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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas capazes de resistir ao
ambiente gastrico e liberar o material encapsulado em ambiente intestinal. As
particulas foram produzidas pela gelificagéo ibnica da pectina de baixo teor de
esterificacdo amidada com ions calcio e posteriormente recobertas com
proteinas utilizando solucbes de diferentes concentragdes de concentrado
proteico do soro do leite (WPC), submetidas ou ndo a tratamento térmico. A
condicdo de adsorcdo das proteinas sobre a superficie das particulas de
pectina foi definida a partir da andlise da carga livre total das solucbes de
proteina e polissacarideos e assim a definicdo de pH e a relagéao entre eles foi
usada para producdo das microparticulas. As microparticulas obtidas foram
caracterizadas com relacdo a sua carga elétrica de forma a se obter as
condicoes de pH e a relacao de concentracao de polissacarideo : proteina em
solucdo em que a interagao eletrostatica entre os biopolimeros fosse possivel.
Foram testados 5 niveis de proteina em solugdes ( 2, 4, 6, 8 e 12%) associados
a proteina sem tratamento térmico (STT) e tratada termicamente (TT),
desnaturacao a 80°C por 15 minutos, sendo que as particulas obtidas foram
caracterizadas com relacdo a morfologia, teor de proteina e conteudo de
umidade. A partir deste estudo preliminar foram selecionados dois tipos de
particulas, uma particula recoberta com proteina STT e outra particula
recoberta com proteina TT, utilizando como critério de selecdo as solucdes
proteicas onde foram obtidas particulas com o maior teor de proteina
adsorvida. As particulas selecionadas foram avaliadas com relacdao a
resisténcia ao ambiente gastrico e capacidade de liberacdo do material
encapsulado em ambiente intestinal, sendo que, para isso, as microparticulas
foram submetidas a uma simulacdo das condigdes gastrointestinais in vitro,
avaliando sua integridade nestas condicbes e quantificando-se o teor de
proteina solubilizada em ambiente gastrico simulado. Também foi avaliada a
estabilidade das particulas em diferentes pHs, tamanho médio, morfologia
interna e externa e capacidade de reidratagdo pés liofilizagdo. As
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concentragdes de proteina em solugdo em que foram obtidos os mais altos
valores de proteina adsorvida foram de 4 a 6%, com adsorcéo de 49,2 £ 1,0 %
para particulas com WPC - STT e 27,6 £+ 1,8% para solugdo de WPC - TT.
Variagbes de tamanho das microparticulas apds sua insergdo em diferentes
pHs assim como em suco gastrico artificial, foram de 224,8 um a 342,9 um. As
particulas liofilizadas e reidratadas readquiriram forma e tamanho original apds
uma hora de insercdo em &gua além de apresentarem estabilidade as
variagdes de pH. As particulas permaneceram integras em ambiente gastrico e
desintegraram-se em meio intestinal, entretanto durante a simulagdo das
condicOes gastricas houve uma alta solubilizagédo da proteina em suco gastrico
quando o pH foi ajustado a 1,2 com a presencga de pepsina, enquanto menor
solubilizagao foi observada quando o pH do suco gastrico foi ajustado para 3,
também em presenca de pepsina.

Palavras-chave: microencapsulacao, gelificagdo ibnica, interacao eletrostatica,
pectina de baixo teor de esterificacdo amidada, concentrado proteico do soro

do leite.



ABSTRACT

The aim of this study was to produce microparticles able to resist the gastric
environment and after releasing the encapsulated material in the gut
environment. Particles were produced by ionic gellling using low methoxyl
amidated pectin with calcium ions and coated with protein using solutions of
different concentrations of whey protein concentrated (WPC), submitted or not
submitted to thermal treatment. The condition of the protein adsorption on the
surface of pectin particles was defined as the analysis of free charge total
protein and polysaccharide solutions and thus defining the relationship between
pH and ratio used for the production of particles. The particles obtained were
characterized with to their electrical change so as to obtain conditions of pH and
the concentration of polysaccharide to protein in solution in which the
electrostatic interaction between the biopolymer possible. Five levels of protein
in solution (2, 4, 6, 8 e 12%) associated with non-denatured (STT) and
denatured (TT) protein in a water bath at 80°C for 15 minutes were tested, and
the resulting particles were characterized with respect to their morphology,
protein and moisture content. From this preliminary study were selected two
types of particles, one particle with STT protein and another with TT protein,
using as a standard the conditions of protein in solution which produced the
highest level of protein adsorbed. The particles selected were evaluated with
respect to resistance to the environment of the stomach and ability to release
encapsulated material in intestinal environment, and for that, the microparticles
were subjected to a simulated gastrointestinal conditions in vitro evaluating its
integrity in these conditions and the protein solubilized in the simulated gastric
environment quantified. The stability of the particles at different pHs, average
size, internal and external morphology and capacity to rehydration after freeze
drying were also evaluated. The concentration of protein in solution where the
highest values of protein adsorbed was obtained was 4 — 6%, with adsorption of
49.2 + 1.0% for particles with WPC - STT and 27.6 + 1.8 % for the solution

contained WPC - TT. The size of the microparticles after their insertion at
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different pHs as well as in artificial gastric juice, ranging from 224,8 um to 342,9.
The microparticles freeze dried and rehydrated regained the shape and original
size after one hour of insertion in water and were stable against changes in pH.
The particles remained intact in the environment of the stomach and
disintegrated at the intestinal environment, however during the simulation of
gastric conditions the was a high concentration of protein in gastric juice while
the pH was adjusted to 1.2 with the presence of pepsin while smaller
solubilization was observed then the pH of gastric juice was adjusted to 3, also
in the presence pepsin.

Keywords: Microencapsulation, ionic gelation, electrostatic interaction, low

methoxyl amidated pectin, whey protein concentrate.
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INTRODUCAO

A microencapsulacdao € uma técnica que viabiliza a protecdo de
compostos, sendo empregada em diversas d&reas, como na industria
farmacéutica, de alimentos e de cosméticos. O principal objetivo da técnica é
proteger o material encapsulado das condicées adversas do meio e libera-lo
em seu sitio de agdo em quantidade e no momento adequado para exercer a
funcéo desejada (SHAHIDI & HAN, 1993; GIBBS, 1999).

Os materiais encapsulados podem ser de diferentes naturezas
incluindo defensivos agricolas, células vivas, acidos graxos essenciais e
microorganismos probioticos (CHANDRAMOULI et al., 2004; DE VOS et al.,
2006; PATTEN et al., 2009; RAMON-AZCON et al., 2010). Diversas técnicas de
microencapsulagdo e materiais tém sido utilizados no desenvolvimento das
microparticulas e variam conforme o meio onde serao inseridas, determinando
a forma de liberacdo do material. Entre os principais gatilhos de liberacao se
encontram a solubilidade, o pH, o rompimento mecanico, a temperatura e o
ataque enzimatico (GOUIN, 2004; MAESTRELLI et al., 2008).

Para compostos aplicados na area de alimentos é imprescindivel que o
material utilizado na producao das particulas seja seguro para o consumo
humano, potencializando o uso de biopolimeros naturais como pectinas,
alginatos, quitosanas e proteinas do soro do leite. O uso destes materiais para
a producao de microparticulas é relatado na literatura ha anos e bons
resultados foram obtidos (HEELAN & CORRIGAN, 1998; BRACCINI & PEREZ,
2001; CHEN & SUBIRADE, 2005a; LIU, FISHMAN & HICKS, 2007; JONES &
MCCLEMENTS, 2010b; PATEL et al., 2011).

Uma das técnicas de microencapsulacao onde biopolimeros como a
pectina e o alginato sdo utilizados € a gelificacao i6nica. A gelificacao idnica é
uma técnica simples e branda, onde microparticulas sdo produzidas pelo
gotejamento de uma solucdo polimérica em uma solucdo catidnica,
normalmente calcio, sob agitacao constante (AGNIHOTRI et al., 2004; CHAN et
al., 2006; REIS et al., 2006; SILVA et al., 2006; SCHOUBBEN et al., 2010).



Uma das caracteristicas das particulas de gelificacao ibnica é a porosidade da
matriz que permite a difusdo de compostos de baixo peso molecular (THAKUR,
SINGH & HANDA, 1997; SRIAMORNSAK, 1998; LIU, FISHMAN & HICKS,
2007; OVODOV, 2009). A resisténcia mecéanica e a permeabilidade das
particulas podem ser melhoradas pela adigdo de outro polieletrdlito de carga
oposta sobre a superficie das mesmas (YEO, BAEK & PARK, 2001;
SRIAMORNSAK, SUNGTHONGJEEN & PUTTIPIPATKHACHORN, 2007;
GBASSI et al., 2009; PATIL et al., 2010; HUMBLET-HUA et al., 2011).

Particulas que sejam resistentes as condicbes gastricas estdo sendo
cada vez mais estudadas pela necessidade de se aperfeicoar o0 mecanismo de
liberagdo do ativo em seu sitio de agcdo (KOSARAJU, 2005; CHAMBIN et al.,
2006; LIU et al., 2006; MAESTRELLI et al., 2008; ALHNAN et al., 2010;
PAWAR, PAWAR & PATEL, 2011; WONG, COLOMBO & SONVICO, 2011). A
industria farmacéutica e de alimentos vem estudando particulas que liberem o
ativo em areas especificas do trato gastrointestinal especialmente intestino
delgado e coélon (GUZEY & MCCLEMENTS, 2006; KRISHNAMACHARI,
MADAN & LIN, 2007; PATTEN et al., 2009; WONG, COLOMBO & SONVICO,
2011).

Particulas resistentes ao ambiente gastrico que possam liberar o ativo
em ambiente intestinal e que sejam produzidas com materiais seguros
permitem a microencapsulacao de compostos destinados ao consumo humano,
reduzindo a quantidade de composto adicionado e garantindo sua viabilidade
em seu local de acdo, potencializando sua absorcdo. Assim, é possivel
desenvolver particulas utilizando biopolimeros naturais, resistentes a parte
superior do trato gastrointestinal e que liberem o material encapsulado em
ambiente intestinal. Diante disso, este trabalho teve como objetivo desenvolver
microparticulas pelas técnicas de gelificacao i6nica utilizando pectina de baixo
teor de esterificacdo amidada com posterior recobrimento com proteinas do
soro do leite por interacao eletrostatica avaliando, in vitro, a resisténcia das
particulas ao ambiente gastrico e desintegracdo em ambiente intestinal.



APRESENTACAO

A utilizagdo da microencapsulagdo para producdo de particulas
resistentes as condicbes gastricas vem sendo extensivamente estudada,
especialmente para a veiculacdo de compostos funcionais e farmacos. A
utilizacdo de biopolimeros naturais € de grande valia, uma vez que, esses
materiais sao classificados como seguros, e podem ser destinados ao consumo
humano. Este trabalho representa a continuidade de varios trabalhos
desenvolvidos no Laboratorio de Controle de Qualidade
(LCQ/DEPAN/FEA/UNICAMP), onde microparticulas sao desenvolvidas e
aplicadas nas mais diversas areas. Neste estudo, especificamente, trabalhou-
se em parceria com o Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA/FEA/UNICAMP) onde microparticulas contendo microorganismos
probidticos vém sendo aplicadas em produtos lacteos, como iogurte e queijo.

A dissertacao esta estruturada da seguinte maneira:

. Capitulo 1: Apresenta uma revisao bibliografica sobre os tépicos
abordados no presente trabalho;

. Capitulo 2: Reune os ensaios preliminares para a obtencédo das
condi¢des de pH e concentragdes de proteina que viabilizem a interacao entre
os biomateriais utilizados na produgcdo das particulas. Avaliou-se também a
possibilidade de particulas de pectina obtidas por gelificacdo i6nica, serem
recobertas com proteinas do soro do leite. Nesta avaliagdo foi utilizada
manteiga, em baixa concentra¢cdo, como material de recheio;

. Capitulo 3: O foco principal foi avaliar o comportamento das
particulas submetidas a simulacdo das condi¢ées gastrointestinal, in vitro.
Nesta avaliacdo a quantidade de manteiga, utilizada como recheio, foi
aumentada;

. Anexo: O Anexo | avaliou a adsorgao de proteinas utilizando-se
quatro inclusdes de particulas de pectina sucessivamente. O teor de proteina
adsorvida e o teor de proteina remanescente nas solu¢des foi determinado.



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi produzir particulas por gelificacao ibnica
utilizando pectina de baixo teor de esterificagdo amidada e recobri-las com
proteinas do soro do leite, sem e com tratamento térmico, por interacao
eletrostatica e avaliar sua resisténcia quando submetidas as condicdes

gastrointestinais.

1.1 Objetivos especificos

. Avaliar a carga liquida dos materiais utilizados na produgédo de
microparticulas e a relacdo de quantidades entre pectina e proteina
necessarias para a producao de microparticulas;

. Avaliar o efeito do tratamento térmico e da concentracdo de
proteina em solugdo sobre a adsorcdo de proteina sobre a superficie de
microparticulas de pectina;

. Avaliar a morfologia interna e externa das microparticulas
produzidas;

. Avaliar a estabilidade e capacidade de hidratagdo das
microparticulas umidas e liofilizadas, respectivamente, frente a diferentes pHs;

. Avaliar a resisténcia das microparticulas recobertas em condicoes

simulando o ambiente gastrico e intestinal.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. MICROENCAPSULAGCAO

A microencapsulacdo é uma técnica versatil, o que permite sua
aplicacdo em diversas areas, tais como: farmacéutica, alimenticia, agricola,
cosmeética, sistemas de fixacdo de tintas automotivas e fotocopiadoras, dentre
outras (DESAI & JIN PARK, 2005; KRISHNAMACHARI, MADAN & LIN, 2007;
BADILA et al., 2008; RAMON-AZCON et al., 2010; DOHERTY et al., 2011; LEE
& KIM, 2011).

Desde seu primeiro relato na década de 30 e sua aplicagdo na década
de 50, a microencapsulagdo evoluiu muito e houve uma grande expanséo nas
areas de aplicacdo. As areas de maior pesquisa e investimento séao,
atualmente, a farmacéutica e a cosmética. Relatos recentes mostram a
aplicacdo das microparticulas na area de biotecnologia, microencapsulando
células vivas, como ilhotas pancreaticas para a producao de insulina (GOUIN,
2004; DESAI & JIN PARK, 2005; DE VOS et al., 2006; RE, 2000).

Tais particulas podem ser projetadas para a protecdo, liberacéao
controlada e empacotamento de varios ingredientes para alimentos, tais como
lipidios, compostos bioativos, minerais, enzimas, peptideos, fibras dietéticas,
dentre outros (GOUIN, 2004; CHEN, REMONDETTO & SUBIRADE, 2006;
CHAMPAGNE & FUSTIER, 2007). Essas particulas, ao serem inseridas em
alimentos, ndo devem alterar negativamente suas caracteristicas fisicas além
de, liberar o material encapsulado nos locais de acado desejados (como por
exemplo: boca, estdbmago, intestino delgado e cbélon), modular as propriedades
fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos, como aparéncia, textura,
estabilidade e sabor (CHEN, 2007; FOEGEDING & DRAKE, 2007; VAN DEN
BERG et al., 2008).

A microencapsulagéo consiste no empacotamento de materiais solidos

e liquidos em pequenas capsulas que podem liberar seu conteldo a taxas



controladas e em condi¢des especificas ao longo do tempo (CHAMPAGNE &
FUSTIER, 2007). O conceito da técnica foi idealizado a partir do modelo
celular, no qual a membrana protege o citoplasma, sendo que para as
microcdpsulas, uma camada externa, normalmente um material polimérico,
chamado de material de parede atua como um filme protetor, isolando o
composto a ser encapsulado (goticulas liquidas ou particulas sdélidas)
denominado nucleo ou recheio, do meio externo (ANAL & STEVENS, 2005;
ANAL & SINGH, 2007).

As microparticulas podem ser produzidas em diferentes tamanhos,
formas e estruturas, dependendo da natureza dos materiais e do tipo de
técnica usada para sua producdo. O tamanho das microparticulas, que
geralmente varia entre 0,01 a 1000 um, é importante, pois afeta tanto as
propriedades fisico-quimicas como os atributos sensoriais, quando aplicados a
area de alimentos (MCCLEMENTS, 2005; VAN DEN BERG et al., 2008).

Dependendo das propriedades fisico-quimicas do nucleo, o tipo de
material de parede e a técnica de microencapsulacao utilizada, diferentes tipos
de particulas podem ser produzidas, tais como: simples esferas recobertas por
uma camada de espessura uniforme; particulas contendo varios nucleos de
forma irregular; particulas multinucleadas inseridas em uma matriz continua do
material de parede; varios nucleos distintos dentro de uma mesma particula e
particulas de multicamadas (GHARSALLAOUI et al., 2007). Varios métodos
podem produzir particulas esféricas, porém outras formas também sao
possiveis como esferdides, fibras, ovalares ou aglomerados. A estrutura interna
de uma particula € um ponto importante para determinar suas caracteristicas
funcionais, como a eficiéncia de encapsulagéo, a capacidade de retencdo do
composto encapsulado, a permeabilidade, a integridade e a digestibilidade.
Ingredientes encapsulados em matrizes porosas podem ser liberados mais
rapido que matrizes densas e integras (JONES & MCCLEMENTS, 2010b).

A escolha do material de parede deve levar em consideracdo as
caracteristicas fisico-quimicas do material de recheio, o0 meio de insercéo das
capsulas e a técnica de microencapsulacdo. O material de parede deve ser



capaz de formar uma camada coesa com o material de recheio, ser compativel,
porém imiscivel ao material encapsulado, além de fornecer propriedades de
revestimento desejado tais como: resisténcia, impermeabilidade, flexibilidade e
estabilidade (ANAL & SINGH, 2007).

As microcapsulas podem ser projetadas para liberar o material
encapsulado em quantidades gradativas e em condi¢cdes de meio especificas
(como por exemplo, em diferentes partes do corpo). Diferentes tipos de
“gatilho” podem ser utilizados para a liberagcdo do material encapsulado tais
como alteragdo de pH, ruptura mecanica, temperatura, agdo enzimatica, forga
osmdtica, dentre outras (GOUIN, 2004; MAESTRELLI et al., 2008).

A escolha do método de microencapsulacdo depende do tipo de
material a ser encapsulado, da aplicagdo e do mecanismo de liberacdo
desejado. As principais técnicas sao: spray drying, spray cooling, leito
fluidizado, co-cristalizacdo, liofilizagdo, coacervacdo simples e complexa,
gelificacdo ibnica e a producao de lipossomas. A diferenca entre as técnicas
esta na natureza quimica, fisica ou fisico-quimica das mesmas (JACKSON &
LEE, 1991; JONES & MCCLEMENTS, 2010b).

Na industria de alimentos diversos polissacarideos e proteinas sao
utilizados na fabricacdo de microcapsulas. A utilizacdo de proteinas e/ou
polissacarideos depende de alguns fatores, como a capacidade dos
biopolimeros em formar particulas, serem atéxicos e modulaveis a ponto de se
produzir particulas com as caracteristicas desejadas, com tamanho, estrutura,
carga, permeabilidade e estabilidade desejados (ANAL & SINGH, 2007;
GHARSALLAOUI et al., 2007; JONES & MCCLEMENTS, 2010b; PATEL et al.,
2011).

2. GELIFICACAO IONICA
Particulas de biopolimeros podem ser formadas por diferentes técnicas

de gelificagdo (ibnica, aquecimento ou resfriamento) e métodos de

processamento (extrusdo ou atomizagdo), sendo alginato e pectina os



biopolimeros mais utilizados (HILLS et al., 2000; SILVA et al., 2006; BUREY et
al., 2008). Uma das técnicas de microencapsulagcao na qual hidrocoldides sé&o
utilizados é a gelificacéo idnica (RACOVITA et al., 2009).

Existem dois tipos de gelificagdo ibnica: a interna e a externa. A
gelificacao ibnica interna produz particulas por meio da adicao de sais de calcio
insolUveis em uma solucao polimérica contendo material de recheio. A solucao
€ emulsificada em uma fase oleosa contendo surfactante. Para que a
gelificacdo ocorra, adiciona-se uma soluc¢ao acida para redugéo do pH a fim de
liberar os ions calcio, permitindo a complexacdo do calcio com 0s grupos
carboxilicos. A gelificacao i6nica externa € uma técnica em que particulas sao
produzidas pelo gotejamento de uma solugdo polimérica em uma solucao
catibnica, normalmente calcio, sob agitacdo constante (CHAN, LEE & HENG,
2006; REIS et al., 2006; SILVA et al., 2006; SCHOUBBEN et al., 2010).

A gelificacao io6nica externa € um método de encapsulacao simples e
brando. A producédo de microparticulas sem a utilizacao de solventes organicos
torna esta técnica crescente e promissora, especialmente para a encapsulacao
de farmacos, células vivas imobilizadas e para inclusdo de compostos de
interesse em alimentos (AGNIHOTRI, MALLIKARJUNA & AMINABHAVI, 2004;
PATIL et al., 2010).

A técnica é baseada na habilidade de varios hidrocol6ides tornarem-se
gel na presenga de ions, normalmente catios divalentes. A interagéo de ions,
como o Ca*, com os grupos carboxilas das cadeias poliméricas de
polissacarideos resulta na formacao de géis insolluveis. Portanto, a adicao gota
a gota de uma dispersdo de polissacarideo contendo o material a ser
encapsulado sobre uma solugéo de ions, leva a formagéo de particulas. As
goticulas ao entrarem em contato com os ions formam, instantaneamente,
estruturas de gel contendo o material a ser encapsulado disperso por toda a
matriz de polissacarideo (SMRDEL et al., 2008).

No estégio inicial de formacao das particulas de gel, € produzida uma
camada de célcio/pectina na parte externa da particula. A parte interna também

ser4d complexada com ions calcio que migram para o interior da capsula,



formando capsulas rigidas e estaveis, apds poucos minutos de contato com a
solucdo idnica. A medida que aumenta o tempo de contato das microparticulas
com a solucdo gelificante, aumenta-se a espessura da parede das
microparticulas e consequentemente a resisténcia a ruptura mecéanica. Apoés
aproximadamente 20 minutos de contato com o banho i6nico, as
microparticulas atingem sua estabilidade maxima e a resisténcia mecanica
torna-se constante. Além do tempo, a concentracdo de calcio também pode
influenciar na rigidez da particula (RACOVITA et al., 2009).

Particulas de gelificagdo ibnica podem ser preparadas por trés
sistemas distintos, dependendo do tamanho desejado da particula, podendo
ser produzidas por extrusao, atomizacao por ar comprimido e por pulverizacao
eletrostatica. No processo de extruséo, a solugdo, com o material de parede e
recheio, € gotejada em uma solugdo idnica por meio de uma agulha, com ou
sem velocidade controlada. Na atomizacao por ar comprimido, o ar comprimido
é insuflado, misturando-se a solucdo a ser encapsulada, pressionando a
passagem da solugé&o por um orificio de tamanho controlado. Recentemente,
tem-se utilizado um pulverizador eletrostatico para a producéo e neste caso, o
principio basico do equipamento é o uso de uma forga eletrostatica para puxar
gotas de uma agulha para um banho idnico. O grande diferencial da técnica é
produzir particulas com pequenas variacoes de tamanho (BUREY et al., 2008;
PATIL et al., 2010; DOE et al., 2011).

A vantagem da gelificacao idnica esta na praticidade de execucao, uma
vez que a técnica pode ser conduzida em ambientes estéreis e praticamente
qualquer ingrediente pode ser encapsulado, seja ele hidrofébico ou hidrofilico
sensivel a temperatura, liquido, solido ou viscoso. A principal caracteristica das
particulas de gelificacao ibnica produzidas por hidrocoléides € a matriz de gel
porosa, o0 que permite a difusdo rapida e facil da agua e/ou outros fluidos para
dentro e para fora da matriz da capsula. Tais caracteristicas podem ser vistas
como uma vantagem da técnica quando utilizada para imobilizacdo de células
vivas e enzimas, mas torna-se desvantajosa quando se esta tentando proteger

ou segregar um ingrediente de seu ambiente, especialmente para compostos
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de baixo peso molecular, que podem ser removidos por lixiviagdo (GOUIN,
2004).

A qualidade das particulas produzidas por gelificacdo idnica pode ser
melhorada pela técnica de complexagcao de polieletrolitos. A resisténcia
mecanica e a permeabilidade das particulas de gelificagao ibnica (porosidade
da matriz) podem ser melhoradas pela adicao de outro polieletrélito de carga
oposta sobre a superficie da particula. Microparticulas de alginato e pectina
vém sendo recobertas por polications (quitosana e proteinas do soro do leite),
que formam uma membrana na superficie das particulas e retardam a liberagéao
do ativo (YEO, BAEK & PARK, 2001; SRIAMORNSAK, SUNGTHONGJEEN &
PUTTIPIPATKHACHORN, 2007; GBASSI et al, 2009; PATIL et al., 2010;
HUMBLET-HUA et al., 2011).

Pectina e proteinas podem interagir entre si por meio de diferentes
interacdes fisicas e quimicas. O sinal, magnitude, forca e direcao sofrem
influéncia das condicdes ambientais e composicao das solucbes, como pH,
forca ibnica, temperatura e solvente. Essas interagdes sdo responsaveis pela
formacao de particulas e possiveis alteracbes de morfologia, tais como
integridade, inchamento, corrosdo e desintegracdo (MCCLEMENTS, 2005;
JONES & MCCLEMENTS, 2010b).

3. PECTINA

Hidrocoldide € um grupo heterogéneo de polimeros de cadeia longa
(proteinas e polissacarideos) caracterizados por suas propriedades de formar
géis e alterar a viscosidade quando dispersos em meio aquoso. Os principais
hidrocol6ides gelificantes sdo o alginato, pectina, carragena, gelatina, goma
gellana e agar (SAHA & BHATTACHARYA, 2010). Dentre eles, destaca-se a
pectina, um polissacarideo natural presente na parede celular das plantas e
nas camadas intercelulares (lamela média) de células vegetais, conferindo
rigidez estrutural as plantas (THAKUR, SINGH & HANDA, 1997).
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Na industria de alimentos a pectina € muito empregada como agente
gelificante, estabilizante e/ou espessante, especialmente na fabricacao de géis
e geléias. Na area da saude € usada como fibra soluvel, auxiliando na redugéo
dos niveis de colesterol e tratamento de cancer e no aumento da resposta do
sistema imunolégico. Mais recentemente, tem-se utilizado pectina na area de
biotecnologia na producado de dispositivos biomédicos (THAKUR, SINGH &
HANDA, 1997; GUILLOTIN et al., 2005; INNGJERDINGEN et al., 2007;
JACKSON et al., 2007; MOHNEN, 2008).

Quimicamente, a pectina é um polissacarideo composto por uma
cadeia linear de unidades de acido galacturénico unidas por ligagdes a 1,4 em
que os grupos carboxilicos do acido galacturénico podem estar esterificados
por grupamentos metil. Residuos de acgucares neutros como ramnose, D-
arabinose e D-galactose estdo presentes ao longo da cadeia da pectina e a
fonte de extracdo da pectina vai determinar a quantidade e o tipo desses
acucares o que influencia suas caracteristicas fisico-quimicas (THAKUR,
SINGH & HANDA, 1997; RALET et al., 2003).

As principais fontes comerciais de extragdo da pectina sdo o albedo de
frutas citricas e a polpa da macga, sendo que a maca tem sido cada vez menos
utilizada. Fontes alternativas de extracdo como tomate, beterraba, girassol,
manga e grédo de bico também vém sendo pesquisadas (ROLIN, 1990;
RIDLEY, O'NEILL & MOHNEN, 2001; URIAS-ORONA et al, 2010;
SRIVASTAVA & MALVIYA, 2011). O namero de fontes de pectina é limitado,
uma vez que, a habilidade em formar gel depende do peso molecular e do grau
de esterificacdo e estes sdo afetados pela fonte de extragcdo (SRIVASTAVA &
MALVIYA, 2011).

Devido a sua conformacao quimica, os tipos de ligacdes presentes na
molécula de pectina ndo sao hidrolisados pelas enzimas gastricas e a pectina
permanece intacta no estdbmago e no intestino delgado, sendo degradada
apenas pelas bactérias presentes na microbiota do célon (KOSARAJU, 2005).

Em relagdo a carga da pectina reporta-se o valor de pKa de 2,9,

estando carregada negativamente em pHs acima deste valor e neutra abaixo
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deste, caracterizando-se como um polissacarideo anibnico (RALET et al.,
2001). A carga liquida total € controlada pelo nimero de grupos carboxilicos
metil esterificados e a distribuicdo dos grupos metil esterificados controla a
variagao de carga pela cadeia da pectina (SPERBER et al., 2009b).

O grau de metoxilagdo (grupos carboxilicos metil esterificados) é
importante na determinacdo da solubilidade da pectina e nas suas
propriedades gelificantes e formadora de filmes (LIU, FISHMAN & HICKS,
2007). A pectina é classificada com relagdo ao grau de grupos carboxilicos
esterificados, como: a) pectina de alto grau de metoxilagdo (HMP): pectinas
que contém mais que 50% dos grupos carboxilicos esterificados, variando de
55 a 80%, sendo esta a forma encontrada na natureza, b) pectina de baixo teor
de esterificagdo (LMP): pectinas que contém menos que 50% dos seus grupos
carboxilicos esterificados, variando entre 25 a 50% (MAY, 1990; ROLIN, 1990).

A reducdo do grau de metoxilacdo pode ser realizada por diferentes
maneiras, dentre elas os métodos enzimatico e quimico. O procedimento
quimico € o mais comum, utilizando acidos ou bases, resultando na remogao
aleatoria de ésteres metilicos. Quando a pectina é demetoxilada sob condi¢des
alcalinas, alguns ésteres metilicos sao transformados em grupamentos amida,
originando pectinas de baixo teor de esterificagdo amidada (FRAEYE et al.,
2010).

Além do grau de esterificacdo, as propriedades funcionais da pectina
também sao influenciadas pelo grau de amidacdo (numero de grupos
carboxilicos esterificados com grupamento amina) e por seu peso molecular
(KIM et al., 2008).

A principal propriedade da pectina € formar gel, seja na presenca de
acucares e acidos ou na presenca de ions célcio, em concentracdes acima de
1% (MAY, 1997; THAKUR, SINGH & HANDA, 1997). Durante a formagéao do
gel é produzida uma rede tridimensional de ligacées entre as cadeias dos
polimeros que pode envolver ligacbes colaventes simples, pontes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas (THAKUR, SINGH & HANDA, 1997).
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Pectinas de alto teor de metoxilagdo s&o um excelente agente
gelificante, entretanto, necessitam de concentracbes especificas (normalmente
altas) de acucar e ambiente acido para formal gel. O baixo pH reduz a forca de
repulsdo enquanto o agucar reduz a interacdo com a agua. As concentragdes
de acucar e pH devem ser ajustadas, uma vez que para concentracdes
maiores de acucar € possivel trabalhar com valores de pH nao tdo baixos
(ROLIN, 1990; THAKUR, SINGH & HANDA, 1997).

Pectinas de baixo teor de metoxilagdo gelificam pela formacao de
ligagbes entre grupos carboxilicos da pectina e cations divalentes,
normalmente calcio (RALET et al.,, 2001). A estrutura tridimensional do gel
envolve uma sequéncia de dois acidos galacturdnicos dispostos paralelamente,
formando pontes entre os ions e os grupos carboxilas livres. O modelo usado
para descrever essa interacdo € o modelo “egg-box”, que descreve zonas de
juncdo entre os ions e a pectina, promovendo a formacdo de uma rede
(GRANT et al., 1973).

A forca do gel de LMP eleva-se com o aumento da concentragdo de
célcio e uma reducao da temperatura (CLARK & FARRER, 1996; MAY, 1997).
Pectinas de baixo teor de metoxilagdo amidadas formam géis mais rigidos pela
acao de calcio quando comparado a pectina de baixo teor de metoxilagéo
(SRIAMORNSAK, 1998). Fatores como peso molecular, o0 numero e a
distribuicdo dos grupos carboxilicos e distribuicdo de agucares neutros ao
longo da cadeia, presenca de grupos acetil, concentracdo de pectina, a forca
ibnica e a temperatura, também afetam o processo de formagéao do gel (MAY,
1990; THAKUR, SINGH & HANDA, 1997).

LMP quando comparadas a HMP além da estabilidade em uma ampla
faixa de pH, apresentam a vantagem de nao depender de acucar para gelificar,
necessitando apenas de calcio (CARDOSO, COIMBRA & LOPES DA SILVA,
2003).

A habilidade dos polissacarideos em formar gel tem grande importancia
na formacdo de particulas de biopolimeros (WILLIAMS, 2007). Matrizes de
pectina tém sido utilizadas na producao de particulas para microencapsulacao
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de farmacos (SRIAMORNSAK, 1998). Alguns derivados de pectina, como
pectina amidada sao utilizados em particulas para liberacdo de substancias no
célon devido a sua biodegradabilidade, alta tolerancia a variacées de pH e
floculacdo, podendo ser utilizadas como matriz ou como material de
recobrimento (SINHA & KUMRIA, 2001).

Um dos obstaculos para o uso da pectina na area farmacoldgica esta
na alta capacidade de inchamento da pectina em condigdes fisioldgicas (LIU,
FISHMAN & HICKS, 2007). Varias técnicas vém sendo utilizadas no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo baseados em matrizes de pectina,
especialmente a gelificacdo idnica, por ser uma técnica simples e segura do
ponto de vista de toxicidade (SRIVASTAVA & MALVIYA, 2011).

4. INTERACAO ELETROSTATICA

Uma das alternativas para melhorar a protecao das microparticulas e
aumentar sua estabilidade é o recobrimento de particulas de gelificagédo ibnica
com biopolimeros através de interacdes eletrostaticas. A utilizacdo de
solventes organicos para a reticulacdo passa a ser uma alternativa inviavel
para produtos destinados ao consumo humano (PATIL et al., 2010). Interagcbes
eletrostaticas ocorrem entre biopolimeros carregados com cargas opostas que
interagem entre si. A carga elétrica de um cation (quitosana ou proteinas do
soro do leite) ou anion (alginato, pectina ou carragena) depende do pH da
solucao em relacao aos valores de pKa ou pl dos grupos ionizaveis (JONES &
MCCLEMENTS, 2010b).

Interacbes entre proteinas e polissacarideos desempenham um papel
importante na estrutura e estabilidade de alimentos. O controle e a
manipulacdo dessas interacbes macromoleculares sdo essenciais para o
desenvolvimento de novos produtos e processos na area de alimentos (YE,
2008).

Mistura de biopolimeros (proteinas e polissacarideos) podem
permanecer em uma Unica fase ou separar fases. A separacédo de fases pode
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ocorrer por segregacao devido a incompatibilidade dos materiais ou pela
complexacao devido a cargas opostas. No caso de proteinas e polissacarideos
serem incompativeis, pode ocorrer segregacao (separacao termodindmica de
fases), exibindo nitidamente duas fases, uma de polissacarideo e outra de
proteina, serem co - soluveis e apresentarem uma unica fase ou complexaram
por apresentarem cargas opostas. No caso de proteinas e polissacarideos que
exibem cargas opostas pode ocorrer interagdes eletrostaticas, coacervacao
complexa ou separacdo de fases associativa, dando origem a complexos de
proteina/polissacarideo. Neste caso as misturas exibem duas fases distintas,
uma proteina/polissacarideo e a outra do solvente (TOLSTOGUZOV, 1995;
COOPER et al., 2005; YE, 2008).

Proteinas apresentam carga liquida negativa acima do ponto isoelétrico
(pl) e carga liquida positiva abaixo do pl. Polissacarideos aniénicos tem carga
negativa maxima em valores de pH bem acima do pKa, mas perdem
progressivamente essa carga a medida que o pH é reduzido (JONES,
DECKER & MCCLEMENTS, 2010).

A formacdo de complexos e/ou coacervados entre proteinas e
polissacarideos €& de extrema importancia em processos industriais
especialmente no processamento de micro e nanoparticulas e estrutura de
multicamadas (Al, JONES & LVOV, 2003; MCCLEMENTS, 2005; TURGEON,
SCHMITT & SANCHEZ, 2007; SCHMITT & TURGEON, 2011).

A aplicacdo de uma camada externa protetora sobre microparticulas
para agir como uma barreira protetora além da barreira fisica vem sendo
pesquisada ha alguns anos (ROSENBERG & LEE, 2004; TEOH et al., 2011).
Diversos materiais podem ser utilizados para o recobrimento de microparticulas
e tanto as caracteristicas da matriz como as da particula revestida devem ser
estudadas. Quitosana, proteinas do soro do leite (especialmente -
lactoglobulina), poli-L-lisina, caseina e lactoferrina, sdo alguns dos materiais
utilizados no recobrimento de particulas (SULTANA et al., 2000; SAGIS et al.,
2008; GBASSI et al., 2009; BENGOECHEA, PEINADO & MCCLEMENTS,
2011).
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A adsorgcao de proteinas depende das caracteristicas fisico-quimicas
das superficies e podem variar em quantidade, densidade, conformacédo e
orientacdo. O tempo e a concentracao também sao fatores que podem afetar a
adsorcao (ROACH, FARRAR & PERRY, 2005). A interacao eletrostatica em
particulas pode ser controlada pela variagcao de cargas de superficie e pode ser
determinada pelo potencial zeta das particulas. Fatores como pH e
concentracao de eletrélitos em solucao tém um forte impacto na forca e no tipo
de cargas eletrostaticas sobre a adsor¢cao em superficie (PATIL et al., 2007).

Além das interacOes eletrostaticas outras ligacbes também estédo
envolvidas no processo de adsorcdo de proteinas na superficie de
microparticulas, como pontes de hidrogénio, interacdes de van der Walls e
interacdes hidrofobicas, porém o mecanismo de interagdes quimicas nao foi
entendido completamente (ROACH, FARRAR & PERRY, 2005; ASKER,
WEISS & MCCLEMENTS, 2011; THORNE, VINE & SNOWDEN, 2011).
Particulas produzidas por interacdes eletrostaticas tém mostrado resisténcia a
acao das enzimas da parte superior do trato gastrointestinal, mostrando-se um
bom veiculo para farmacos e compostos bioativos (KOSARAJU, 2005;
KRASAEKOOPT, BHANDARI & DEETH, 2006; LIU et al., 2006).

5. PROTEINAS DO SORO DO LEITE

A utilizacdo de proteinas do soro do leite na producdo de
microparticulas tem se mostrado uma boa estratégia, uma vez que sao
materiais classificados como seguros e permitem a encapsulacédo de materiais
hidrofilicos e hidrofébicos (CHEN, REMONDETTO & SUBIRADE, 2006).

As proteinas do soro do leite apresentam-se como uma fonte
nutricional versétil, sendo classificadas como ingredientes funcionais
(SMITHERS, 2008). Estudos recentes descrevem os beneficios a saude da
ingestdo de proteinas do soro do leite e a importancia de uma maior ingestao
destas proteinas (KRISSANSEN, 2007; PURWANTI et al., 2011).
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Por suas caracteristicas nutricionais e tecnoldgicas, as proteinas do
soro do leite vém sendo utilizadas em diversos produtos, em especial: paes,
sorvetes, cremes, bebidas em geral, energéticos, barra de cereais, férmulas
infantis, dentre outros (MISTRY, 2002; ZHOU, LIU & LABUZA, 2008; TORRES
etal., 2011)

As proteinas do soro do leite sdo um subproduto da industria de
laticinios, especialmente da producdo do queijo e da caseina. Sdo obtidas da
fase aquosa do leite apOs a precipitacdo da caseina e remog¢ao da gordura
(MULVIHILL, 2003; CONSIDINE et al., 2011). Sao de relativa importancia pelo
grande volume de matéria gerado, pois para cada 1 a 2 Kg de queijo produzido,
sdo produzidos de 8 a 9 Kg de soro. Estima-se que 180 a 190 milhdes de
toneladas de soro de leite sejam produzidas por ano no mundo, sendo que
apenas 50% sao processadas (BALDASSO, BARROS & TESSARO, 2011).

Representam cerca de 20% do total das proteinas presentes no leite,
contendo 0,6 a 0,7% de proteina e 93% de agua, podendo ter seu teor de
proteina concentrado por secagem simples, remoc¢ao de lactose, minerais e
lipideos (ATRA et al., 2005; BALDASSO, BARROS & TESSARO, 2011)

As principais formas de comercializagdo das proteinas do soro do leite
sao os concentrados ou isolados protéicos (PEREIRA, DIAZ & COBOS, 2002;
PESIC et al., 2011). O concentrado protéico do soro do leite (WPC) é definido
como um produto lacteo obtido comercialmente por ultrafiltragéo, diafiltracao e
evaporacao térmica (spray dryer), que pode conter de 25 a 80 % de proteina.
Ja o isolado, deve apresentar mais que 90% de proteina (FOEGEDING et al.,
2002; BALDASSO, BARROS & TESSARO, 2011; CONSIDINE et al., 2011).

As principais aplicagbes das proteinas do soro do leite sdo como
agentes gelificantes, estabilizantes, emulsificantes e formadores de espuma.
Diversos produtos sao adicionados de proteinas do soro do leite, seja para
aumentar o valor nutricional do produto, seja para fins tecnoldgicos. A
capacidade de emulsificacdo das proteinas esta relacionada ao seu carater
anfifilico (KIM, CORNEC & NARSIMHAN, 2005; EL-SAYED & CHASE, 2011;
PEREZ et al., 2011).
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Em relacdo a sua conformacao quimica as proteinas do soro do leite
apresentam uma estrutura globular com grupos hidrofébicos localizados no
interior da estrutura, contendo algumas ligacdées dissulfito (ZHOU, LIU &
LABUZA, 2008). A principal proteina do soro do leite € a B-lactoglubulina (-
lg), representando cerca de 50 a 70% do total de proteinas presentes no soro
do leite. Também estdo presentes outras proteinas como a a-lactoalbumina
(ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas, lactoferrina,
lactoperoxidase, enzimas, proteinas presentes nos glébulos de gordura, dentre
outros (KIM, CORNEC & NARSIMHAN, 2005; EL-SAYED & CHASE, 2011;
PEREZ et al.,, 2011). Contém aminoacidos essenciais, especialmente os de
cadeia ramificada além de serem boas fontes de amino&cidos sulfurados,
especialmente cistina e metionina (SMITHERS, 2008).

A B-lactoglobulina € uma proteina globular que contém duas pontes
dissulfeto e um grupo triol livre, sendo a principal responsavel pelo processo
irreversivel de desnaturacdo. A a-lactoalbumina possui quatro pontes dissulfeto
e nenhum grupo triol livre, por isso possui baixa agregagcdo térmica e €
extremamente sensivel ao calcio (HOFFMANN & VAN MIL, 1997; SCHMITT et
al., 2011).

As propriedades fisico-quimicas do WPC estdo diretamente
relacionadas a B-Ig e a ALA, por serem as proteinas em maior quantidade no
WPC. A temperatura ambiente e em pH fisiolégico, apresentam-se na forma de
dimeros e pequenos oligbmeros, dissociando-se para monémeros com 0
aumento da temperatura (HOFFMANN & VAN MIL, 1997; NICOLAI, BRITTEN
& SCHMITT, 2011)

Em relacédo a carga livre total, as proteinas apresentam-se carregadas
positivamente abaixo do seu ponto isoelétrico e negativamente para valores de
pH acima do seu ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico ou pl, é o valor de pH
no qual ha equilibrio entre as cargas negativas e positivas dos grupamentos
ibnicos de um aminoacido ou de uma proteina. A B-lactoglobulina, uma das

proteinas presentes no soro do leite, apresenta ponto isoelétrico entre 4,7 a 5,1
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(FOX & KELLY, 2003; COOPER et al., 2005; SANTIPANICHWONG et al.,
2008; JONES & MCCLEMENTS, 2010b).

A conformacdo globular e os residuos sulfurados presente nas
principais proteinas do WPC fazem com que este seja mais suscetivel a
desnaturacao térmica e a agregagdo (MORR & HA, 1993; SAWYER,
KONTOPIDIS & WU, 1999). De maneira geral, as proteinas do soro do leite
sao facilmente desnaturadas pelo calor. Temperaturas acima de 60°C levam a
alteracao de cargas e mudangas estruturais, sendo esse processo irreversivel,
dependendo do pH utilizado (PARRIS et al., 1997; BRITTEN & GIROUX, 2001;
FANG et al., 2011). A temperatura critica para a desnaturacado da 3-Ig é de
90°C e para a a-la é de 80°C, tornando-se completamente desdobradas apos a
desnaturacao (DE WIT, 2009).

No processo de desnaturagdo térmica ocorre uma alteracao
conformacional das proteinas, rompendo especialmente as estruturas terciarias
e as pontes de hidrogénio das estruturas secundarias das proteinas. Os grupos
hidrofébicos, que na forma nativa estdo protegidos, sdo expostos,
especialmente os grupamentos CO e NH, cadeias laterais de grupo amida e
aminoacidos hidrofébicos (CHEN & SUBIRADE, 2005a; KIM, CORNEC &
NARSIMHAN, 2005).

A desnaturagdo aumenta a reatividade da proteina com outras
proteinas, facilita a ligacdo com o célcio além de interacdes hidrofobicas. A
forca de reacdo depende da concentracdo do soro, temperatura, tempo de
desnaturacao, pH e forca ibnica (PURWANTI et al., 2011).

As proteinas do soro do leite vém sendo estudadas, concentradas ou
isoladas, na producdo e recobrimento de microparticulas devido a sua
resisténcia a acdo das enzimas gastricas, aumentando a resisténcia e
melhorando a estabilidade quimica e enzimatica das microparticulas (DE WIT,
1998; CHANDRAMOULI et al., 2004).
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6. RESISTENCIA ENTERICA

A via oral é um dos principais meios para a administracao de alimentos
e uma das vias mais utilizadas para a administragdo de farmacos. A liberacao
de compostos bioativos em locais especificos do trato gastrointestinal € de
extrema importancia na terapia de diversas doencas, como doenga de Crohn
ou colite ulcerativa, bem como para vitaminas, minerais, microorganismos e
compostos alimentares bioativos (KRISHNAMACHARI, MADAN & LIN, 2007;
PATTEN et al., 2009; ALBERTINI et al., 2010).

A producdo de microparticulas para entrega de compostos no trato
gastrointestinal (TGI) vem sendo estudada ha varios anos. Um dos obstaculos
para a producdo destes sistemas sdo as condicbes adversas do meio,
mecanismos de liberagdo e a manutengédo da viabilidade do composto até o
local de acdo (ASHFORD et al.,, 1994; VANDAMME et al., 2002; LIU et al.,
2003).

O trato gastrointestinal (TGI) € o um tubo muscular que se estende pelo
corpo, sendo responsavel pela digestdo e absorcdo de nutrientes, eletrolitos e
fluidos, além de atuar como barreira impedindo a absorcdo de substancias
nocivas a salde. E composto por regides como cavidade oral, estdmago,
intestino delgado e intestino grosso ou cdlon todas com fungdes especificas no
processo de digestao e absorcdo. Possui de 6 a 9 metros de comprimento e o
tempo de permanéncia em cada parte varia conforme o composto ingerido,
sendo que, de maneira geral, o alimento permanece no estbmago de 1 a 3
horas, no intestino delgado de 3 a 4 horas e no célon de 12 até 30 horas,
porém isso varia individualmente (DANGELO E FATINI, 1998).

As diferentes partes do trato gastrointestinal possuem caracteristicas
especificas com relagdo a enzimas, movimentos e pHs. Na cavidade oral o pH
varia de 6,2 a 7,4, no es6fago de 5 a 6, no estdmago pode variar entre 1,5 a 3,
no intestino delgado de 5 a 7,4 € no c6lon de 6 a 7,6. Os microorganismos que
colonizam o colon sdo extremamente sensiveis as variagdes de pH. Outro

ponto importante é a presenca de enzimas no estbmago e no intestino. Durante
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o transito no sistema gastrico, agbes mecanicas como mastigacdao, movimentos
peristalticos e pressao gastrica sdo importantes (DANGELO E FATINI, 1998).

As microparticulas que apresentam a finalidade de liberar o ativo em
meio intestinal devem ser resistentes aos movimentos peristalticos, tempo de
residéncia no TGI superior, pressdao mecanica do estébmago, variacdes de pH e
acao das enzimas gastricas. O conceito basico de microparticulas entéricas é
que a particula permanecga integra no ambiente acido do estébmago, mas
dissolva-se rapidamente em ambiente neutro como o do intestino delgado
(SONAJE et al., 2010).

Alguns materiais, como os polissacarideos, ndo sao digeridos pelas
enzimas no TGl, sendo fermentados pela microbiota do célon, e apresentam-se
como bons materiais de parede para desenvolvimento de microparticulas com
resisténcia entérica, dentre eles pectina, inulina, quitosana, amilose e gomas
vém sendo investigados (KOSARAJU, 2005; LIU, FISHMAN & HICKS, 2007;
ANNAN, BORZA & HANSEN, 2008; LAMBERT, WEINBRECK &
KLEEREBEZEM, 2008).

Microparticulas produzidas por biopolimeros como pectina e alginato
ndao sao digeridos pelas enzimas gastricas e permanecem intactas na parte
superior do TGl, sendo desfeitas ap6s fermentagcdo das enzimas no célon,
necessitando de um tempo maior de permanéncia em ambiente intestinal para
liberacdo do composto encapsulado (LIU et al, 2003; HOAD et al., 2009;
RAYMENT et al., 2009).

Compostos como carotendides, acidos graxos essenciais, vitaminas,
antioxidantes e minerais cujo local de acao e absor¢ao seja o intestino delgado
necessitam estar disponiveis assim que atingem a primeira parte do intestino,
sem depender da acdo da microbiota do célon para liberagdo do composto
(CHAMPAGNE & FUSTIER, 2007; MCCLEMENTS, DECKER & PARK, 2009;
MCCLEMENTS et al., 2009). Estudos tém sido realizados para produgéo de
particulas com resisténcia entérica e que liberem o ativo ao atingirem o

intestino. A associacdo de materiais, como proteinas e polissacarideos, para
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producao de microparticulas com resisténcia entérica vem sendo intensamente
estudadas (CHEN & SUBIRADE, 2005a; LIU et al., 2006).
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA INTERAGCAO ELETROSTATICA ENTRE PECTINA E
PROTEINAS DO SORO DO LEITE E SEU EFEITO SOBRE A
ADSORCAO DE PROTEINAS NA SUPERFICIE DE PARTICULAS DE
PECTINA
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CAPITULO 2
AVALIAGCAO DA INTERACAO ELETROSTATICA ENTRE PECTINA E
PROTEINAS DO SORO DO LEITE E SEU EFEITO SOBRE A ADSORCAO
DE PROTEINAS NA SUPERFICIE DE PARTICULAS DE PECTINA

1. INTRODUCAO

Microparticulas estdo sendo cada vez mais utilizadas para a protecéo e
liberacdo controlada de substéncias funcionais como farmacos, aromas,
compostos nutracéuticos dentre outros (KRISHNAMACHARI, MADAN & LIN,
2007; ANNAN, BORZA & HANSEN, 2008). Para sua producao, existe um
grande interesse no uso de biopolimeros naturais, como proteinas e
polissacarideos, uma vez que, sao materiais classificados como seguros e
podem ser utilizados e veiculados em produtos destinados para o consumo
humano (ASHFORD et al., 1994; CHEN, REMONDETTO & SUBIRADE, 2006;
LIU, FISHMAN & HICKS, 2007).

Biopolimeros como pectina, quitosana e proteinas do soro do leite sao
alguns dos materiais naturais utilizados na producao das microparticulas, seja
individualmente ou associados (CHAMBIN et al., 2006; ANNAN, BORZA &
HANSEN, 2008; DOHERTY et al., 2011). Micro e nanoparticulas podem ser
produzidas pela desnaturagéo térmica das proteinas do soro do leite ou serem
aplicadas como material de recobrimento de matrizes de alginato e pectina
(CHEN & SUBIRADE, 2006; JONES & MCCLEMENTS, 2010a). Uma das
técnicas de microencapsulacdo na qual hidrocoldides sao utilizados é a
gelificacéo ibnica (RACOVITA et al., 2009). A técnica é baseada na habilidade
de varios hidrocoloides em formar gel na presenca de ions, normalmente
cations divalentes. A interacdo de fons, como o Ca®*, com os grupos carboxilas
das cadeias poliméricas de polissacarideos resulta na formacdo de géis
insolaveis (SMRDEL et al., 2008).

Misturas entre proteinas e polissacarideos podem ser utilizadas na
producdo de particulas de biopolimeros baseado nas caracteristicas fisico-
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quimicas de cada biopolimero ou da mistura entre eles formada
(TOLSTOGUZOV, 1995; MCCLEMENTS, 2005). Proteinas e polissacarideos
podem associar-se quando estao carregados com cargas opostas, por
interacao eletrostatica (NORTON & FRITH, 2001; JONES & MCCLEMENTS,
2010a).

Forcas atrativas e repulsivas entre polissacarideos e proteinas podem
levar a formagdo de complexos ou a incompatibilidade dos biopolimeros
(TURGEON, SCHMITT & SANCHEZ, 2007). Quando os polimeros apresentam
o0 mesmo sinal de carga, macromoléculas soluveis sao formadas, e o sistema
exibe apenas uma fase. Complexos insolUveis sdao formados quando os
biopolimeros apresentam sinal de carga opostos, a proteina se liga ao
polissacarideo e forgas atrativas os estabilizam. Neste caso, ocorre separacao
das fases e complexos entre proteina e polissacarideo sdo formados atingindo
a neutralidade. A formagdo de complexos depende da proporcdo do
polissacarideo e da proteina e quando a interacdo entre proteina e
polissacarideo atinge a neutralidade ndo ha repulsdo nos sistemas, ocorrendo
precipitacdo (WEINBRECK, MINOR & DE KRUIF, 2004; COOPER et al., 2005;
SPERBER et al., 2009b).

Polissacarideos anibnicos como a pectina, apresentam-se carregados
negativamente em uma grande faixa de pH. A pectina é um polissacarideo
complexo extraido do albedo de frutas citricas e da polpa da macga. Apresenta
ponto isoelétrico de aproximadamente 2,9, estando carregada negativamente
em valores de pH acima deste valor e ndo dissociada em pH abaixo deste valor
(THAKUR, SINGH & HANDA, 1997; RALET et al., 2003).

As proteinas do soro do leite fazem parte do grupo de proteinas
globulares obtidas durante o processo de fabricacao de queijos. O uso destas
proteinas € crescente devido a suas propriedades funcionais e nutricionais.
Proteinas, como as do soro do leite, estdo carregadas negativamente em pHs
abaixo do seu ponto isoelétrico (pl) e positivamente acima deste valor
(FOEGEDING et al., 2002; FARRELL JR et al., 2004).
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Interacdes fisicas e quimicas podem ocorrer entre pectina e proteinas
do soro do leite. O sinal, magnitude, forca e direcao sofrem influéncia das
condicbes ambientais e composicao das solugdes, como pH, forca idnica,
temperatura e solvente. Essas interagdes sdo responsaveis pela formagao de
particulas e possiveis alteracbes de morfologia, tais como integridade,
inchamento, corrosdo e desintegracdo (MCCLEMENTS, 2005; JONES &
MCCLEMENTS, 2010b).

A agregacao entre proteina e polissacarideo e a adsorgao de proteinas
sobre superficies carregadas depende das caracteristicas fisico-quimicas da
superficie e pode variar em quantidade, densidade, conformacéao e orientacao.
O tempo e a concentragdo também sao fatores que podem afetar a adsorcao
(ROACH, FARRAR & PERRY, 2005). A interacao eletrostatica em patrticulas
pode ser controlada por variacbes de carga de superficie que podem ser
determinadas pelo potencial zeta das particulas. Fatores como pH e
concentracao de eletrélitos em solucao tem um forte impacto na forca e no tipo
de cargas eletrostaticas na superficie das particulas e assim pode levar a
diferentes intensidades de adsorcao de proteinas quando diferentes condigcbes
séo utilizadas (PATIL et al., 2007).

A utilizacao das proteinas do soro do leite e da pectina na producao de
microparticulas apresenta-se como uma estratégia viavel. Conhecer as cargas
e as condi¢bes de concentracao, pH e relacdo polissacarideo: proteina onde 0s
materiais podem interagir entre si faz-se necessario, para utiliza-los na
producdo de microparticulas. Com base nisso, o objetivo deste capitulo foi
avaliar o perfil de cargas das solucdes de pectina e proteinas do soro do leite,
determinar as condicbes de interacdo entre eles e com isso avaliar a
possibilidade de producdo e recobrimento de particulas de pectina com
proteinas do soro do leite.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Os materiais utilizados foram: pectina GENU® de baixo teor de
metoxilacdo amidada (CP Kelco, Limeira-SP, Brasil); Concentrado protéico do
soro do leite (Lacprodan - Arla Foods Ingredientes, Argentina, lote: 80
4A12701); Cloreto de Calcio (Dinamica, Diadema - SP, Brasil, P.M: 110,99, lote
36308); Manteiga comum comercial sem adicdo de sal (Aviagcdo, Sao
Sebastido do Paraiso — MG, Brasil); Acido cloridrico a 0,2 N (Merck,
Alemanha); Hidréxido de sédio a 50% (Nuclear, Diadema - SP, Brasil, P.M: 40);
Acido sulfarico (Synth, Diadema — SP) e os demais reagentes utilizados foram
de grau analiticos.

2.2 Métodos
2.2.1 Caracterizacao dos biopolimeros

A pectina utilizada nos experimentos foi caracterizada com relagao ao
grau de esterificacdo (DE), grau de amidagdo (DA) e teor de acido
galacturénico (GA), usando o método de titulacao (FAO, 2009) além do teor de
nitrogénio (AOAC, 2006). O concentrado proteico do soro do leite (WPC) foi
caracterizado com relacao ao teor de proteina e umidade segundo metodologia
da Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2006). Utilizou-se a
metodologia de Kjeldahl para a determinacdo de nitrogénio total adotando-se
6,38 como fator de conversao de nitrogénio em proteina.

2.2.2 Potencial zeta

Inicialmente foi determinado o potencial zeta das solu¢des de pectina
(SPec) e também das solucbes de proteina (SPro). Posteriormente foram
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avaliados os potenciais zetas para diferentes relagbes de SPec : SPro e
finalmente o potencial zeta de diferentes relagdes de particulas de pectina
(PPec) : SPro foram avaliados. Todas as determinagdes do potencial zeta
foram realizadas no equipamento Zetasizer modelo Nano-Z (Malvern
Instrumentos, Malvern, Worcestershire, U.K.). O potencial zeta é uma medida
de carga da superficie e pode ser determinada através de instrumentos com
principio eletroforético onde ocorre a aplicacdo de uma diferenca de potencial
elétrico na célula contendo a amostra a ser avaliada. A determinagcédo ocorre
pela direcdo e velocidade das gotas (emulsdes, solugdes ou particulas) que se
movimentam nesse campo elétrico, calculando o potencial zeta através da
mobilidade eletroforética (GUZEY, KIM & MCCLEMENTS, 2004).

2.2.2.1 Potencial zeta das solucoes dos biopolimeros

Para se avaliar o potencial zeta dos biopolimeros foram preparadas
SPec a 2% (m/m), solucdo de WPC - STT a concentracdo de 4% (m/m) de
proteina e solugdo de WPC - TT também a concentragdo de 4% (m/m) de
proteina, diluidas com agua destilada e deionizada. A solugdo de WPC — TT foi
desnaturada termicamente em banho a 80°C por 15 minutos. As solucdes
foram diluidas a concentracao final de 0,2% (v/v) e avaliadas com relacao ao
seu potencial zeta, variando seu pH de 3 a 7, por meio de um titulador
automatico. Antes das leituras as solugbes permaneceram 4 horas sob
agitacdo constante a temperatura ambiente e as analises foram realizadas em

triplicata.

2.2.2.2 Potencial zeta de diferentes relacées de SPec : SPro

Foram preparadas misturas entre SPec e SPro, utilizando-se solugdes
de pectina, WPC — STT e WPC - TT a concentracdo de 0,2% (m/m). As
solugbes permaneceram 12 horas sob agitacdo magnética para completa
dissolucdo e tiveram seu pH ajustado para 4, antes das misturas. Foram
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preparadas misturas, volumetricamente, nas seguintes relacbes de SPec :
WPC -STT-1:1;1:1.5;1:2.3;1:4;1:6; 1:9;1:10 e 1:12 e SPec : WPC - TT nas
relagbes 1:1; 1:1.5; 1:2.3; 1:4; 1:6; 1:7; 1:8; 1:9; 1:10 e 1:12. Apds a
preparacao, as misturas permaneceram em repouso por 4 horas para posterior
determinagcdo do potencial zeta. As séries foram preparadas em triplicatas
independentes e cada relacdo medida em duplicata, desta forma o potencial
zeta apresentado representa a média de seis valores medidos. As amostras

foram agitadas manualmente imediatamente antes de cada determinagéo.

2.2.2.3 Potencial zeta de diferentes relacées de PPec : SPro

Para esse experimento PPec foram produzidas sem adicao de lipideos,
conforme descrito no item 2.2.3.1. As particulas produzidas foram suspensas
em agua a pH 4, de modo que, o equivalente a uma concentragdo de 0,2%
(m/m) de SPro fosse obtida. Solugées de WPC - STT ou WPC - TT foram
preparadas de acordo com procedimento descrito acima. Foram produzidas
misturas volumétricas entre PPec e SPro, utilizando-se as mesmas relagdes
entre os biopolimeros avaliados no item anterior. Os sistemas foram mantidos
em agitacdo durante 1 hora, em homogeneizador rotativo (Modelo AP 22,
Phoenix, Araraquara, Brasil) e apés as misturas entre PPec : SPro, os tubos
permaneceram em repouso por 8 horas para posteriores analises de potencial
zeta. As séries foram preparadas em duplicatas independentes e cada relagao
medida em duplicata, desta forma o potencial zeta apresentado representa a
média de quatro valores. As amostras foram devidamente homogeneizadas
antes de cada determinacgéao.
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2.2.3 Producao de microparticulas de pectina por gelificacao idnica e
avaliacao da adsorcao de proteina sobre a superficie das particulas por
interacao eletrostatica

2.2.3.1 Producao de particulas de pectina por gelificacao idnica (PPec)

Foi preparada uma solugdao aquosa de pectina a 2% (p/p de solugéo)
adicionada de manteiga fundida (2% p/p de sélidos totais - 50°C) e a solugéo
foi emulsificada em agitador Turrax a 14000 rpm / 3 min (IKA, Works do Brasil,
RJ). A emulséo foi atomizada sobre uma solugao de cloreto de calcio (2% m/m)
com pH ajustado para 4, a agitacao constante. Para isso, foi utilizado um bico
atomizador duplo fluido de 1 mm de didmetro, altura de 12 cm entre o bico
atomizador e a solugéo de cloreto de célcio, pressdo do ar de 0,125 kgf/cm? e
velocidade de atomizagédo de 555 mL/hora, sendo que a solugéo foi conduzida
até o bico com o auxilio de uma bomba peristaltica, conforme otimizado
anteriormente  (MUKAI-CORREA et al, 2004). Durante a atomizagédo, a
emulsdo permaneceu sob agitacdo constante a uma temperatura de 40°C, para
gue a manteiga se mantivesse fluida.

Apo6s a atomizagdo, as microparticulas foram mantidas por mais 30
minutos em banho iénico (cloreto de caélcio) para cura das mesmas.
Posteriormente, foram escorridas em peneiras de malha de aco, didmetro de
125 um, imersas durante 5 minutos em agua deionizada pH ajustado para 4,

novamente escorridas e lavadas com agua também a pH 4.

2.2.3.2 Recobrimento com proteinas por interacao eletrostatica

As PPec foram entdo transferidas para solugcbes de WPC em diferentes
concentracdes de proteina: 4, 6, 8 e 12% (p/p) nos dois tipos de tratamento
térmico (STT e TT) com pH das solugdes corrigido para 4, onde foram
mantidas por 30 minutos, sob agitacdo magnética. Novamente as particulas
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foram escorridas em peneira de mesmo diametro, lavadas com &gua

deionizada a pH 4 até que todo o WPC que nédo estava adsorvido na superficie

das microparticulas fosse removido. Os conteudos de umidade e proteina

adsorvida das microparticulas recobertas foram determinados em triplicata. O

processo de producdo pode ser observado no fluxograma da Figura 2.1. Uma

parte das particulas produzidas foram liofilizadas.

Emulsao

J

Atomizacao

{

Banho i6nico

{

Lavagem

!

PPec
~ — —
WPC - STT WPC -TT
- — N - —- N
4 % 6 % 8 % 12 % 4 % 6 % 8 % 12 %

Figura 2.1: Fluxograma da producédo das microparticulas de pectina recobertas

com proteinas do soro do leite.

2.2.4 Caracterizacao das microparticulas

2.2.4.1 Microscopia otica e eletronica de varredura
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A morfologia das microparticulas recobertas com proteinas do soro do
leite (Umidas) foi observada em microscépio 6tico JENAVAL, utilizando-se
objetivas de 12,5 e 25 X, e optovar de 1 e 1,25 x. A captacédo das imagens foi
realizada, com a utilizagdo do software EDN-2 — Microscopy Image Processing
System.

As microparticulas liofilizadas (secas) foram observadas em
microscépio eletrénico de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em
“stubs” com fita metalica dupla face de cobre e recobertas com uma fina
camada de ouro (180 segundos e corrente de 40 mA) por meio de um
evaporador Baltzer (Baltec SCD50, Austria). Foi utilizado um microscépio
eletrénico de varredura modelo JMS — T300 Jeol, com uma aceleracdo de
voltagem de 15 e 20 kV.

2.2.4.2 Tamanho médio das microparticulas

O tamanho médio (d 0,5) dos coacervados e das microparticulas
umidas foi medido no equipamento Mastersizer 2000 (Malvern, Alemanha),
unidade de amostragem Hydro 2000S (Malvern, Alemanha). O equipamento
determina o tamanho das particulas por difracdo de luz laser e o material
dispersante usado para fazer a leitura das amostras foi agua destilada e
deionizada com pH corrigido para 4. A leitura foi realizada adicionando amostra
dentro da unidade de amostragem, que ja estava preenchida de agua com pH
ajustado para 4. A quantidade de amostra adicionada variou de amostra para
amostra, sempre atingindo a faixa de obscuracdo de 3 a 20%, conforme
recomendacao do fabricante.

2.2.4.3 Conteudo de proteina e umidade

As microparticulas produzidas para avaliagdo da adsorcao de proteina
foram caracterizadas em relacdo ao teor de proteina e umidade, segundo
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metodologia descrita pela AOAC — Association of Official Analytical Chemistry
(AOAC, 2006).

A umidade foi determinada por gravimetria ap6s secagem em estufa a
temperatura de 105°C, por 15 horas. Para determinar o teor de proteina
presente nas particulas, utilizou-se a metodologia de Kjeldahl, com fator de
conversao de nitrogénio em proteina de 6,38. O teor de nitrogénio presente na
pectina utilizada na producéao das microparticulas foi determinado previamente
e descontado do teor de nitrogénio total presente nas microparticulas

recobertas.

2.2.5 Analise estatistica

Diferencas significativas entre as médias para os valores obtidos foram
avaliadas usando ANOVA e teste de Tukey com o auxilio do programa SAS,
em nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos materiais

Foram encontrados valores de 81,3% + 1,22 de acido galacturdnico,
sendo que destes 30,4 % + 1,57 estavam esterificados com 10,4% + 1,04 para
o0 grau de amidacao e 3,1 % * 0,18 de nitrogénio. O teor de proteina no
concentrado proteico do soro do leite foi de 73,3% * 0,92 de proteina e 6% =
0,02 de umidade. Os valores encontrados estdo dentro dos valores
recomendados para uma pectina comercial de baixo teor de esterificacdo
amidada e coerentes com os relatados na literatura. Os valores determinados
para o concentrado proteico do soro do leite encontravam-se dentro dos
valores preconizados para concentrados que variam de 25 a 80% de proteina
(THAKUR, SINGH & HANDA, 1997; FOEGEDING et al., 2002; GUILLOTIN et
al., 2007; FAO, 2009; BALDASSO, BARROS & TESSARO, 2011).

34



3.2 Potencial zeta
3.2.1 Solucoes de biopolimeros

Os valores de potencial zeta das SPec e SPro (WPC - STT e WPC -
TT) estéao apresentados na figura abaixo (Figura 2.2).
40 1
30 -
20 A
10 1

0
-10 A 3 4 5 6 —e— Pectina

~ b

—a— WPC-STT
-20 -

-30 A
-40
-50 A
-60

—B—-WPC-TT

Potencial zeta (mV)

34,45

pH

Figura 2.2. Potencial zeta das solucées de WPC e pectina a concentracao de
0,2% (m/m) em func&o do pH.

A SPec apresentou potencial zeta negativo em toda a faixa de pH
estudada, tendo sua eletronegativadade aumentada com a elevacado do pH
variando de -21 mV (pH 3) a -50,3 mV (pH 7). A carga liquida negativa da
pectina é conseqiiéncia dos grupamentos carboxila ndo protonados (COQO)
para solu¢gdes com pH acima de seu pKa, sendo que a medida que este pH
aumenta, maior é a eletronegatividade (Figura 2.2). Nao foi possivel avaliar o
potencial zeta das solugdes de WPC em valores de pH abaixo de 3 em funcao
da alta viscosidade das solugdes, 0 que impedia a estabilizacdo da leitura das

amostras.
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De maneira geral, as SPro (WPC — STT e WPC — TT) apresentaram o
mesmo comportamento com ligeiras variagdes em pHs inferiores a 5. As
solugcbes de WPC — STT e TT apresentaram potencial zeta positivo em pHs 3 e
4, sendo que WPC — STT apresentou pl (ponto isoelétrico — carga nula) e
mudanca de carga de positivo para negativo em pH 4,36 + 0,13 enquanto que
solucdo de WPC — TT apresentou pl de 4,51+ 0,02, sendo que nao houve
diferenca significativa entre as médias para solucées de WPC STT ou TT, valor
muito préximo ao anteriormente determinado para [-lactoglobulina, 4,7
(SANTIPANICHWONG et al., 2008).

O perfil da curva do potencial zeta da pectina encontrado neste
trabalho é similar ao relatado na literatura. Um estudo realizado por Opanasopit
et al (2008) avaliando o potencial zeta de solu¢des de pectina de baixo teor de
metoxilagdo amidada a 0,1% encontrou valores que variaram de -4 a -54 mV,
quando o pH variou de 2 a 5,5, valor este onde foi obtida a maior
eletronegatividade. Segundo estudo de Jones et al. (2010) avaliando o
potencial zeta das solugdes de pectinas ndo amidadas de alto e de baixo teor
de esterificagdo, foram encontrados valores negativos para as solugdes de
pectina na faixadepH 3 a 7.

O potencial zeta das solucbes permitiu observar que para o0s
biopolimeros utilizados, é possivel ocorrer interacdo eletrostatica entre pectina
e proteinas do soro do leite em valores de pH abaixo de 4,5. Em funcao dos
resultados apresentados acima, para os testes seguintes, o pH das solu¢des foi
ajustado para 4. Este pH foi anteriormente utilizado para avaliar interacdes
entre pectina de beterraba e proteinas do soro do leite (SANTIPANICHWONG
et al., 2008).

3.2.2 Potencial zeta de diferentes relacoes de SPec : SPro

Diferentes relacdes entre SPec : SPro foram testadas e os resultados
apresentados na Figura 2.3 (A — WPC - STT e B — WPC - TT) onde na parte
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superior da figura tem-se os valores de potencial zeta, expressos em milivoltes

(mV) e na parte inferior as relagdes volumétricas utilizadas de SPec : SPro.
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A (WPC - STT)

-18,43 - 24,27 - 26,67

1:2,3 1:1,5 1:1

4,19 3,37 2,56 2,10 0,13 -1,8 -10,05 -19,33 -22,17 -29,80

1:12 1:10 19 1:6 1:4

1:12 1:10 1:9 1:8 1:7 1:6 1:4 2.3 1.5

Figura 2.3. Influéncia da concentracdo de WPC na aparéncia visual e potencial
zeta das misturas de SPec e SPro (WPC) na concentracdo de 0,2% a pH 4.
Sequéncia A para WPC — STT e sequiéncia B para WPC - TT

E possivel observar nas imagens que os sistemas apresentaram
mudancas fisicas e elétricas a medida em que a quantidade de proteina
aumentava em relacdo a pectina. Em pH 4, a SPec a 0,2% (m/m) apresentou
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potencial zeta de - 34,45 mV * 2,60 enquanto a solugdo de WPC — STT
também a 0,2% (m/m) apresentou potencial zeta de 4,10 mV + 250 e a
solucdo de WPC — TT apresentou potencial zeta de 10,02 mV + 0,25 (Figura
2.2).

A carga elétrica mudou de positiva para negativa a partir da relagéo 1:6
para solugcdées de WPC - STT e 1:7 para WPC - TT (Figura 2.3). As mudancas
fisicas acompanharam as mudancas elétricas, observando-se que o0s
precipitados se formaram no fundo dos tubos em valores de potencial zeta que
tendiam a zero. Para os sistemas com menores quantidades de pectina (1:12;
1:10; 1:9; 1:8 e 1:7) as misturas apresentaram carga liquida positiva, indicando
que nestas relagdes ja ocorria um excedente de cargas positivas, provenientes
das proteinas.

A partir da relagao 1:6, independente da proteina utilizada (WPC - STT
ou TT) as misturas precipitaram no fundo dos tubos indicando o equilibrio de
cargas e a formagdo de complexos coacervados insoluveis. A partir dessa
relacdo, os valores do potencial zeta tornaram-se positivos, porém muito baixos
e préximos a medida que a quantidade de proteina aumentou. Um estudo
avaliando o potencial zeta de diferentes relagdes entre pectina e -
lactoglobulina também apresentou pequenas variagdes de carga a medida que
a quantidade de proteina aumentava com valores de 3,5 mV em uma relagéo
de 1 : 2 pectina : B-lactoglobulina e 2 mV em uma relagdo de 1:10 (GIRARD,
TURGEON & GAUTHIER, 2002). Em um estudo onde solucdes de proteina a
0,5% e solucdes de pectina a 0,25% foram misturadas e particulas foram
obtidas, valores de — 44 mV de potencial zeta foram obtidos, quando o pH foi
ajustado para 4,75 (JONES, DECKER & MCCLEMENTS, 2010). Misturas entre
pectina e B-lactoglobulina apresentaram valores de potencial zeta préximos de
10 mV, em pH 4, para misturas de proteina a 0,25% (SANTIPANICHWONG et
al., 2008).

A medida em que a proporcdo entre pectina e WPC atingiu um
equilibrio de cargas, préximo a neutralidade, coacervados insoluveis formaram-

se e precipitaram no fundo do tubo de ensaio. Segundo Sperber et al (2009b),
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a separagao de fases ocorre quando a carga dos complexos formados entre
proteina-polissacarideo atinge a neutralidade. A falta de repulsédo eletrostéatica
entre os polimeros, permite a agregacéao, resultando em uma separacédo de
fases macroscopica.

Para proteinas e polissacarideos que exibem cargas opostas, como
nesse caso, podem ocorrer interacdes eletrostaticas ou separagdo de fases
associativas, dando origem a complexos de proteina/polissacarideo. Nesse
caso, as misturas exibem duas fases distintas, uma proteina/polissacarideo e a
outra rica em solvente, nesse caso a agua (TOLSTOGUZOV, 1995; COOPER
et al., 2005; YE, 2008). Diversos trabalhos apresentados na literatura relatam a
formacao de coacervados e/ou nanoparticulas formadas entre pectina e
proteinas onde coacervados precipitam (GIRARD, TURGEON & GAUTHIER,
2002; SANTIPANICHWONG et al., 2008; BENGOECHEA et al., 2011).

Em relagcdo ao tamanho dos coacervados, estes variaram entre 8 um a
21 um para sistemas com WPC - STT, ressaltando que nao foi possivel avaliar
o tamanho dos coacervados nas propor¢cdes 1:1 e 1:1,5. Nestas duas
propor¢cbes, coacervados insoluveis ndo foram formados e a presenca de
particulas nas solucdes formadas pela mistura das duas solugbes nao foi
detectada pelo aparelho. Para os sistemas com WPC - TT, os tamanhos
variaram de 3 um a 23 um. Particulas produzidas por coacervacao complexa
entre pectina e proteinas do soro do leite apresentam pequenos tamanhos,
como pode ser observado na literatura. Coacervados produzidos com J3-
lactoglobulina e goma arabica apresentaram tamanho entre 1 um a 30 um
(SCHMITT et al., 2001). Ja particulas produzidas por coacervagdo complexa
entre pectina de beterraba e B-lactoglobulina apresentaram tamanhos, em pH
4, préximos de 12 pm, valor este préximo ao encontrado neste estudo
(SANTIPANICHWONG et al.,, 2008). Sistemas entre lactoferrina e pectina
apresentaram tamanhos um pouco inferiores, que variaram entre 100 a 950
nandmetros (BENGOECHEA et al., 2011).
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3.2.3 Potencial zeta de diferentes relacoes de PPec : SPro

Os dados das condigcdes de coacervacao avaliados no item anterior
fornecem informagdes de carga livre quando os polimeros estdo em solugéo.
Ao se produzir particulas, parte das cargas da pectina sdo complexadas com
ions calcio e a superficie da particula, tera menor carga disponivel para
complexacao. Assim, todo o sistema (SPro + PPec) quando ajustados para o
pH 6timo de interacdo entre os polimeros livres (pH 4), podem também formar
complexos. A concentracdo das solu¢cdes de WPC — STT, WPC - TT e
particulas de gelificacao i6nica utilizadas foi de 0,2% (m/m).

Na Figura 2.4, os valores de potencial zeta estdao apresentados na
parte superior da imagem (expressos em mV) e na parte inferior as relagbes
entre PPec : SPro. Como descrito em materiais e métodos as quantidades de
particulas de gelificagdo idnica utilizadas foram calculadas de forma a se
trabalhar com os mesmos volumes de solucao de pectina utilizadas para
avaliar os potenciais zetas das misturas entre solugbes e portanto poder
comparar os dois sistemas considerando que eles continham as mesmas

quantidades de pectina (solucao ou particulas) e de WPC TT ou STT.
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A (WPC - STT)

B (WPC - TT)

e
4,74 2,49 223 2,21

0:1 1:12 1:10 1:9 1:8 1:7 16 1:4 123 11,5 1:1 1:0

Figura 2.4. Influéncia da concentragcdo de WPC na aparéncia visual e potencial
zeta de misturas de PPec e SPro. Sequéncia A para WPC - STT e sequéncia B
para WPC — TT, pH 4. Imagens apds 8 horas de repouso.

Para os sistemas contendo solucdo de WPC - STT, observou-se
precipitacdo no fundo dos tubos de ensaio a partir da relagédo 1:2,3, porém o
potencial zeta passou de negativo para positivo apenas a partir da relagéo 1:6
(Figura 2.4 A), enquanto que os sistemas que utilizaram solugdo de WPC - TT
a precipitagcdo ocorreu a partir de 1:4 e a carga se alterou de positiva para
negativa a partir de 1:8 (Figura 2.4 B), sendo uma das causas para esta
precipitacdo a proximidade com a neutralidade das cargas pois os valores
encontram-se proximos a zero. Pode-se observar também que apés a

precipitacdo, duas fases distintas foram formadas nos tubos de ensaio: uma na
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parte inferior correspondente a associagéao entre PPec e WPC e outra na parte
superior correspondente a agua, o solvente utilizado nos ensaios. A partir das
relacdes PPec : SPro em que a precipitacao ocorreu, a fase superior tornou-se
transparente e incolor.

A diferenca de carga liquida gerada pelo tratamento térmico nas
solucbées de WPC — STT e WPC — TT, com valores de potencial zeta de 10,02
mV 25 e 4,1 mV £ 0,25 (Figura 2.2) afetou a interacao entre as solucdes de
WPC e as PPec. Os sistemas com essas solugdes tiveram comportamentos
distintos, sendo que, para o sistema em que foi utilizada solugdo de WPC - TT
foi necessario uma maior quantidade de WPC para que precipitados fossem
formados no fundo do tubo, quando comparado ao sistema com WPC - STT.
Uma das causas para a diferenca de cargas entre as solugbes e a necessidade
de uma maior quantidade de proteinas nos sistemas, deve-se ao fato que o
processo de desnaturacdo aumenta a reatividade entre as moléculas de
proteina e interagcdes hidrofdbicas, podendo influenciar na interagdo entre
proteinas e particulas obtidas gelificacao ibnica (PURWANTI et al., 2011).

Para as PPec em suspenséo (Figura 2.4), a carga elétrica disponivel
para interagir com a proteina foi menor, quando comparada a carga da SPec a
0,2% (m/m) (Figura 2.2). A reducao foi préxima de 30%, confirmando que
durante o processo de gelificacédo ibnica ocorre uma reducéo do total de carga
livre disponivel do sistema. Essa reducdo de cargas faz com que uma menor
quantidade de proteina seja necessaria para a neutralizagdo das cargas do
sistema. Valores similares aos encontrados neste estudo também foram
relatados em um estudo realizado por Opanasopit et al (2008) utilizaram
pectina de baixo teor de metoxilagdo amidada encontrando valores de potencial
zeta de -30 mV para uma solugéo de pectina a 0,1% em pH 4 e valores de -
10,4 mV £ 0,8 para particulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica, no
mesmo pH. Estudo realizado com particulas de quitosana obtidas por
gelificacdo ibnica também apresentou uma reducdo consideravel de carga
liguida, quando solugdes e nanoparticulas foram preparadas. As

nanoparticulas apresentaram uma redugdo proxima de 50% do valor de
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potencial zeta quando comparado a quitosana em solucdo (SADEGHI et al.,
2008).

A reducéao da carga negativa nos sistemas influenciou a relagao PPec :
WPC, fazendo com que, para este novo sistema, a partir da relagéo 1:4, para
ambos os tipos de WPC — STT e TT ocorressem a precipitacdo de complexos
insolUveis entre particulas e proteinas.

Diversos estudos avaliaram a interacdo entre pectina e proteinas do
soro do leite e a formagdo de complexos (CROGUENNOC et al, 2001a;
CROGUENNOC et al., 2001b; KAZMIERSKI, WICKER & CORREDIG, 2003;
NEIRYNCK et al., 2004; NEIRYNCK et al., 2007). A formacédo de complexos
insolUveis entre pectina de beterraba de alto teor de metoxilagdo ndo amidada
e proteinas do soro do leite em pH 4 foram obtidas para relagdo WPC : pectina
de 3,84 (NEIRYNCK et al., 2007) enquanto Girard et al (2002) observaram alta
adsorcao de B-lactoglobulina (96%) na formacéao de complexos com pectina de
baixo teor de esterificacao utilizando pH 4,5 e relagdo proteina : pectina de 4:1,
relacdo esta igual a encontrada neste trabalho.

Comparando estes sistemas (Figura 2.4) com os sistemas anteriores
(Figura 2.3), pode-se afirmar que a interagdo entre pectina e ions calcio,
durante o processo de gelificacdo ibnica, reduziu o total de carga livre da
pectina, necessitando assim, de uma menor quantidade de proteina para
interag&o, independentemente do tipo de tratamento térmico utilizado, para as
condicoes estudadas. A ligacdo dos grupos carboxilicos e dos ions calcio
reduziu o total de carga disponivel no sistema e assim foi necessaria uma
menor quantidade de proteina no sistema, para a neutralizacao das cargas e
precipitacdo das particulas coacervadas.

Em relacdo ao tamanho das particulas (Tabela 2.1) obtidas nos
sistemas da Figura 2.4 pode-se observar que a partir da relacdo 1:4 para
particulas com WPC - STT e 1:6 para sistemas com WPC - TT, ocorre uma
reducdo significativa do tamanho das particulas (Tabela 2.1). A partir destas
relacdes, pode-se pressupor que ocorreu uma forte interacdo entre PPec e
SPro o que levou a reducao do tamanho das particulas. A forca e a intensidade
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da interagdo eletrostatica entre PPec e SPro podem produzir alteragdes de
morfologia e afetar o inchamento das particulas (MCCLEMENTS, 2005; JONES
& MCCLEMENTS, 2010b), podendo ser uma das causas para a redugdao do
tamanho a partir da relagdo onde os coacervados sédo formados. Em relagdes
inferiores (1:1; 1:1,5 e 1:2,3), os valores encontrados foram similares aos
tamanhos das microparticulas de gelificagdo idnica, indicando que a interacao

entre pectina e proteina ainda nao estava completa.

Tabela 2.1. Tamanho das microparticulas obtidas entre misturas de PPec e
SPro.

Relacao PPec : SPro WPC-STT WPe-TT
Média (um) Média (um)
1:12 135,1 £ 13,4 pa 114,8 £ 10,0 pa
1:10 140,9 £ 6,6 pa 136,8 + 25,7pa
1:9 140,5 £ 13,5 pa 111,1 £13,5 oo
1:8 145,2 £ 15,3 pa 138,0 £ 7,6 pa
1:6 102,6 £ 13,0 pa 160,8 £ 26,7 oo
1:4 160,0 £ 33,3 ca 349,6 £ 53,2 cBa
1:2,3 320,3 £ 29,9 Ba 344,0 £ 28,7 cBa
1:1,5 312,2 + 20,4 Ba 316,2 £ 13,4 cBa
1:1 337,8 £ 19,5 ABa 369,6 £ 10,2 ABa
1:0 355,4 £ 33,0 Aa 413,4 £ 69,3 Aa

* Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e minUsculas na linha) nao diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

Segundo Kazmierski et al (2003) variacées no tamanho de agregados
obtidos pela mistura entre (-lactoglobulina e pectina, indicam que diferentes

interagcdes podem ocorrer entre as misturas, dependendo da temperatura de
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desnaturacdo o que levaria a diferentes tamanhos de particulas.

3.2 Producao de microparticulas para avaliacao da adsorcao proteica

Com base nos resultados obtidos nos ensaios anteriores, realizaram-se
testes para se avaliar a possibilidade e quantificar o teor de proteina adsorvida
sobre a superficie de PPec. Foram produzidas particulas conforme descrito no
item 2.2.3 recobertas com proteinas do soro do leite. Utilizou-se a proporgéo de
uma parte de PPec para duas partes de solucdo de WPC, relagdo esta
equivalente a relacdo PPec : SPro 1:4 (Figuras 2.3 e 2.4), onde para ambos 0s
tratamentos (WPC - STT e WPC - TT) ocorreu a precipitacao dos sistemas. Os
teores de proteina adsorvida e umidade determinados encontram-se nas
Tabelas 2.2 e 2.3.

Tabela 2.2. Teor de proteina (base seca) de particulas de pectina recobertas
com proteinas do soro do leite por interacao eletrostatica.

Proteina (%)

SPro
WPC - STT WPC -TT
4% 65,1 +1,3aa 38,2 + 0,940
6% 65,9 +1,7 Aa 44,8 + 0,5 Ao
8% 55,9+1,1a8 -

12% 57,8+0,78 -

* T . .y P . ~ . .
Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferiram de acordo com o

teste de Tukey (p>0,05).
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Tabela 2.3. Teor de umidade de particulas de pectina recobertas com proteinas
do soro do leite por interacao eletrostatica.

Umidade (%)

SPro
WPC - STT WPC - TT
4% 92,0+£0,3ca 96,9 +0,1co
6% 91,5+05cpa 98,2+0,5¢ca
8% 90,2 + 0,40 -
12% 88,0 + 0,6€ -

LIV . . s I . ~ . .
Médias seguidas das mesmas letras (maiusculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferiram de acordo com o

teste de Tukey (p>0,05).

Nao foi possivel realizar testes com solugbes de WPC — TT nas
concentracoes de 8 e 12%, pois as solugdes ficaram muito viscosas, 0 que
impedia a imersdo, correta dispersao e homogeneizagdo das particulas nas
solucdes protéicas.

As particulas com WPC - STT apresentaram maior adsorcao de
proteina quando comparadas as produzidas com WPC - TT. Uma das
possiveis explicagdes para a diferengca € que a adsorcdo de proteinas em
superficies € extremamente sensivel a estrutura da proteina, que € alterada no
processo de desnaturacdo térmica (FOEGEDING et al., 2002) aumentando a
interacdo entre as moléculas de proteinas e reduzindo a interacao entre PPec e
SPro.

Para particulas com WPC - STT as adsor¢des maximas foram
atingidas nas concentracées de 4 e 6%, sem diferenca estatistica entre as
médias (p > 0,05). Quando as concentragdes de proteina em solugao foram
aumentadas para 8 e 12% o teor de proteina adsorvida foi reduzido em relagéao
as concentracoes de 4 e 6%. Uma das explicagdes para essa reducao da
adsorgcao de proteina nos niveis mais concentrados pode ser por uma maior
interacdo entre as moléculas de proteina em solugao, reduzindo a interacao
com a PPec. Para as particulas produzidas com WPC - TT, maior quantidade

de proteina adsorvida foi observada para solugdo contendo 6% em relagéo a
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solugcdo contendo 4%, entretanto os resultados ndo apresentaram diferenga
significativa entre as médias. Além de possibilitar uma maior adsorcéo de
proteina (base seca) quando solucbées de WPC - STT foram utilizadas, as
particulas produzidas com esse sistema também apresentaram maior facilidade
na lavagem para a completa remog¢ao da proteina ndo adsorvida na superficie
das particulas.

As particulas apresentaram grande quantidade de proteina adsorvida,
independentemente do tipo de WPC utilizado, com valores variando entre
44 8% a 66,0%. Essas particulas também apresentaram alto teor de umidade,
superiores a 88%, onde, particulas contendo WPC - TT apresentaram maior
conteudo de umidade quando comparadas as produzidas com WPC — STT.

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (Figura 2.5)
mostram que as particulas recobertas com WPC - STT apresentam rugas na
superficie (Figuras 2.5B e 2.5C). Também é possivel observar que as
particulas sao resistentes ao processo de secagem (liofilizacao) permanecendo
integras apds o processo e mantendo geometria esférica. A presenca de
estrias sobre a superficie das particulas esta associada a camada proteica
adsorvida. No estudo de XIE et al (2009) particulas de alginato recobertas com
quitosana apresentaram rugosidade quando diferentes concentragcées de
alginato foram utilizadas na produgcédo das particulas, como decorréncia da

carga de superficie das mesmas.

Figura 2.5. MEV de microparticulas de pectina recobertas com proteinas do
soro do leite (WPC - STT), para concentragdes de proteinas em solugao de 4%
(A); 6% (B) e 12% (C).
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, SPec e SPro (solugcdes de WPC —
STT e WPC - TT) apresentam cargas opostas podendo interagir entre si, em
valores de pH abaixo de 4,5.

Misturas de SPec e SPro (WPC - STT e WPC - TT) formam
coacervados a partir da relagao 1:6.

A interagdo entre pectina e ions Ca®* durante a producdo de PPec por
gelificacdo ibnica reduz o total de carga livre na superficie da PPec em
comparagdo a carga observada na SPec. Em fungéo disto, sistemas onde
foram utilizadas PPec e SPro houve a necessidade de uma menor quantidade
de proteina para neutralizar o total de cargas livre das PPec. Quando particulas
sao utilizadas esse efeito é observado a partir da relacdo PPec : SPro de 1:4.

Foi possivel obter altas quantidades de proteina adsorvida sobre a
superficie de PPec, independente de se utilizar WPC - STT ou WPC - TT. No
entanto, maiores quantidades foram adsorvidas quando WPC - STT foi
utilizado. Maiores adsorg¢des foram obtidas a 4 - 6% para WPC - STT e 4 - 6%
para WPC - TT.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA RESISTENCIA ENTERICA DE MICROPARTICULAS
PRODUZIDAS POR GELIFICACAO E INTERACAO ELETROSTATICA
COM ALTO TEOR DE PROTEINA
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CAPITULO 3
AVALIACAO DA RESISTENCIA ENTERICA DE MICROPARTICULAS
PRODUZIDAS POR GELIFICACAO E INTERAGAO ELETROSTATICA COM
ALTO TEOR DE PROTEINA

1. INTRODUCAO

A microencapsulagdo vem sendo utilizada em diferentes areas, tais
como: farmacéutica, alimenticia, agricola e cosmética (DESAI & JIN PARK,
2005; KRISHNAMACHARI, MADAN & LIN, 2007; BADILA et al., 2008;
RAMON-AZCON et al., 2010; DOHERTY et al., 2011; LEE & KIM, 2011)

Microparticulas sdo desenvolvidas para proteger o material
encapsulado de condi¢gdes adversas do meio, como pH, luz, oxigénio e/ou
condicbes gastrointestinais (pH, enzimas e temperatura). Compostos como
antioxidantes naturais, acidos graxos essenciais, enzimas € microorganismos
probidticos sao susceptiveis a alteracbes quando expostos a estas condiges,
reduzindo sua atividade ou inviabilizando sua utilizacado (GBASSI et al., 2009;
ZIMET & LIVNEY, 2009; YOKSAN, JIRAWUTTHIWONGCHAI & ARPO, 2010;
Ll etal., 2011)

Diversos métodos e materiais tém sido investigados para producdo de
microparticulas, dentre elas a gelificacdo ibnica utilizando polissacarideos
naturais, como alginato e pectina, associados a complexagao idnica com ions
calcio (KRASAEKOOPT, BHANDARI & DEETH, 2004; DEGEN, LEICK &
REHAGE, 2009; BENGOECHEA et al., 2011). Pectinas de baixo teor de
esterificacdo amidada sao utilizadas na producdo de microparticulas, uma vez
que formam géis mais rigidos quando comparados a pectinas de alto teor de
esterificacdo (FRAEYE et al., 2010).

A gelificacdo id6nica apresenta vantagens por n&o necessitar de
temperatura controlada e solventes organicos, caracterizando-a como um
método brando (AGNIHOTRI, MALLIKARJUNA & AMINABHAVI, 2004; PATIL

et al, 2010). Apresenta-se como uma excelente técnica para encapsular
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emulsdes e neste sentido propicia a encapsulacao de compostos hidrofilicos e
hidrofébicos (MCCLEMENTS, 2005; GUZEY & MCCLEMENTS, 2006).
Entretanto, apresenta limitagcdes uma vez que se constitui de uma matriz de gel
porosa podendo inviabilizar a protecao desejada ou a liberagdo controlada do
composto encapsulado. Além disso, estudos relatam que podem existir
problemas na transposicao da técnica para a escala industrial, problema esse
que vem sendo solucionado com o desenvolvimento de novos equipamentos
(PICOT & LACROIX, 2004; BUREY et al., 2008).

Na interacdo entre os grupos carboxilicos e os ions calcio durante a
gelificacdo ibnica nem todos os grupos interagem entre si, remanescendo
cargas livres na superficie da particula possibilitando assim que as mesmas
possam ser submetidas a uma interagéo eletrostatica com um polieletrélito de
carga oposta formando uma camada protetiva na superficie da particula (DE
VOS et al., 2007).

A interagdo eletrostatica depende de vérios fatores incluindo a
concentragao, razdo polissacarideo/proteina, pH, forga iénica e a natureza dos
polieletrélitos (YE, 2008). A fixacdo de uma camada proteica sobre a particula
de gelificacdo i6nica depende da interacdo de cargas opostas. A interacao
entre proteinas e polissacarideos € possivel, uma vez que, polissacarideos
apresentam carga livre negativa em valores de pH acima de seu pKa, enquanto
que proteinas apresentam cargas positivas abaixo de seu ponto isoelétrico (pl).
E possivel, portanto, fazer ajustes de forma a se conseguir um balanco de
cargas opostas entre estes materiais e recobrir particulas gelificadas com uma
capa proteica (GIRARD, TURGEON & GAUTHIER, 2003; SCHMITT et al.,
2011).

A interacdo entre pectina de beterraba ou alginato com proteinas do
soro do leite forma complexos que podem ser associados ou nao a gelificacao
ibnica para producéao de particulas protetivas (JONES & MCCLEMENTS, 2008;
SANTIPANICHWONG et al., 2008; JONES, DECKER & MCCLEMENTS, 2010;
JONES et al., 2010; BENGOECHEA et al., 2011). A redugao da permeabilidade
aumenta a acao protetiva da particula independentemente do constituinte da
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camada protetiva, seja ele polissacarideo ou proteina (ROSENBERG & LEE,
2004; GBASSI et al., 2009).

Microparticulas contendo proteinas do soro do leite produzidas com o
proposito de resistir a acdo do trato gastrointestinal superior para a liberagédo
controlada de farmacos, compostos bioativos e microorganismos vém sendo
estudadas (PICOT & LACROIX, 2004; WEINBRECK, MINOR & DE KRUIF,
2004; GUNASEKARAN, KO & XIAO, 2007; LAMBERT, WEINBRECK &
KLEEREBEZEM, 2008).

As proteinas do soro do leite representam cerca de 20% das proteinas
totais do leite sendo a B-lactoglobulina o maior constituinte, representando 50 —
70 % das proteinas do soro do leite (HILL, LEDWARD, MITCHELL, 1998). Essa
proteina é compacta e globular, seus residuos acido-basicos hidrofébicos-
hidrofilicos sao distribuidos uniformemente ao longo da cadeia polipeptidica e
apresentam inumeras ligagoes dissulfidicas (HEELAN & CORRIGAN, 1998;
CHEN & SUBIRADE, 2006).

A B-lactoglobulina € uma proteina pequena, globular, desnaturada com o
calor e que pode formar agregados, dependendo do pH e da concentracéo de
célcio. Em pH neutro, a uma temperatura superior a 30°C produz dimeros e em
pHs muito baixos, se encontra em posicdo compacta, inibindo ou
impossibilitando ligagbes. J& em pHs elevados, a sua estrutura encontra-se
aberta, permitindo que ligantes penetrem e se associem a seus sitios
hidrofébicos (KONTOPIDIS, HOLT & SAWYER, 2004).

O aquecimento do concentrado protéico de soro de leite é critico, pois
pode causar a desnaturacdo das proteinas, alterando as suas propriedades
funcionais. Em temperatura ambiente, as moléculas de B-lactoglobulina nativa
encontram-se como mondmeros, dimeros e octdmeros, dependendo do pH da
solugcdo e da composicao idnica. Quando a B-lactoglobulina é aquecida, os
oligbmeros tendem a se dissociar a monémeros; quando este aquecimento é

superior a 70°C, hd uma exposicdo dos grupos hidrofébicos e dos residuos
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internos de cisteina protegidos na forma nativa da proteina (MISHRA, MANN &
JOSHI, 2001; JONES, DECKER & MCCLEMENTS, 2010).

A utilizacao de proteinas do soro do leite e pectina na produgdo de
microparticulas propicia a veiculagdo de compostos e aumenta o efeito
protetivo. Particulas estaveis a agregagcdo e dissociagado, resistentes as
variacdes de pH e com alta incorporacdo de proteina podem ser obtidas
utilizando estes biopolimeros o que possibilita sua aplicacdo para fins
nutricionais (JONES & MCCLEMENTS, 2010a).

A modulagéo da produgéo de particulas com tamanho de 1 - 1000 um
possibilita a veiculagdo de microorganismos e células vivas (DE VOS et al.,
2006; JONES & MCCLEMENTS, 2010b), reduz a agregacao e sedimentagao
de particulas e permite a incorporagdo de grandes quantidades de material de
recheio em um pequeno volume de particula.

O objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas por técnicas
combinadas (gelificagédo ibnica e interagao eletrostatica), utilizando pectina de
baixo teor de metoxilagdo amidada e proteinas do soro do leite. Avaliou-se a
influéncia do tratamento térmico e da concentracdo das proteinas em solugcéo
sobre a adsorcao protéica. As particulas foram caracterizadas quanto aos
teores de proteina adsorvida e umidade, tamanho, morfologia e capacidade de
inchamento frente a diferentes pHs. A solubilidade protéica foi avaliada
simulando as condi¢bes gastrointestinais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Pectina GENU® de baixo teor de esterificacdo amidada (CP Kelco,
Limeira-SP, Brasil); Concentrado protéico do soro do leite (Lacprodan - Arla
Foods Ingredientes, Argentina, lote: 80 4A12701); Cloreto de Calcio (Dinamica,
Diadema - SP, Brasil, P.M: 110,99, lote 36308); Manteiga comum comercial
sem adicdo de sal (Aviacdo, Sdo Sebastido do Paraiso — MG, Brasil); Acido
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cloridrico fumegante a 37% (Merck, Alemanha); Hidréxido de sdédio (Nuclear,
Diadema - SP, Brasil, P.M: 40); Acido sulfarico (Synth, Diadema - SP, Brasil
P.M: 98,08,); Sulfato de cobre anidro (Synth, Diadema - SP, Brasil, P.M:
249,68); Sulfato de potassio anidro (Ecibra, Sdo Paulo —-SP, Brasil, P.M:
174,26, lote 18308); Vermelho de metila (Berzog, P.M: 269,3); Azul de metileno
(Difco laboratérios, Surrey); Alcool Metilico P.A (Cetus, Santo Amaro — SP,
Brasil, P.M: 32,04), Sulfato de sédio P.A. (Dinamica, Diadema - SP, Brasil, P.M:
142,04); Pepsina suina da mucosa gastrica (Sigma Aldrich); Pancreatina do
pancreas suino (Sigma — Aldrich) e Mucina extraida do estémago suino (Sigma
— Aldrich), agua destilada e deionizada e os demais reagentes utilizados foram

analiticos.
2.2 Métodos
2.2.1 Producao de microparticulas

As microparticulas foram produzidas pela combinacéo de duas técnicas
de microencapsulacdo: inicialmente gelificacdo i6bnica com posterior
recobrimento das microparticulas por interacao eletrostatica, conforme descrito
no item 2.2.3 do Capitulo 2, com algumas alteracbes. Com base nas
informacgdes obtidas no capitulo anterior as particulas foram produzidas em pH
4, mantendo a proporcdo de 1 parte de PPec para 4 partes de SPro. A
quantidade de fracdao lipidica representada pela manteiga foi bastante
aumentada, sendo utilizada 2% (m/m de solugéo), uma vez que a quantidade
de manteiga era muito pequena e para a utilizacdo das particulas na area de
alimentos avaliou-se que seria necessario uma matriz com maior teor lipidico.
Novamente foram utilizados WPC - STT e WPC - TT (80°C/15 min). Os niveis
de proteina, em solucao, utilizados foram para WPC - STT: 2, 4, 6, 8 e 12%
(m/m) enquanto para WPC - TT foram de 2, 4 € 6% (m/m).
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2.2.2 Conteudo de proteina e umidade das microparticulas

As microparticulas foram caracterizadas com relagdo ao teor de
umidade e proteina (KJELDAHL, fator de conversao de nitrogénio em proteina
6,38).

2.2.3 Caracterizacao das microparticulas

2.2.3.1 Microscopia otica e eletronica de varredura

A morfologia das microparticulas Umidas e reidratadas foram
observadas em microscépio 6tico JENAVAL, utilizando-se objetivas de 12,5 e
25 X, e optovar de 1 e 1,25 x. A captacao das imagens foi realizada, utilizando
o software EDN-2 — Microscopy Image Processing System.

As microparticulas liofilizadas (secas) foram observadas em
microscépio eletrénico de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em
“stubs” com fita metalica dupla face de cobre e recobertas com uma fina
camada de ouro (180 segundos e corrente de 40 mA) por meio de um
evaporador Baltzer (Baltec SCD50, Austria). Foi utilizado um microscépio
eletrbnico de varredura modelo JMS — T300 Jeol, com uma aceleracdo de
voltagem de 15 e 20kV.

2.2.3.2 Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)

A microscopia confocal foi baseada em Lamprecht et al (2000) com
algumas adaptacdes. As microparticulas foram produzidas com materiais
corados previamente. As solucdes de WPC foram coradas com dois tipos de
corante diferentes: Isotiocianato de fluoresceina (FIT C) e a Rhodamina B
Isotiocianato (RBITC) e a manteiga corada com Nile Red (Sigma Aldrich). A
morfologia das microparticulas Umidas produzidas com os biopolimeros e a
manteiga associados aos corantes foi observada em microscopio confocal
modelo Zeiss LSM780 — NLO (Carl Zeiss, Alemanha), objetiva EC Plan —
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Neofluar 40x/1.3 Qil DIC. As imagens foram coletadas utilizando lasers com
comprimentos de onda 488 e 543 nm para excitacdo do FIT C e da Rhodamina,
respectivamente e 528 nm para o Nile Red. As imagens foram adquiridas na

metade da altura das particulas.

2.2.4 Tamanho médio das microparticulas

O tamanho médio (d 0,5) das microparticulas Umidas (recém-
processadas), reidratadas (pds liofilizacao) e apds simulagdo gastrica in vitro
foram avaliados no equipamento Mastersizer 2000 (Malvern, Germany),
unidade de amostragem Hydro 2000S (Malvern, Germany). O equipamento
determina o tamanho das particulas por difragdo a laser e o material
dispersante usado para fazer a leitura das amostras foi agua destilada e
deionizada. As particulas umidas/reidratadas foram suspensas em agua pH 4,
mesmo pH usado para as leituras e as amostras reidratadas e pds simulagao in
vitro foram medidas com agua em seus respectivos pHs. A leitura foi realizada
adicionando-se a amostra dentro da unidade de amostragem, que ja estava
preenchida com agua e a quantidade de amostra adicionada variou, sempre
atingindo a obscuracao de 3 a 20% conforme sugestao do fabricante.

2.2.5 Capacidade de inchamento

As microparticulas liofilizadas foram avaliadas com relacdo a sua
capacidade de adsorcao e retencdo de dgua e quanto a capacidade de retornar
ao formato observado para as particulas umidas. Foram testados trés
diferentes valores de pH: 1,2, 4 e 7. Aproximadamente 0,5 g de pé
(microparticulas produzidas com WPC STT e TT a concentracao de 4% de
proteina) foi hidratado com 12 mL de 4gua deionizada com o pH ja ajustado. O
tubo foi agitado durante 2 minutos e posteriormente transferido para um
homogenizador de solugdes rotativo (Modelo AP 22, Phoenix, Araraquara,
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Brasil) onde permaneceu por 1 hora. As leituras de tamanho foram realizadas
em seguida.

2.2.6 Avaliacao da solubilidade protéica das microparticulas em
simulacao das condicoes gastrointestinais

Para avaliar a resisténcia das particulas submetidas as condicdes
gastrointestinais simuladas, foram testados dois diferentes valores de pHs (1,2
e 3,0). Particulas umidas recém-processadas foram usadas na simulacado das
condigdes gastrointestinais, a fim de se avaliar a resisténcia das particulas ao
ambiente gastrico. Em um tubo plastico de 30 mL, foram adicionados 2 gramas
de microparticulas umidas e 20 mL de suco gastrico artificial (SGA) com o pH
ja ajustado e incubados a 37°C, em banho maria com agitagéo, por 2 horas. O
suco gastrico artificial (SGA) utilizado foi elaborado a partir de: 1,12 g/L KClI; 2
g/L NaCl; 0,11CaCl,; 0,4 g/L KH.PO4 g/L; 3,5 g/L de mucina e 0,26 g/L de
pepsina e HCI para ajuste de pH (SULTANA et al., 2000; MOZZI et al., 2009).
Posteriormente, alterou-se o pH para 7 com solucdo de NaHCOs; na
concentracao de 20% (p/v) e adicionou-se pancreatina na concentragcdo de
1,95¢/L, e novamente se incubou as amostras por mais 5 horas. Apds
intervalos de tempo de uma, duas, trés e sete horas amostras foram retiradas
para avaliagdo da morfologia e tamanho médio das particulas.

Apbés 2 horas de simulacdo das condicdes gastrointestinais, foi
quantificado o teor de proteina que se desprendeu das microparticulas e ficou
solavel no SGA. Foram utilizadas microparticulas produzidas com WPC STT e
TT a concentracdo de 4% de proteina. Apds as duas horas de incubagdo em
banho maria com SGA, os tubos foram transferidos para banho de gelo e
permaneceram imersos por 15 minutos para inativagdo das enzimas. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 34540 G (centrifuga
modelo RC-5C Sorvall Instruments, Wilmington, USA). Em seguida,
quantificou-se o teor de nitrogénio total do sobrenadante por Kjedahl (fator de
conversdo de nitrogénio em proteina de 6,38). Foi preparado um branco,
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contendo apenas SGA para descontar o nitrogénio proveniente de enzimas,
quantificando dessa forma a quantidade de proteina que foi solubilizada
durante a simulacdo gastrica, do total inicialmente adsorvido sobre as
particulas. A produgédo das PPec e o recobrimento protéico com posterior
avaliacao da resisténcia gastrica através da medida de solubilidade protéica foi
realizada em trés ensaios independentes e em cada condicdo avaliada
determinagdes feitas em triplicatas.

2.2.7 Analise estatistica

Diferengas significativas entre as médias para os valores obtidos foram
avaliadas usando ANOVA e teste de Tukey com o auxilio do programa SAS,
em nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Conteudos de proteina adsorvida e umidade das microparticulas

A avaliacdo da adsorcdo das proteinas sobre a superficie das
particulas ja havia sido testado no capitulo anterior, entretanto, considerando a
alteracdo da quantidade da manteiga presente na matriz da particula de
pectina foi necessario repetir o processo. Foi observada uma reducao na
adsorcao de proteina sobre a superficie de PPec que sera discutido no
decorrer do capitulo.

Foram avaliadas cinco diferentes solugdes de WPC, variando a
concentracao de proteina (2 a 12%) e o tratamento térmico (WPC - STT e WPC
- TT) com o objetivo de avaliar se solugdes de proteina mais concentradas
produziriam particulas com maior teor de proteina adsorvida e se o tratamento
térmico afetaria o processo. Observou-se que independente da concentracao
da solucdo utilizada ou do tratamento térmico, para todas as condicbes
estudadas houve adsorcdo de proteina sobre a superficie das particulas de
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pectina e que a concentragédo de proteina em solucao influenciou na adsorgéo
de proteina (Tabela 3.1).

Com relagcédo as caracteristicas fisicas (aspecto visual) das particulas
essas nao foram afetadas pela concentracdo de proteina em solugdo, mas sim
pelo tipo de tratamento térmico. As particulas sem tratamento apresentaram
uma coloracdo mais amarelada, similar a cor do WPC em pé, um aspecto mais
seco e um rendimento ligeiramente inferior. Ja as particulas com tratamento
térmico apresentam uma coloragdo mais clara, aspecto mais “flacido” similar a
de um gel e um rendimento ligeiramente superior. Solu¢cdes de WPC em
concentracdes de 3 a 5% aquecidas formaram géis fracos, translicidos e
elasticos, assim como foi observado nas particulas do presente trabalho e de
acordo com os autores isso ocorreu devido ao baixo numero de ligagdes
intermoleculares formadas entre as moléculas de proteina desnaturada (MORR
& HA, 1993).

O teor de proteina adsorvido na superficie das PPec foi alto, atingindo
50,3% para WPC — STT e 27,6% para WPC — TT. Para microparticulas
produzidas com WPC - STT a adsorcao foi superior quando comparada as
microparticulas recobertas com WPC - TT (Tabela 3.1). A adsorcao de proteina
pode variar em quantidade, densidade, conformacao e orientacdo e também é
influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas da superficie (ROACH,
FARRAR & PERRY, 2005).

Um maior teor de proteina em solucdo ndo produziu particulas com
maior teor de proteina adsorvida para ambas as solugdes de WPC, atingindo
adsorcdo maxima em SPro a 4%. Quando microparticulas foram recobertas
com WPC — STT, os valores obtidos, quando solucbes contendo 4, 6, 8 e 12%
de proteina foram utilizadas nao diferiram estatisticamente entre sim (p> 0,05).
Foi possivel observar diferenca significativa entre médias somente quando
solugcdo contendo 2% de WPC foi utilizado, indicando que a quantidade de
proteina disponivel ainda ndo era suficiente para interagir eletrostaticamente
com todos os grupos carboxilicos disponiveis na superficie da PPec. Esse

resultado ja era esperado, uma vez que, uma SPro a 2% corresponde a uma
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relacao de PPec : SPro de 1: 2, citada nos estudos preliminares no Capitulo 2,
e para esta relagdo as particulas sedimentaram, entretanto esta sedimentacao
nao havia sido completa e o potencial zeta ainda estava negativo (Figura 2.3) e
um pouco distante de zero.

Para particulas recobertas com SPro submetidas a tratamento térmico
(WPC - TT) pode-se observar um maximo de adsorcdo para o nivel de 4% de
proteina em solugdo, quantidade significativamente diferente (p < 0,05) das

obtidas para os niveis 2 e 6% de proteina em solugao.

Tabela 3.1. Teor de proteina adsorvido (base seca) nas microparticulas em
funcéo da concentragao de proteina em solucéo (%).

SPro WPC - STT WPC -TT
2 37,5+2,9Ba 20,6 £1,9Bb
4 49,2 +1,0 Aa 27,6 +1,8 Ao
6 50,3+ 1,0 Aa 20,2+1,2 80
8 49,6 +1,7 A -

12 485+15A -

* Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e minusculas na linha) nao diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

Uma das possiveis explicacoes para a diferenca de adsorcao
observada entre proteinas com (WPC - TT) e sem tratamento térmico (WPC -
STT) que também foi observada no Capitulo 2, deve-se ao fato de que, quando
as proteinas globulares sdo desnaturadas por tratamento térmico, as mesmas
se desenrolam, mudando sua conformacdo e expondo grupos hidrofébicos
inicialmente  protegidos, possivelmente desfavorecendo a interacdo
eletrostatica entre as proteinas globulares desnaturadas e a pectina,
produzindo assim uma menor adsorcdao (JONES & MCCLEMENTS, 2010a).
Além disso, a desnaturagdo térmica de proteinas globulares como a B-
lactoglobulina também forma agregados (SANTIPANICHWONG et al., 2008)
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que podem ter desfavorecido o contato fisico entre as cargas opostas das
proteinas : particulas de pectina.

Estudo realizado com microparticulas de alginato imersas em
diferentes concentragdes de quitosana mostrou que o aumento de adsorgéo de
quitosana sobre a superficie das particulas foi maior em solugbes onde a
concentragdo de quitosana também era maior. Entretanto nesse estudo as
concentracdes de quitosana utilizadas eram muito baixas, em funcado da alta
viscosidade produzida pela quitosana em solugao (XIE et al., 2009). O total de
cargas livres disponiveis influenciou diretamente a capacidade de adsorgdao em
superficies, sendo que microparticulas com maior potencial zeta apresentaram
uma maior adsorgcao de quitosana em sua superficie (XIE et al., 2009).

Algumas estratégias como a adicao de lipideos e o recobrimento, tém
sido empregadas para melhorar as caracteristicas de liberagao de particulas de
gelificacao ibnica (LANGDON et al, 1984; ANNAN, BORZA & HANSEN, 2008).
Adicionalmente, as particulas produzidas por gelificacao ibnica apresentam
grande quantidade de agua retida no gel, e a adigéo de lipideos pode ajudar a
manter a integridade das particulas durante o processo de secagem (MUKAI-
CORREA et al., 2004).

O aumento da quantidade lipidica emulsionada nas PPec apresentou
um efeito negativo no teor de proteina adsorvida independente de se utilizar
WPC - STT ou WPC - TT (Tabela 3.1), quando comparadas as adsor¢des
obtidas com particulas que continham baixas quantidades de manteiga (Tabela
2.2). No caso de particulas contendo WPC - STT, que apresentou maior
adsorcao proteica para os dois niveis lipidicos avaliados, a adsor¢ao variou de
65,1% a 57,8% quando as concentracdes de proteina em solugédo variaram de
4 a 12%, respectivamente para particulas contendo baixo conteudo lipidico,
enquanto particulas contendo alto teor lipidico apresentaram adsorcao protéica
variando de 37,5% a 48,5% quando as concentracdes de proteina variaram de
2 a 12%. A adicao lipidica parece diminuir a disponibilidade de grupos
carregados negativamente na superficie da particula, impedindo uma maior

adsorgao proteica.
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O teor de umidade das microparticulas variou entre 85,8% a 91,1%
para as particulas produzidas com WPC - STT e entre 96,3% a 97,1% para as
produzidas com WPC - TT (Tabela 3.2). O tratamento térmico afetou o teor de
umidade das microparticulas, onde microparticulas produzidas com WPC - TT
foram mais Umidas que as particulas produzidas com WPC - STT. As
microparticulas produzidas com WPC - TT ndo apresentaram diferenca
significativa para os teores de umidade quando diferentes niveis de proteina
em solucao foram utilizados. Para as microparticulas com WPC - STT os teores
de umidade variaram entre 85,8% a 91,1% com uma tendéncia a diminuicdo do
teor de umidade com o aumento da quantidade de proteina adsorvida.

Tabela 3.2. Teor de umidade (%) nas microparticulas em funcdo da
concentragcao de proteina em solugéo.

SPro (%) WPC - STT WPC-TT
2 90,1+1,2 Ab* 96,3 + 0,5 Aa
4 90,7 0,9 ab 96,3 £ 0,4 Aa
6 87,3 +0,78b 97,1 +0,5 Aa
8 91,1 £0,8 A -
12 85,8048 -

* Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e minusculas na linha) nao diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

Um maior conteldo de umidade observado para particulas recobertas
com WPC - TT pode também estar relacionado a capacidade de gelificacao
que as proteinas do soro do leite apresentam apds tratamento térmico,
aprisionando uma maior quantidade de agua, uma vez que ao ter sua estrutura
alterada, as proteinas do soro do leite tendem a ocupar uma maior area e
possivelmente reter mais agua (BRITTEN & GIROUX, 2001).
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3.2 Morfologia e microestrutura das microparticulas

Independentemente da concentracao de proteina em solucao e do tipo
de tratamento térmico, nas condigbes estudadas, a morfologia das particulas
umidas foi semelhante e o recobrimento das PPec com WPC néo alterou sua
forma. As particulas apresentaram formato esférico, em sua maioria, porém
também foram encontradas formatos ovalares, especialmente para as
produzidas com WPC - TT. A maioria das particulas produzidas por
biopolimeros apresentam formato esférico, porém podem se apresentar na
forma de fibras, esferéides ou aglomerados (JONES & MCCLEMENTS, 2010b).

Com relacao a estrutura interna das particulas, o material encapsulado
(manteiga) se difundiu por toda a matriz, caracterizando uma distribui¢cdo
homogénea do recheio emulsificado. O estudo da estrutura interna faz-se
necessario uma vez que influencia as caracteristicas funcionais da particula
como a eficiéncia de encapsulacdo, permeabilidade, integridade e
digestibilidade (JONES & MCCLEMENTS, 2010b). Para microparticulas
carreadoras de farmacos tanto o formato quanto a distribuicdo do ativo pela
matriz € muito importante, influenciando a cinética de liberacao da droga. Para
particulas carreadoras de microorganismos e células vivas a forma e a
distribuicdo do ativo na matriz sdo menos importantes (TALEI FRANZESI et al.,
2006; TEOH et al., 2011).

Nas imagens obtidas por MEV (Figura 3.1F-J; Figura 3.2 D-F) pode-se
observar que as particulas ndo suportaram integramente o processo de
secagem perdendo parcialmente sua forma esférica original, para todos os
niveis de concentracao de proteina estudados, mesmo contendo uma maior
quantidade de lipideos emulsificados na solucdo de pectina. Diversos fatores
podem ter levado a maior fragilidade das particulas durante o processo de
secagem, dentre eles a matriz de pectina de baixo teor de esterificacdo que
contém uma grande quantidade de agua. Segundo Albertini et al (2010)
microparticulas produzidas com alginato mostraram alteracdo de sua forma,

apresentando rugas em sua superficie, em decorréncia do processo de
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secagem. Entretanto, em um outro estudo realizado com isolado protéico do
soro do leite recobrindo particulas de pectina de alto teor de esterificacéo
observou-se que particulas recobertas suportaram o processo de secagem,
mantendo formato original ap6s secagem (SAGIS et al., 2008).

Nas microparticulas desidratadas é possivel observar a presenca de
irregularidade na superfie das particulas, com ondula¢ées por grande parte da
mesma, em decorréncia, principalmente, das vesiculas de gordura e da
camada de proteina adsorvida presentes na particula (Figura 3.1F e Figura 3.2
D - F). Na microscopia o6tica (Figura 3.1E e Figura 3.2 A-C) é possivel observar
que as particulas sdo préoximas a esféricas, com contorno bem definido, muito
parecidas e com a emulsao lipidica bem distribuida por toda a matriz. As gotas
de gordura sdo mais visiveis nas particulas com WPC - TT, possivelmente pelo
menor teor de proteina adsorvida (Figura 3.2). Apos a secagem, as particulas
ndao conseguem reter a morfologia esférica apresentada pelas particulas
Uumidas, embora estejam recobertas com uma camada proteica. Segundo
Gbassi et al. (2009), o recobrimento de particulas de alginato com polications
pode melhorar a estabilidade quimica e mecanica das microparticulas e assim

efetivamente a microencapsulacéao.

65



Microscopia
eletronica de
varredura

Microscopia

SPro (%) Otica

12

Figura 3.1. Morfologia de microparticulas produzidas por gelificacao i6nica e
interacdo eletrostatica em solucbes de WPC - STT em diferentes
concentragdes de proteina (%).

66



SPro (%)

Microscopia
Otica

Microscopia
eletronica de
varredura

Figura 3.2. Morfologia das microparticulas produzidas por gelificacdo id6nica e

interacao eletrostatica em solucées de WPC - TT em diferentes concentracoes

de proteina (%).

A adsorcdo de proteina nas PPec também pode ser confirmada por

meio da microscopia confocal (Figura 3.3). Foram produzidas particulas com

formas definidas, esféricas ou ovulares. A topografia na altura observada indica

que as particulas apresentam um contorno continuo sem poros visiveis.

A

presengca das proteinas adsorvidas nas particulas e também difundidas na

matriz de gelificagao ibnica pode ser observada através da coloracdo verde do

corante FIT C associado a solucdo WPC - STT ou através da coloracao

vermelha do corante Rhodamina associada a solugdo WPC - TT.
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Figura 3.3. Microscopia confocal de particulas produzidas por gelificacéo i6nica
recobertas com WPC — STT coradas com FIT C (imagem A) e com WPC - TT

coradas com Rhodamina (imagem B).

Na Figura 3.4, pode-se observar a localizagao fisica das gotas lipidicas
coradas com Nile Red. Nesse caso, foram produzidas somente particulas de
gelificagdo ibnica sem cobertura protéica. E possivel observar que as particulas
sao esféricas e com boa distribuicdo das gotas lipidicas. No entanto, também é
possivel observar que as gotas lipidicas apresentam uma ampla distribuicao de

tamanho, indicando que o processo de emulsificagdo pode ser melhorado.
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Figura 3.4. Particulas de gelificacao idbnica com manteiga marcada com corante
fluorescente Nile Red. A — confocal; B- DIC (sobreposicéo)

3.3 Tamanho das microparticulas

3.3.1 Tamanho das microparticulas umidas

O tamanho das microparticulas Umidas recém produzidas em
diferentes concentracées de proteina variou entre 188,1 + 8,8 um a 231,3 %
25,8 um para particulas produzidas com WPC — STT quando a concentragéo
de proteinas em solucéo cresceu de 2 a 12%, sem diferenga significativa entre
as médias (p > 0,05). Com relacdo ao recobrimento com WPC - TT os valores
médios situaram-se entre 226,6 £ 7,8 um a 252,6 £+ 12,9 um, também sem
diferenca significativa entre as médias (p > 0,05), conforme pode ser observado
na Figura 3.5, onde também podem ser observados os tamanhos médios
obtidos para as PPec (pH 4) que variaram entre 253,4 + 23,9 um a 285,2 + 21,1
um. Os resultados apresentados na Figura 3.5 mostram claramente que as Pec
originalmente sdo maiores que as particulas recobertas, independente da
utilizagdo de WPC — STT ou WPC - TT, indicando que a proteina ao interagir
eletrostaticamente com o0s grupos carboxilicos negativos da particula de
pectina pressiona a particula reduzindo seu tamanho, possivelmente
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expulsando parte da agua presente na particula. Ainda independente das
concentracdes de proteina estudadas, particulas ligadas eletrostaticamente &
WPC - TT apresentam tamanhos médios superiores as particulas produzidas
com WPC - STT. A ordem decrescente foi: d 0,5 (PPec) > d 0,5 (particulas
recobertas com WPC — TT) > d 0,5 (particulas recobertas com WPC — STT).
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Figura 3.5. Tamanho das microparticulas (Umidas) em funcédo dos diferentes
teores de proteina em solugéo, a pH 4.

O tamanho das microparticulas recobertas € influenciado pelo tamanho
das PPec que tém por sua vez seu tamanho controlado pelo didmetro da
agulha ou do bico de atomizacédo utilizado, pressdo do ar, viscosidade da
solucdo, taxa de fluxo, concentragdo de cloreto de calcio no banho i6nico e
concentracao do polissacarideo gelificante (BUREY et al.,, 2008). Diferentes
tamanhos podem ser obtidos com a escolha correta das variaveis citadas
acima. Particulas produzidas apenas com isolado protéico do soro do leite
apresentaram tamanhos proximos ao encontrado neste estudo, variando entre
150 a 400 um (DOHERTY et al., 2011), enquanto particulas produzidas por
extrusao apresentam tamanho entre 500 um a 600 um (BUREY et al., 2008).

Proteinas globulares, como as proteinas do soro do leite apresentam a
capacidade de desnaturar, dissociar e agregar em diferentes condi¢des de pH,
forca i6nica e temperatura para formar particulas com diferentes tamanhos,
incluindo nanoparticulas e particulas de até 2 mm. Estas propriedades podem
ser exploradas para a formulacdo otimizada de particulas carreadoras de
compostos bioativos (CHEN, REMONDETTO & SUBIRADE, 2006). O tamanho
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das microparticulas também influencia os processos difusivos do material de
recheio podendo também melhorar a viabilidade do material encapsulado
como, por exemplo, na encapsulacao de células vivas, onde uma reducao no
tamanho das particulas permite um melhor acesso de nutrientes, além de
reduzir o volume de microparticulas a ser utilizado, o que vai determinar
diferentes taxas de difusdo (DE VOS et al., 2006).

O tempo de cura também pode afetar o tamanho de microparticulas de
gelificacao ibnica, em decorréncia das ligagbes quimicas que ocorrem na
particula (SMRDEL et al., 2008). Segundo Racovita et al (2009) a partir de 20
minutos em contato com o banho ibnico, particulas de gelificacdo ibnica
atingem sua estabilidade maxima, nao alterando seu tamanho ao

permanecerem mais tempo em contato com a solucao ibnica.

3.3.2 Tamanho das particulas umidas ou reidratadas em diferentes pHs

Inicialmente particulas Uumidas pos producdo foram submetidas as
solucdes aquosas ajustadas em diferentes pHs ( 1,2, 4 e 7). Apés uma hora de
imersdao o tamanho médio das particulas foi medido e os resultados
apresentados na Tabela 3.3. Independente da utilizagdo de WPC - STT ou
WPC - TT o comportamento observado indicou pequenas variagdes de
tamanho quando as particulas foram transferidas de pH 4 para pH 1,2 ou pH 7.
Quando as particulas foram colocadas em pH fortemente acido (1,2), observou-
se um decréscimo no tamanho médio das particulas, com diferenga
significativa para o tamanho das particulas de WPC - TT em relagcdo as
mesmas particulas obtidas em pH 4 (p < 0,05), resultado nao esperado
considerando que nesse pH os grupos carboxilicos da pectina deveriam estar
nao dissociados, uma vez que, o pKa da pectina se situa em torno de 2,9
(RALET et al, 2001) enquanto a proteina deveria estar carregada
positivamente o que deveria provocar repulsdo eletrostatica e aumento no
tamanho médio, conforme observado anteriormente na literatura para
nanoparticulas produzidas por coacervagao complexa entre pectina extraida de
beterraba e B-ly (SANTIPANICHWONG et al, 2008). E possivel que a
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interacao eletrostatica responsavel pela adsor¢cédo da proteina na superficie das
PPec tenha sido intensa e estavel e desta forma suficientemente resistente a
difusdo de grupos H" e a mudanca de carga nas regides de interagédo pectina —
WPC, efeito observado por Rosenberg & Lee (2004). Quando as particulas
recobertas com WPC - TT sao transferidas para pH neutro (7) ocorre um
pequeno aumento no tamanho das particulas quando comparado ao pH 1,2,
como esperado, indicando repulsdo eletrostatica, uma vez que ambos os
polimeros vao estar carregados negativamente, efeito também observado
anteriormente na literatura (ROSENBERG & LEE, 2004).

Tabela 3.3. Tamanho médio (d 0,5) das microparticulas umidas (um) apés 1

hora de imersdao em agua em diferentes pHs.

pH WPC - STT WPC -TT

1,2 193,17 + 8,13 Aa* 187,48 + 13,97 Ba
4 207,10 £ 12,75 Aa 221,10 £ 13,46 ca
7 214,10 £ 8,94 aa 228,43 £ 19,63 ca

* Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e mindsculas na linha) ndo diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

Apesar de perderem sua forma durante o processo de secagem
(Figuras 3.1 e 3.2), as particulas readquiriram sua forma original apds
reidratacdo em agua ajustada a diferentes pHs ( 1,2, 4 e 7), confirmando que o
processo de secagem nao destruiu a particula, apenas alterou sua forma,
conforme pode ser observado nas microscopias oOticas apresentadas na Figura
3.6. As particulas reidrataram e readquiriram morfologia esférica e
aparentemente com mesma distribuicdo das gotas lipidicas observadas nas
particulas Umidas recem produzidas (Figuras 3.1 e 3.2), independente do tipo
de proteina utilizada (WPC - STT e WPC - TT).
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Figura 3.6. Microparticulas liofilizadas e reidratadas apds 1 hora de imersdao em
agua em diferentes pHs.

Particulas de gelificacdo idnica, em decorréncia de sua matriz porosa,
apresentam facilidade de inchamento/reidratacdo apds imersdo em agua e as
particulas recobertas sofrem a influéncia dessas caracteristicas da PPec. O
inchamento das particulas de gelificagao ibnica é controlado pela intensidade
de cross link entre a pectina e célcio (LIU et al., 2003). Proteinas do soro do
leite podem formar complexos com a superficie de particulas de
polissacarideos gelificantes, obtendo-se uma particula com uma membrana
semi-permedvel que pode apresentar comportamento diferenciado em relagdo
as particulas de gelificacao ibnica (GBASSI et al., 2009).
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Os resultados apresentados na Tabela 3.4 mostram que as particulas
secas e posteriormente reidratadas voltam a adquirir um tamanho médio
semelhante ao obtido para particulas Uumidas recém processadas (pH 4) e
pode-se também observar que os tamanhos médios das particulas reidratadas
em pHs 1,2 e 4 ndo apresentam diferenga significativa (p > 0,05) em relagao ao
tamanho médio das particulas frescas em pH 4, quando solugcao de WPC - STT
ou WPC- TT a concentracdo de 4% de proteina foram utilizados para o

recobrimento.

Tabela 3.4. Tamanho meédio (d 0,5) das microparticulas liofilizadas e
reidratadas (um) apés 1 hora de imersao em agua em diferentes pHs.

pH WPC - STT WPC -TT
Umidas 4 208,20 £ 19,238 221,64 +10,148a
1,2 199,81 + 7,28 232,41 £ 10,65Ba
Reidratadas 4 210,40 + 11,068Ba 245,13 + 4,90A8a
7 256,47 + 9,26Aa 259,16 + 17,874a

*Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e mindsculas na linha) nao diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

Em pH 1,2, as particulas foram suficientemente resistentes para
impedir o acesso de grupos H* mantendo a interacdo eletrostatica pectina —
WPC - STT e WPC - TT efeito ndo esperado caso fosse possivel a protonagéao
dos grupos carboxilicos da pectina e portanto uma repulsdo eletrostatica das
proteinas carregadas positivamente nesse pH. Comportamento semelhante foi
observado anteriormente por Rosenberg & Lee (2004), que produziram
particulas utilizando WPC recobertas com uma camada de alginato. Esses
autores observaram que as microparticulas dispersas em pH 2,5 apresentaram
a menor taxa de inchamento quando comparado ao inchamento observado em
pHs 4,5, 6 e 7. Os autores trabalharam com WPC desnaturado por calor e
sugeriram que forcas repulsivas entre WPC e alginato foram relativamente
pequenas comparadas ao efeito de ligacées dissulfidicas intercruzadas na
matriz das particulas (ROSENBERG & LEE, 2004).
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Para ambas as particulas recobertas com WPC - STT ou WPC - TT
observa-se 0 mesmo comportamento (Tabela 3.4), onde os tamanhos médios
das particulas reidratadas em pH 7 foram estatisticamente superiores aos
observados nos outros pHs, indicando neste caso, repulsdo eletrostatica
pectina — WPC por apresentarem ambos cargas negativas, conforme esperado.
Com o aumento no pH para 6 e 7 as cargas negativas da superficie da proteina
e a dissociacao de grupos carboxilicos das moléculas de alginato aumentaram
as forgas repulsivas e como consequéncia aumentaram a taxa de inchamento
nesses valores de pH (ROSENBERG & LEE, 2004). Por outro lado, aumento
no diametro em baixos pHs (3 — 3,5) foram obtidos usando pectina de
beterraba e B-Lg desnaturada (SANTIPANICHWONG et al., 2008). Neste caso,
o aumento de tamanho em baixo pH foi também justificado através da forte
repulsado eletrostatica entre a pectina e a proteina.

3.3.3 Tamanho das particulas umidas submetidas as simulacées das
condicoOes gastrointestinais

Particulas Umidas produzidas com WPC - STT e WPC - TT foram
submetidas a condicdo gastrica simulada em pH 3 na presenga de pepsina
conforme descrito em materiais e métodos. Apds 2 horas de simulacdo os
tamanhos médios foram determinados e os resultados apresentados na Tabela
3.5. Nesse experimento independente da utilizacao de WPC - STT ou WPC -
TT a reducdo do pH na presenca da enzima produziu o inchamento das
particulas, com aumento do tamanho médio, diferente da estabilidade
observada para as particulas quando somente o efeito do pH foi avaliado
(Tabela 3.4), indicando algum grau de enfraquecimento das particulas devido a
acao proteolitica da pepsina. Aumento no tamanho das particulas em pHs
bastante acidos e inferiores ao pKa da pectina indicando repulsao eletrostéatica
pectina — proteina foram observados na literatura (SANTIPANICHWONG et al.,
2008). Deve-se considerar que o meio utilizado além da enzima protéolitica
continha sais (NaCl e CaCl,) e portanto a forga ibnica vai ser alterada
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contribuindo para o enfraquecimento e consequente inchamento das particulas
(JONES & MCCLEMENTS, 2010a).

Tabela 3.5. Tamanho médio (d 0,5) das microparticulas (um) apds a simulagéao
gastrica (2 horas) em pH 3, na presencga de pepsina.

Sem tratamento (pH 4) pH 3
WEC - STT 208,2 + 19,2 Aa* 224,8 +20,1Aa
WPC -TT 2216 £10,1 ap 342,9 £ 73,8aa

*Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e mindsculas na linha) ndo diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

3.4 Solubilidade das microparticulas umidas submetidas as condicées
gastrointestinais

As particulas umidas recobertas com WPC - STT ou WPC - TT a
concentracdo de 4% de proteina em solucdo foram submetidas a uma
simulacdo sob condi¢cdes gastrointestinal in vitro e a solubilidade protéica,
avaliada ap0s 2 horas, apresentada na Tabela 3.6. Os valores de pHs gastrico
escolhidos foram baseados na literatura (MOURA & REYES, 2002;
CORCORAN et al., 2005; GBASSI et al., 2009).

Uma alta solubilidade da cobertura proteica para a solugdo foi
observada independente da utilizacdo de WPC - STT ou WPC - TT, com
porcentagens superiores a 40% para a situacao de pH inicial mais drastica
(1,2), indicando que as particulas foram extremamente frageis a associagao pH
muito acido em presenca de pepsina. Particulas revestidas com WPC - STT
apresentaram solubilidade significativamente superior as particulas revestidas
com WPC - TT. A perda de uma alta quantidade de proteina observada para os
dois tipos de particulas nao se reflete, entretanto, em perda de tamanho, como
pode ser observado na Tabela 3.5.

Quando o pH inicial foi mais alto e portanto menos drastico (pH 3), as
solubilidades observadas foram muito menores apdés duas horas de
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experimentos, onde particulas revestidas com WPC — STT mostraram uma
solubilidade de 5,6%, com diferenca estatistica para a solubilidade de 18,6%
apresentada pelas particulas recobertas com WPC — TT (Tabela 3.6). Esse
comportamento € reportado na literatura. Proteinas do soro do leite em sua
forma nativa sdo menos susceptiveis a hidrdlise enzimatica, e isso pode ser
alterado por tratamento térmico, alta pressao, alteracdo de polaridade, dentre
outros fatores (MORR & HA, 1993; KANANEN et al., 2000; FOEGEDING et al.,
2002).

Os resultados de solubilidade observados a pH 3 foram anteriormente
observados por Kitabatake & Kinekawa (1998), em um estudo classico
comparando a resisténcia a hidrolise proteolitica in vitro e in vivo, mostrando
que proteinas do soro do leite em seu estado nativo ndo sdo digeridas pelas
enzimas presentes no suco gastrico, entretanto, ao serem desnaturadas pelo
calor, tornam-se mais digeriveis. Cabe ressaltar que esses autores realizaram
seus experimentos com solucdes protéicas e nao com particulas.

Adicionalmente um estudo bastante recente com particulas contendo
proteinas do soro do leite, na forma nativa, recobrindo particulas de alginato,
indicou a hidrélise de algumas fracoes protéicas do soro de leite, incluindo a-
lactoalbumina e albumina do soro, entretanto mostrando que [-lactoglobulina
manteve-se intacta, quando as particulas foram submetidas as simulagdes com
TGl com pepsina (GBASSI et al., 2009), sendo o experimento realizado com
técnicas eletroforéticas. Em um estudo realizado com particulas produzidas
com quitosana e p-lactoglobulina, na forma nativa, submetidas a uma
simulacdo das condicbes gastricas, in vitro, foi encontrado uma maior
resisténcia a acdo das enzimas gastrica para particulas produzidas com [-
lactoglobulina na forma nativa, em pH 1,2 (CHEN & SUBIRADE, 2005b).
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Tabela 3.6. Solubilidade média (%) das microparticulas apds 2 horas de
simulacdo gastrica, em diferentes pHs de suco gastrico artificial.
Microparticulas produzidas com 4% de proteina em solucéo.

pH WPC - STT WPC -TT
1,2 65,3 +6,2 Aar 41,253 no
3,0 5,6 +0,18a 18,6 +2,38b

*Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e minusculas na linha) nao diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

Além da medida da solubilidade determinada nas condicdes
gastrointestinal simuladas, a morfologia das particulas e sua integridade foram
acompanhadas por microscopia 6tica (Figura 3.7, pH 1,2 - 7 e Figura 3.8, pH
3,0 - 7). Pode ser observado, nas figuras que, independente do pH utilizado
(1,2 ou 3) e independente da cobertura ter sido efetuada com WPC - STT ou
WPC - TT as particulas se mantiveram aparentemente integras nos pHs
gastricos ap6s 1 ou 2 horas, desfazendo-se ao serem submetidas a condigao
intestinal simulada ap6s 1 ou 5 horas. As imagens comprovam a resisténcia
das particulas as condigdes gastricas e sua capacidade de liberacao de ativo
em meio intestinal. Diversas pesquisas vem sendo conduzidas neste sentido, a
fim de se obter particulas que liberam o ativo em locais especificos,
aumentando a funcionalidade do composto encapsulado (AGNIHOTRI,
MALLIKARJUNA & AMINABHAVI, 2004; CHEN, REMONDETTO & SUBIRADE,
2006; LIU, FISHMAN & HICKS, 2007).

Alguns materiais, como os polissacarideos, ndo sao digeridos pelas
enzimas no TGl, sendo fermentados pela microbiota do célon, apresentando-se
como bons materiais de parede para desenvolvimento de microparticulas com
resisténcia entérica, dentre eles pectina, inulina, quitosana, amilose e gomas
vém sendo investigados (KOSARAJU, 2005; LIU, FISHMAN & HICKS, 2007;
ANNAN, BORZA & HANSEN, 2008; LAMBERT, WEINBRECK &
KLEEREBEZEM, 2008). Microparticulas produzidas por biopolimeros como
pectina e alginato ndo sao digeridos pelas enzimas gastricas e permanecem
intactas na parte superior do TGl, sendo desfeitas apds fermentagdo das
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enzimas no célon, necessitando de um tempo maior de permanéncia em
ambiente intestinal para liberagdo do composto encapsulado (LIU et al., 2003;
HOAD et al., 2009; RAYMENT et al., 2009). No caso do presente estudo, as
particulas mantiveram-se integras em condigbes gastricas e desfizeram-se nas
condic¢es intestinais, efeito ndo esperado em funcao da néo digestibilidade da
pectina, como reportado acima. Como foi observada, a manutencdo da
integridade das particulas nas condi¢coes gastricas e que adicionalmente o
meio base para a insergdo das enzimas proteoliticas utilizada foi o mesmo, a
possibilidade das particulas terem se dissolvido devido ao efeito da forga ibnica
nao parece provavel. Por outro lado, a interacao eletrostatica pectina — proteina
pode ter comprometido grupos carboxilicos que poderiam estar associados aos
ions calcio na particula de gelificacdo ibnica, enfraquecendo desta forma as
particulas, que ndo resistram as condi¢cées intestinais, desfazendo-se

completamente.
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pH - Tempo WPC - STT WPC -TT

1,2-2h

7-1h

Figura 3.7. Morfologia das microparticulas durante da simulagéo
gastrointestinal (2 horas, 37°C, pH 1,2, com pepsina e 5 horas, pH 7, 37°C com

pancreatina).
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pH - Tempo WPC - STT WPC -TT

Figura 3.8. Morfologia das microparticulas durante da simulagéo
gastrointestinal (2 horas, 37°C, pH 3,0, com pepsina e 5 horas, pH 7, 37°C com
pancreatina).
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4. CONCLUSOES

A incorporagdo de um alto teor lipidico emulsificado no interior da
matriz de particulas de gelificacdo i6nica utilizando pectina de baixo teor de
esterificacdo amidada ndo impediu que as particulas pudessem ser recobertas
com uma alta quantidade de proteina (WPC - STT e WPC - TT), em base seca,
de excelente valor nutricional atingindo quantidades préximas de 50 e 27%,
respectivamente. Maxima adsorcédo foi observada a 4 - 6% de proteina em
solucdo para WPC - STT e 4% de proteina em solugéo para WPC - TT.

O teor de proteina em solucao nao afetou o tamanho ou a morfologia
das microparticulas recém processadas, entretanto, o recobrimento, seja para
WPC - STT ou TT, promoveu uma redugcdo no tamanho das particulas
comparadas ao tamanho das particulas de gelificagdo idnica.

Particulas liofilizadas e reidratadas ou particulas Umidas recém-
processadas foram estaveis em uma ampla faixa de pH, mantendo sua
estrutura integra e tamanho similar em condigdes acidas, apresentando
acréscimo de tamanho quando pH foi alterado para 7, no caso das particulas
liofilizadas e reidratadas. Para as particulas Umidas, os tamanhos
permaneceram muito préximos em pH &cido ou a pH 7.

Particulas recobertas com WPC - STT ou WPC - TT foram fortemente
solubilizadas em condi¢gées simuladas do trato gastrico em pH 1,2 (> 40%).
Entretanto, quando o pH avaliado foi igual a 3, as solubilidades foram bastante
reduzidas, atingindo 5,6 % para WPC - STT e 18,6 % para WPC - TT. Os dois
tipos de particulas se desintegram completamente quando o pH foi alterado
para 7 na presenca de pancreatina.
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CONCLUSOES FINAIS

Particulas obtidas por gelificacao ibnica contendo pectina de baixo teor
de esterificacdo amidada e proteinas do soro do leite comercial ou desnaturada
interagiram por interagdo eletrostatica possibilitando a adsorgdo de altas
quantidades de proteina na superficie das PPec, em valores de pH abaixo do
ponto isoelétrico da proteina, que neste estudo foi de 4,36 para WPC - STT e
de 4,51 para WPC - TT. A utilizacado de WPC - STT permitiu a adsorgéo de =
50%, bastante superior aos = 30% quando as particulas foram recobertas com
WPC - TT, utilizando 4% de concentracao protéica em solugdo e 2% (p/p) de
manteiga nas formulagoes.

A interacao eletrostatica ocorreu quando uma relagdo PPec : WPC -
STT ou WPC - TT de 1:4 ou superior em relacdo ao conteudo da proteina foi
utilizada. Foi possivel observar que a carga de superficie PPec é inferior a
carga da solucdo de pectina, ambas com a mesma quantidade do
polissacarideo, medida através do potencial zeta.

O teor de manteiga presente nas PPec obtidas por gelificacdo i6nica
afetou negativamente a adsorcao de proteina sobre a superficie da particula,
sendo que ao se aumentar a quantidade de manteiga houve uma reducao na
adsorgao de proteina.

O recobrimento de PPec obtidas por gelificacdo ibnica aumentou o
valor nutricional das microparticulas além de permitir um melhor controle de
tamanho em diferentes condi¢des de pH.

O pH utilizado no SGA da simulacao do TGl influenciou na solubilidade
das microparticulas, aumentando a solubilidade proteica das particulas com a
reducdo do pH para condi¢cdes extremamente drasticas (pH 1,2) efeito muito
menor quando o pH foi de 3.

As particulas estudadas foram resistentes as condicées gastricas e
desfizeram-se em ambiente intestinal, permitindo a liberagdo do material
encapsulado, independente de se utilizar WPC - STT ou WPC - TT.
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ANEXO

Além dos testes para avaliar o efeito de diferentes concentracdes
protéicas em solucao na capacidade de adsorgcao de proteina sobre a particula
de gelificacdo ibnica, mais uma avaliacdo complementar foi estudada. Para
essa avaliacdo a concentracao de proteina foi iniciada com 4% de proteina em
solucao (WPC - STT e WPC - TT) adicionando-se particulas de pectina como
efetuado nos Capitulos 2 e 3. Apds a primeira adsorcdo as particulas
recobertas foram removidas e novas particulas de gelificacdo ibnica
adicionadas. Esse processo foi feito quatro vezes consecutivas. Os teores de
proteina adsorvida e umidade nas particulas e os teores de proteina
remanescente nas solugdes foram determinados. O procedimento foi feito em
trés repeticbes completamente independentes. Todas as determinagbes de
proteina e umidade nas particulas e solugdes foram feitas em triplicata em
cada etapa. A seguir sdo descritos os procedimentos utilizados.

Foram produzidas microparticulas de pectina conforme descrito no item
2.2.3 do Capitulo 2. As microparticulas de pectina da primeira emulsdo (2% de
pectina (m/m) e 2% de manteiga (m/m)) foram imersas em solucbées de WPC -
STT e WPC - TT a concentracao de 4% de proteina em solucao, com pH
corrigido para 4 e mantidas sob agitacao constante, em agitador magnético, por
30 minutos. As microparticulas foram escorridas em peneira de malha de acgo
de diametro de 125 um e a solucéo de proteina foi recuperada e as particulas
lavadas em agua deionizada a pH 4. Uma nova emulsdo de pectina foi
preparada e novas particulas de pectina foram produzidas e essas foram
novamente imersas na solucao remanescente de WPC utilizada no primeiro
recobrimento, também com pH corrigido para 4. Este procedimento foi repetido
por mais 2 vezes, sempre se recuperando a solucdo de WPC. Durante o
processo, utilizou-se uma proporcao de 100 g de particulas de pectina obtidas
de 100 mL de emulsao de pectina + manteiga para cada 200 mL de solucéo de
proteina. Foi determinado o teor de proteina (base seca - Kjeldahl) nas
solucoes de WPC - STT e WPC - TT apds cada banho, o teor de umidade das
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microparticulas e o conteudo de proteina adsorvida a superficie das particulas
de pectina. Os testes foram realizados com solugdes de WPC a 4% de
proteina, para solucées de WPC - STT e WPC - TT. Os teores de proteina
adsorvida e umidade das particulas encontram-se na Tabela 1.

Tabela A 1. Teores de proteina (%)de microparticulas produzidas por
gelificacdo ibnica e interagéo eletrostatica, reaproveitando a SPro.

N¢ de

. - WPC - STT WPC -TT

imersoes
12 46,5 + 0,7 Aa* 27,9+2.3 ap
24 27,7 £ 0,7 Ba 10,1 £ 0,5 8o
32 16,4 +0,2 ca 5,1 +0,3cv
42 12,4 + 0,5 pa 25+0,1co

*Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e minlsculas na linha) nao
diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

Tabela A 2. Teores de umidade (%) de microparticulas produzidas por
gelificagdo ibnica e interagao eletrostatica, reaproveitando a SPro.

Ne de

. - WPC - STT WPC -TT

Imersoes
18 90,0+0,3ca 95,9+0,0pb
22 940+0,08a 97,9+0,0 Av
3¢ 95,3+0,08a 96,7 +0,2cob
42 96,5 + 0,3 Aa 97,1 £0,1 Ba

Também foi quantificado o teor de proteina remanescente na solucdo de WPC
apds cada imersao. Os resultados podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela A 3. Teor de proteina nas solugbes de WPC apds as interagbes
eletrostaticas sequenciais.

N®de imersdes  wpC - TT WPC - STT
12 4,0 pa* 4,0 pa
02 1,67+0,03a 256 + 0,05 Aa
32 1,19+0,0180 1,81 +0,03 Ba
42 0,85+0,08cb 1,32+0,03ca

*Médias seguidas das mesmas letras (mailsculas na coluna e mindsculas na linha) nao diferiram de acordo com o
teste de Tukey (p>0,05).

A quantidade de proteina adsorvida variou em funcdo da solucdo de
WPC estar na forma nativa ou ter sido submetido ao tratamento térmico.
Particulas com WPC - STT apresentam uma maior quantidade de proteina
adsorvida quando comparado a particulas com WPC - TT, assim como
observado no Capitulo 2 Tabela 2.2 e Capitulo 3 Tabela 3.1.

O teor de proteina adsorvida sobre a superficie das particulas variou
em fungé@o do numero de vezes que as particulas de pectina foram imersas na
mesma solucdo de WPC, independente de WPC - STT ou WPC - TT. Como
esperado, a quantidade de proteina em solugdo decresceu com o0 aumento do
namero de vezes que a solucao foi reutilizada, e a adsorgcdo de proteina sobre
a superficie das particulas de pectina também decresceu a medida que as
solucbes eram reaproveitadas. Apés quatro testes, as particulas recobertas
com WPC - STT tiveram uma grande reducdo no teor de proteina adsorvida,
variando entre 46,46% para 12,36% enquanto que, para as particulas
recobertas com WPC - TT essa reducéo foi de 27,91% para 2,49%.

Como esperado, o teor de proteina em solugédo afetou a quantidade de
proteina adsorvida. A medida que a solucdo de proteina era reaproveitada a
concentragdo de proteina era reduzida, levando a uma menor quantidade de
proteina disponivel no sistema para interagir com as particulas de gelificacao
ibnica. Isso indica que a quantidade de proteina disponivel em solucao nao era
suficiente para interagir eletrostaticamente com todos os grupos carboxilicos
disponiveis na superficie das particulas de gelificacao i6nica. Segundo Roach
et al (2005), a adsorcao de proteina sobre superficies é influenciado pela
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concentragdo do material de recobrimento em solugdo. A estratégia utilizada
nesse experimento pode representar, no futuro, uma alternativa para
bioremediacédo de efluentes das industrias de produtos lacteos, em especial,

das industrias de queijos.
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