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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas com multicamadas contendo alto
teor de proteinas, capazes de serem estaveis a condi¢des adversas do meio e resistentes
ao ambiente gastrico. Na primeira parte deste estudo, interagdes eletrostaticas entre o
alginato e proteinas do concentrado proteico do soro do leite (WPC) foram avaliadas em
relagdo as condi¢des de pH (3,5 e 3,75) e proporgdes de polissacarideo e proteina. A
formacao de coacervados com os biopolimeros alginato e WPC foi caracterizada quanto
a aparéncia, tamanho médio e carga superficial. Esta andlise permitiu definir as
condi¢des em que a interagdo entre proteinas e particulas de alginato pudesse ocorrer.
Assim, microparticulas de alginato produzidas por gelificagdo i6nica foram
posteriormente recobertas por interagdo eletrostatica com proteinas, utilizando solugdes
de diferentes concentracdes de concentrado proteico do soro do leite, em dois pHs.
Foram testadas trés concentragdes de proteina em solugdo para cada pH de
recobrimento, sendo 0,6, 3 ¢ 4% para o pH 3,5 ¢ 1,7, 3 e 4% para o pH 3,75. As
particulas obtidas foram caracterizadas com relagdo ao teor total de proteina, contetido
de umidade, tamanho e morfologia. As maiores adsor¢des proteicas foram obtidas com
a maior concentracdo de proteina em solugdo (4%) em ambos pHs. A partir deste estudo
preliminar, selecionou-se a amostra de microparticulas com o maior teor de proteina
adsorvida para se construir multicamadas em sua superficie através da interacdo
eletrostatica. Na segunda parte do estudo, foram produzidas multicamadas de alginato e
proteinas do concentrado proteico do soro do leite sobre a superficie da particula de
alginato. Essas particulas foram caracterizadas igualmente as anteriores. A proteina total
adsorvida na particula foi alta, variou de 51,20% a 64,91%, sendo 33,24% dessa
proteina encontrada na primeira camada (Algpa,). Na terceira camada (Algpas),
também foram encontradas elevados teores proteicos, variando de 17,96% a 31,67%.
Uma relag@o proporcional entre a concentragdo de alginato ¢ WPC com o aumento da
adsorcdo proteica nesta camada foi observada. A formacao das multicamadas (Algpar €
Algp,3) sobre a superficie das particulas provocou uma diminuicdo significativa no teor
de umidade das particulas (Algpar), ao contrario do que foi observado com o tamanho.
Observacodes realizadas por MEV revelaram que as camadas produzidas com alginato

tendem a ter superficies mais lisas, e com WPC, tendem a ser rugosas. A amostra de

XV



XVi



microparticulas com multicamadas que apresentou a maior adsor¢do proteica foi
avaliada quanto a estabilidade em temperatura de esterilizacdo (121 °C, por 15 minutos),
pH (2, 4, 6 e 8), concentracdo de sal (0, 50, 100, 150 e 200 mM) e em condicdes
gastrointestinais (in vitro). Além disso, foram caracterizadas em relagdo ao tamanho
médio, solubilidade proteica e morfologia. Particulas multicamadas umidas
permaneceram integras a temperatura de esterilizagdo, apresentaram uma diminui¢do
significativa de tamanho e um acréscimo significativo na solubilidade da camada
proteica para o meio em pH 2, e permaneceram estaveis em pHs 4, 6 e 8. A perda de
proteina das multicamadas da particula aumentou significativamente com o aumento da
for¢a idnica do meio. As particulas com multicamadas se mostraram parcialmente
resistentes as condigdes gastricas, com uma liberagdo de 30,5% da proteina presente na
particula e, foram sensiveis a atividade proteolitica em ambiente intestinal simulado
promovendo a desintegragdo das multicamadas e a liberagdo de praticamente toda
proteina da particula. Considerando os resultados obtidos, conclui-se que ¢ possivel a
formagdo de multicamadas de alginato ¢ WPC sobre a superficie de particulas de
gelificagdo i6nica com alta adsorg@o proteica, capazes de serem estaveis em condicdes

adversas do meio e parcialmente resistente as condigdes gastricas.

Palavras chaves: microencapsulagdo, multicamadas, gelificacdo i0nica, alginato,

concentrado proteico do soro do leite, interacdo eletrostatica.
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ABSTRACT

The objective of this work was to produce microparticles with multilayer containing
high protein content, capable of being stable to harsh conditions of the environment and
resistant to the gastric environment. In the first part of this study, the electrostatic
interaction between the alginate and protein of concentrate whey protein (WPC) was
evaluated in relation to pH conditions (3.5 and 3.75) and ratio of polysaccharide:
protein. The formation of coacervates between the alginate and WPC was characterized
as the visual appearance, medium size and surface charge. This analysis allowed us to
define the conditions in which the interaction between proteins and alginate particles
could occur. Thus alginate microparticles produced by ionic gelation were subsequently
coated by electrostatic interaction with proteins, using solutions with different
concentrations of whey protein at two pHs. Three concentrations were tested with
respect to the protein concentration, being 0.6, 3 and 4% for pH 3.5 and 1.7, 3 and 4%
for pH 3.75. The particles were characterized with respect to the total protein content,
moisture content, size and morphology. The highest protein adsorption were obtained
with the higher concentration of protein solution (4%) by both pH. From this
preliminary study, we selected the particle with the highest level of protein adsorbed to
construct multilayer using electrostatic interaction on its surface. In the second part of
the study, were produced multilayers of alginate and WPC were produced on the surface
of the particle of alginate. These particles were characterized in relation to protein
adsorption, moisture content, medium size and morphology. The total protein adsorbed
on the particle was high, varied from 51.20% to 64.91%, being 33.24% of this protein
found in the first layer (Algpu). In the third layer (Algp,s), were also found elevated
protein levels, varying from 17.96% to 31.67%. A proportional relationship between the
concentration of alginate and WPC with increased protein adsorption was observed in
this layer. The formation of multilayers (Algpa and Algpa;) on the particle surface
caused a significant decrease in moisture content of the particles (Algpa), contrary to
what was observed with the size. Observations made by SEM revealed that layers
produced with alginate tend to have most smooth surfaces, and WPC tend to be rough.
The particle multilayers that presented the highest protein adsorption was evaluated as

to the stability at sterilization temperature (121 ° C for 15 minutes), pH (2, 4, 6 and 8),
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salt concentration (0, 50, 100, 150 and 200 mM) and in gastrointestinal conditions.
Furthermore were characterized with respect to medium size, protein solubility and
morphology. Moist Multilayer particles have remained stable against the temperature
of sterilization, showing a significant decrease in size and a significant increase in the
solubility of the protein layer into the medium at pH 2, and remain stable at pH 4, 6 and
8. The loss of protein from multilayer particle increased as ionic strength increased. The
particles with multilayer were partially resistant to gastric conditions, with a release of
30.49% of the protein in the particle, and were susceptible to proteolytic activity in
simulated intestinal environment promoting the particle disintegration and the release of
all protein recovering the particles. Considering the results obtained, it is concluded that
it is possible the formation of multilayer alginate and WPC on the surface of particles
obtained ionic gelation using high protein adsorption, capable of being stable in adverse
conditions of the environment (temperature, pH, ionic strength) and resistant to gastric

conditions.

Keywords: Microencapsulation, multilayer, ionic gelation, alginate, concentrated whey

protein, electrostatic interaction.
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INTRODUCAO GERAL

A microencapsulagdo ¢ um método pelo qual um material, ou uma mistura de
materiais sdo revestidos ou aprisionados dentro de outro material (RISH, 1995) em
forma de micro/nanoparticula (JAFARI et al.,, 2008). Seu principal objetivo €
proporcionar protecdo ao material encapsulado contra condigdes adversas do meio
externo (umidade, calor, pH, oxigénio ¢ luz) e, permitir sua liberagdo em seu local de
acdo, em quantidade e no momento adequado, mediante estimulos especificos
(SHAHIDI; HAN, 1993; GIBBS, 1999). Essa liberagdo especifica do material
encapsulado pode ocorrer por ruptura mecanica, temperatura, pH, solubilidade no meio,
biodegradacao ou por difusdo (REINECCIUS, 1995; GOUIN, 2004).

A utilizacdo da microencapsulagdo de materiais de diferentes naturezas tem sido
alvo de inumeras pesquisas, contribuindo para aplicagdes potenciais em diversas areas,
tais como farmacéutica, alimenticia, agricola e cosmética (SILVA et al., 2003; JAFARI
et al., 2008). Diante disso, nos ultimos anos diversos métodos ¢ materiais tém sido
investigados para produ¢do de microparticulas, tal como, a gelificacdo i6nica utilizando
polissacarideos naturais como o alginato (PATIL et al., 2010).

A gelificagdo i6nica ¢ uma técnica de microencapsulcao branda, simples, rapida e de
facil execucdo, onde particulas de gel como, por exemplo, de alginato sdo formadas
devido & interagdo de ions multivalentes, como o Ca*", com os grupos carboxilicos da
cadeia polimérica do alginato (YEO; BAEK; PARK, 2001; BAJPAIL; TANKHIWALE,
2006; YOO et al., 2006; SMRDEL et al., 2008). Essas matrizes de gel propiciam a
encapsulacdo de compostos hidrofoébicos (GUZEY; McCLEMENTS, 2006), além disso
tem sido muito empregadas em aplicagdes entéricas como veiculos de entrega de
farmacos e micro-organismos (ANAL; STEVENS, 2005; CHANDRAMOULI et al.,,
2004), entretanto, a alta porosidade da matriz pode inviabilizar a protecdo de compostos
de baixo peso molecular acelerando a liberagdo do material encapsulado (SEZER;
AKBUGA, 1999; FUIIWARA et al., 2010).

A resisténcia mecanica ¢ a permeabilidade destas particulas podem ser melhoradas
com a formacao de uma ou mais camadas de polieletrolitos de cargas opostas sobre sua
superficie (YEO; BAEK; PARK, 2001; PENICHE et al., 2004; ANAL; STEVENS,
2005; GBASSI et al., 2009; PATIL et al., 2010). Essa constru¢do de camadas de
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polieletrdlitos ocorre principalmente devida a interacdo eletrostatica entre cargas
opostas, resultando na adsor¢cdo de polieletrolitos carregados positivamente ou
negativamente, de forma alternada, sobre uma superficie carregada eletricamente
(DECHER, 1997; QIU et al., 2001; Al; JONES; LVOV, 2003; SCHONHOFF, 2003;
SHENOY; SUKHORUKOV, 2005; JOHNSTON et al., 2006; WANG et al., 2007).

Uma variedade de polimeros naturais e sintéticos tem sido investigada para a
formacdo de multicamadas, e dentre esses, os polimeros naturais, incluindo as proteinas
do soro do leite tem se destacado principalmente pelas suas propriedades plastificantes,
essenciais para formacao de filmes fortes e flexiveis (FLORIS et al., 2008) e por formar
complexos eletrostaticos com o alginato para concepgao de sistemas com estabilidade e
resisténcia desejaveis para aplicagdes entéricas (GBASSI et al., 2009; PATIL et al.,
2010).

Além do tipo de polieletrolitos utilizados a formacdo e propriedades apresentadas
pelas multicamadas s3o influenciadas pela concentracdo e pH das solugdes de
polieletrdlitos, nimeros e espessura das camadas desejadas, forca ionica, temperatura e
tempo de deposicdo (SUKHORUKOV et al., 2001; HALTHUR; CLAESSON;
ELOFSSON, 2004; RICHERT et al, 2004; SRIVASTAVA; KOTOV, 2008;
LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009). O manuseio cuidadoso desses fatores
permitem a projecdo e a fabricacdo de particulas com multicamadas, de modo a atingir a
estabilidade fisico-quimica, atender as condi¢cdes de protecdo e liberagdo do material
encapsulado, mediante estimulos especificos.

A produgdo de particulas com multicamadas tem se tornado um grande atrativo
para muitas aplicagdes em diversas areas. Mais avangos no entendimento dos principios
de construg@o de camadas, interagdes das cargas dos materiais, ¢ interacdo com o meio
em que ¢ inserida, sdo fundamentais para o avango desta técnica. Portanto a producdo
de particulas com multicamadas a partir de materiais naturais que permitem a
microencapsulagdo de compostos, garantindo sua viabilidade em seu local de agdo se
faz necessario, para maior compreensdo do processo de obtencdo das mesmas. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo desenvolver microparticulas pelas técnicas de
gelificagdo i0nica utilizando alginato de soédio com posterior formagdo de multicamadas

de proteinas do soro do leite e alginato por interacdo eletrostatica sobre sua superficie,



avaliando-se a influéncia das concentragdes dos biopolimeros na adsorgao proteica, bem

como, a estabilidade das particulas quando inseridas em diferentes condigdes de meio.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi produzir particulas por gelificacdo idnica utilizando
alginato e recobri-las com multicamadas de proteinas do soro do leite e alginato por

interacdo eletrostatica e avaliar sua estabilidade quando inseridas em diferentes meios.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Avaliar a carga liquida dos materiais utilizados na produg¢do de microparticulas e
a relagdo de quantidades entre alginato e proteina necessarias para a producdo de
microparticulas revestidas;

*Avaliar o efeito do pH e da concentracdo de proteina em solucgdo sobre a adsorgéo
de proteina na primeira camada formada sobre a superficie das microparticulas de
alginato;

*Avaliar o efeito da concentracdo de alginato e proteina em solugdo sobre a
formagdo de multicamadas sobre a superficie de microparticulas de alginato para que
ocorra alta adsorcao proteica;

*Avaliar a relagdo tamanho médio das microparticulas com o numero de camadas
adicionadas;

*Avaliar a morfologia interna e externa das microparticulas com multicamadas;

*Avaliar a estabilidade e capacidade de hidratacdo das microparticulas com
multicamadas tUmidas e liofilizadas, respectivamente, frente a temperatura de
esterilizacdo;

*Avaliar a estabilidade das microparticulas com multicamadas umidas frente ao
pH e concentracdo de NaCl;

*Avaliar a resisténcia das microparticulas com multicamadas em condigdes que

simulam o ambiente gastrico e intestinal.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

O trabalho esta estruturado em capitulos, conforme descrito a seguir.

No Capitulo 1, “ Revisdo Bibliografica” sdo apresentados os fundamentos tedricos
dos topicos abordados no presente trabalho;

O Capitulo 2, “Avaliacdo da interacdo eletrostatica entre alginato e proteinas do
soro do leite e seu efeito sobre a adsor¢do de proteinas na superficie de particulas de
alginato”, retine os ensaios preliminares para a obtencdo das condi¢cdes de pH,
proporgdes e concentracdes de alginato e proteinas dos soro do leite que viabilizem a
interagdo entre os mesmos. Avaliou-se também a possibilidade de particulas de alginato
obtidas por gelificagdo idnica, serem recobertas com uma camada de proteinas do soro
do leite.

No Capitulo 3, “Producdo e caracterizagdo de microparticulas com multicamadas
de alginato e proteinas do soro do leite”, o foco principal foi produzir multicamadas
sobre a superficie de particulas de alginato com diferentes concentracdes de
biopolimeros em solugdo com alto contetido proteico, e avaliar o seu comportamento
quando submetidas a temperatura, diferentes pHs, variadas concentracdes de NaCl e

simulagdo in vitro das condi¢des gastrointestinal.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Microencapsulacio

A microencapsulacio ¢ uma tecnologia de empacotamento que, com finas
coberturas poliméricas aplicaveis em compostos solidos ou liquidos formam particulas
denominadas microcapsulas (SHAHIDI; HAN, 1993; GIBBS et al., 1999; JAFARI, et
al., 2008).

O conceito desta técnica surgiu da idealizacdo do modelo celular, no qual o nucleo ¢
envolvido por uma membrana semipermeavel, que o protege do meio externo e,
simultaneamente, controla a entrada ¢ saida de substancias na célula. De modo similar, a
microcapsula consiste em uma camada de agente encapsulante, que atua como um filme
protetor, isolando o material do nucleo e controlando sua liberacdo mediante os
estimulos especificos, evitando efeitos de sua exposicdo inadequada (ROCHA;
FAVARO- TRINDADE; GROSSO, 2011; JIZOMOTO et al., 1993).

A técnica vem sendo estudada desde a década de 30 e a sua primeira aplicagdo
comercial foi em 1954, com a producdo de papéis de copia sem carbono contendo uma
fina camada de microcapsulas com tinta para a substituicdo dos papéis carbono. Ao
serem pressionadas pela maquina, as microcapsulas rompiam-se liberando a tinta
contida no seu interior, propiciando assim a obtencao da copia (SHAHIDI; HAN, 1993,
DUBEY; SHAMI; BASHKER RAO, 2009).

Desde entdo, a microencapsulagdo evoluiu muito e atualmente ¢ considerada como
uma tecnologia inovadora que tem sido empregada com éxito na industria de
cosméticos, farmacéutica e¢ alimenticia (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA,
2008).

Dentro da area de alimentos, ela ¢ utilizada para a protecdo contra adversidades do
meio (umidade, pH, calor, oxigénio, luz) aumentando assim a estabilidade ¢ mantendo a
viabilidade do material encapsulado. Além disso, ¢ empregada para facilitar o manuseio
e também mascarar sabores ou odores indesejaveis do material do nicleo

(BARANAUSKIENE et al., 2007; DESAI; PARK, 2005; SHAHIDI; HAN, 1993).
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No caso da area farmacéutica o seu principal objetivo é permitir a liberacdo
controlada de farmacos, com foco principalmente na melhoria da seguranca e eficacia
dos farmacos. Esses sistemas permitem a liberagao precisa de baixas doses de farmacos
potentes, melhoram a biodisponibilidade e estabilidade dos agentes terapéuticos contra
degradag@o quimica e enzimatica, antes e depois da administragdo, até exercerem a sua
acdo farmacoldgica, além de reduzirem a concentragdo dos farmacos em outros locais
que ndo os orgdos ou tecidos alvos (SILVA et al., 2003; HAMIDI; AZADI; RAFIEI,
2008).

As microparticulas sdo particulas solidas, que apresentam geralmente forma esférica
com tamanho que varia de 1 a 1000 pm (SILVA et al., 2003). Dependendo das
propriedades fisico-quimicas do material de nucleo diferentes tipos de particulas podem
ser produzidas, tais como: esferas simples 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 nticleos
distintos dentro de uma mesma particula e particulas com multicamadas, como mostra a
Figura 1.1 (GHARSALLAOUI et al., 2007; GIBBS et al., 1999; SHAHIDI; HAN,
1993).

Muitinucleada

&

Figura 1.1 Morfologia de diferentes tipos de microcapsulas, adaptado de Gharsallaoui et

al. (2007).
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A forma das microparticulas também ¢ bastante varidvel em razdo do método de
microencapsulacdo e do material de parede utilizado para o seu preparo (JACKSON;
LEE, 1991). Na escolha do material de parede deve-se considerar as suas propriedades
fisico-quimicas, como a capacidade de formacdo de filme e compatibilidade, sua
viscosidade, higroscopicidade, habilidade de selar e segurar o material do ntcleo e suas
propriedades de liberacdo do material do ntcleo conforme a aplicacdo a que se destinam
(AZEREDO, 2005).

Esta selecdo do material de parede é um fator determinante na eficiéncia do
processo de microencapsulacdo. Uma grande variedade de materiais de parede sdo
utilizados, por exemplo: as gomas (goma arabica, agar, alginato, carragena), os
carboidratos (amidos, pectina, dextrinas, xarope de milho), as celuloses
(carboximetilcelulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose), os lipideos (cera, parafina,
triestearina, acido estearico, mono e diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas) e as
proteinas (gluten, caseina, isolado proteico de soro de leite, gelatina e albumina)
(SHAHIDI; HAN, 1993).

As propriedades do material de parede e do material a ser encapsulado, a aplicacdo e
os mecanismos desejados de liberacdo sdo fatores que refletem diretamente na escolha
do método de microencapsulagao (AZEREDO, 2005). Diferentes métodos sdo descritos
para a preparagdo das microparticulas, que podem ser divididos em fisicos-quimicos,
fisicos e quimicos. Entre os métodos fisico-quimicos estdo: coacervacdo simples ou
complexa (separacdo de fase aquosa), evaporacdo emulsdo-solvente (separacio por fase
orgénica), emulsdo-solidificagdo, envolvimento lipossomico, ¢ os métodos fisicos
compreendem o spray drying, spray coating, spray chilling, leito fluidizado, extrusao,
centrifugacdo com multiplos orificios, co-cristalizagdo, liofilizacdo. Os métodos
quimicos envolvem a polimerizagéo interfacial e inclusdo molecular (SHAHIDI; HAN,
1993; GIBBS et al., 1999).

A estrutura interna da particula formada durante o processo de microencapsulagéo ¢
um fator importante para se determinar suas caracteristicas funcionais, como a
eficiéncia de encapsulacdo, a capacidade de retencdo do composto encapsulado, a

permeabilidade, a integridade e a digestibilidade (JONES; McCLEMENTS, 2010).
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2. Gelificagao Ionica

A formacao de particulas de géis a partir da gelificacdo ionica tem sido estudada nos
ultimos anos, como sendo uma das mais promissoras em sistemas de entrega controlada
de farmacos (HAMIDI; AZADI; RAFIEIL, 2008; PATIL et al., 2010). Grande parte
desse interesse ¢ devido a sua capacidade de formar particulas com textura suave, com
caracteristicas de biocompatibilidade com membranas, em consequéncia da natureza
hidrofilica do material e seu elevado contetido de agua (> 95%) (DE VOS et al., 2006;
BUREY et al., 2008; HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008).

Dois tipos de gelificagdo idnica podem ser utilizadas para a formacao de particulas,
sendo estes a interna e a externa. A produgdo de particulas por meio da gelificacdo
ionica interna ¢ baseada na liberagdo de ions de calcio a partir de um complexo
insoltvel em uma solucdo polimérica contendo material de recheio. A solugdo ¢ entdo
emulsificada em uma fase oleosa contendo surfactante. Posteriormente, a gelificacdo ¢
iniciada com a redugdo do pH por adicdo de uma solugdo acida, que por sua vez,
provoca a liberagao dos ions célcio, permitindo a complexagao do célcio com os grupos
carboxilicos do polimero (BUREY et al., 2008; MARTIN VILLENA et al., 2009). Por
outro lado, a formacdo de particulas a partir da gelificac@o i0nica externa ¢ baseada na
habilidade de diversos polissacarideos gelificarem na presenca de ions multivalentes
(YEO; BAEK; PARK, 2001). A interagdo de ions, como o Ca**, com os grupos
carboxilicos das cadeias poliméricas de polissacarideos resulta na formagao de um gel
insoluvel (SMRDEL et al., 2008).

A vantagem desta técnica de gelificagdo idnica externa estd na sua facilidade e
praticidade de execucdo, o simples gotejamento de uma solugdo polimérica contendo o
material de recheio sobre uma solugdo idnica, em agitagdo constante, resulta
instantaneamente na formagdo de estruturas esféricas de gel (WILLAERT; BARON,
1996; MUKAI-CORREA et al., 2005; RACOVITA et al., 2009; RE; SANTANA;
AVILA, 2010). O tempo de permanéncia das particulas na solugdo idnica estd
diretamente relacionado com a espessura da parede da capsula e consequentemente com
a sua resisténcia a ruptura mecanica (RACOVITA et al., 2009; PASQUALIM et al.,

2010). Sao necessarios, aproximadamente 20 minutos de contato com a solucdo idnica,
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para que as particulas atinjam a sua estabilidade maxima e a resisténcia mecanica torne-
se constante (RACOVITA et al., 2009).

Além do tempo, outros fatores como o pH e a concentracdo do polissacarideo e do
cation influenciam na formagdo, na  estabilidade e  porosidade das particulas
(MESTDAGH; AXELOS, 1998; WALSTRA, 2003).

A principal caracteristica das particulas de gelificagdo ionica produzidas por
hidrocolodides ¢ a matriz de gel porosa, o que permite uma difusdo rapida e facil da agua
e/ou outros fluidos para dentro ¢ fora da matriz da capsula (GOUIN, 2004).
Consequentemente, a porosidade dessas particulas determinara a quantidade de material

de recheio retida e o tempo de liberagdo do mesmo.

3. Alginato

O uso de hidrocoldides para formagdo de particulas de géis t€ém tido crescente
interesse por diversas areas de aplicacdo, tais como alimenticia, farmacéutica e
cosmética (BUREY et al., 2008). Estes hidrocoloides sdo particularmente atraentes por
suas propriedades de formar géis e alterar a viscosidade quando dispersos em meio
aquoso. Os principais hidrocoloides gelificantes sdo o alginato, pectina, carragena,
gelatina, goma gelana e agar (SAHA; BHATTACHARYA, 2010). Dentre eles destaca-
se o alginato, que ¢ um polissacarideo natural, biodegradavel, obtido a partir de algas
marinhas marrons como a Laminaria digitata e L. hyperboria (SILVA et al., 2006;
YOO et al., 2006).

Na indutstria médica e farmacéutica, o alginato ¢ muito empregado devido a suas
caracteristicas de imunogenicidade, biocompatibilidade, bioadesdo e ndo toxicidade
(BAJPAL; TANKHIWALE, 2006a).

Quimicamente, o alginato ¢ um polissacarideo anidnico, composto de acido B-D-
manurdnico (M) e acido a-L-gulurdénico (G), unidos linearmente por meio de ligagdes
glicosidicas a-1,4 (THU et al., 1996b; SILVA et al., 2006; YOO et al., 2006; ANNAN;
BORZA; TRUELSTRUP HANSEN, 2008). Possui ao longo de sua cadeia regides
homopoliméricas de D-manurénico (MM) e L-gulurdnico (GG) intercaladas com

regides heteropoliméricas de M e G (MG) como mostra a Figura 1.2 (PATIL et al.,
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2010; BLANDINO; MACIAS; CANTERO, 1999). A propor¢do e a distribuicdo dos
dois acidos na cadeia polimérica sdo dependentes da espécie de algas que se extrai o
alginato, podendo ocorrer variagdes nas suas porcentagens (PENICHE et al., 2004;

THU et al., 1996a; THIES, 1995).

Figura 1.2 Cadeia de alginato conformacédo cadeira, adaptado de Thu et al.(1996b).

Além disso, o alginato ¢ um polieletrolito carregado negativamente acima do pH
correspondente ao seu pK, (pH 3,38 — 3,65) e, em baixos valores de pH a dissociacdo
dos grupos carboxilas ¢ suprimida (SIMSEK-EGE et al., 2003). A distribuigdo de
cargas negativas ao longo da estrutura do alginato em solu¢do aquosa € resultado do
arranjo sequencial dos acidos D-manurdénico e L-gulurdnico presentes no alginato
(ANNAN; BORZA; TRUELSTRUP HANSEN, 2008).

Suas propriedades gelificantes sdo provenientes de ligagdes cooperativas de
cations bivalentes com blocos de acidos gulurénicos. Ocorrem através das mudancas
dos ions sodio dos acidos gulurénicos por cations bivalentes, fazendo a jungdo entre as
cadeias, e promovendo a formacdo de uma rede tridimensional, geralmente descrita pelo
modelo caixa de ovos (Figura 1.3) (GOMBOTZ; WEE, 1998; BLANDINO; MACIAS;
CANTERO, 1999; MUKAI- CORREA, 2003; BAJPAI; TANKHIWALE, 2006b; YOO
et al., 2006; SILVA et al., 2006).

Os cations bivalentes utilizados na gelificagdo do alginato sio o Ca>’, Ba’" ¢ Al’
(RACOVITA et al., 2009). Dentre esses, a maior seletividade ao ions de calcio ¢
atribuida a sitios de ligagdes especificos de calcio em grupos carboxilicos do acido
gulurénico (MUKAI- CORREA, 2008) .
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Figura 1.3 Formagdo do gel de alginato de calcio. Adaptado de Martin Villena et al.
(2009).

As propriedades de gelificagdo do alginato como porosidade, comportamento de
inchamento, estabilidade e forca do gel, sdo influenciadas pela sua composi¢do
monomérica e estrutura dos blocos, tamanho molecular, concentracdo do polimero e
concentragdo do cation (THU et al., 1996b; BLANDINO; MACIAS; CANTERO,
1999).

A utilizagdo de alginato como material de parede para microencapsulacdo, traz
como vantagem o seu baixo custo, sua facilidade de manuseio, ambiente relativamente
inerte ¢ aquoso dentro da matriz (GIBBS et al., 1999; DOUMECHE et al., 2004) e nao
toxicidade para as células (PREVOST; DIVIES, 1992; CHANDRAMOULI et al., 2004;
DING; SHAH, 2007).

Extensas quantidades de trabalhos tem sido feitas com géis de alginato,
principalmente por sua habilidade excepcional de ser relativamente estavel em pH
acido, mas facilmente inchado e desintegrado em meios moderadamente alcalinos
(DOUMECHE et al., 2004; YOO et al., 2006; BAJPAI; TANKHIWALE, 2006a;
ANNAN; BORZA; TRUELSTRUP HANSEN, 2008).

Matrizes de alginato sdo utilizadas na producdo de particulas para liberacdo de
farmacos (ANAL; STEVENS, 2005) e bactérias (CHANDRAMOULI et al., 2004;
DING; SHAH, 2007) no intestino, com finalidade de promover a prote¢do das

substancias encapsuladas em relag@o a acidez gastrica e permitir sua posterior liberagao
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no ambiente basico de fluidos intestinal (ANNAN; BORZA; TRUELSTRUP HANSEN,
2008).

No entanto, um dos obstaculos para o uso das particulas de alginato, produzidas
especialmente por gelificacdo ionica € a grande porosidade da membrana, que permite a
passagem de pequenas moléculas, restringindo seu uso para moléculas de baixo peso

molecular e hidrofilicas (FUIIWARA et al., 2010).

4. Interacao Eletrostatica

Uma das maneiras de superar este obstaculo e aumentar a sua estabilidade ¢ o
recobrimento de particulas de gelificacdo idnica com biopolimeros através de interagdes
eletrostaticas (PATIL et al., 2010). A utiliza¢do desta técnica evita o uso de agentes
quimicos (gluralteido e etileno) para a reticulagdo dos hidrogéis, reduzindo assim,
possiveis toxicidades e efeitos indesejaveis dos reagentes (ANAL; STEVENS, 2005;
LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009).

A interagdo eletrostatica ocorre entre biopolimeros carregados com cargas opostas,
que interagem entre si (PHILIPP et al., 1889). Na maioria dos casos, os sistemas de
biopolimeros utilizados incluem uma molécula proteica como polieletrolito positivo e
uma molécula de polissacarideo como polieletrélito negativo (JUN-XIA; HAI-YAN;
JIAN, 2011).

As proteinas apresentam carga liquida negativa acima do seu ponto isoelétrico (pl)
e carga liquida positiva abaixo do pl, enquanto que os polissacarideos anidnicos tem
carga negativa maxima em valores de pH bem acima do seu pKa, mas perdem
progressivamente essa carga a medida que o pH ¢ reduzido (JONES; DECKER;
McCLEMENTS, 2010a). Sabe-se que o pH exerce uma grande influéncia na
intensidade da interagcdo eletrostatica, pois este determina o grau de ionizacdo dos
grupos laterais (grupos amina e carboxilico) dos biopolimeros afetando sua carga total
(SCHMITT et al., 1998; SCHMITT et al., 1999).

Uma proteina e um polissacarideo anidonico podem se associar fracamente quando o
pH encontra-se sensivelmente acima do pl da proteina, devido a repulsdo eletrostatica

entre os dois biopolimeros negativos. No entanto, a medida que o pH ¢ reduzido para
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abaixo do pl da proteina, tende-se a formar complexos insoluveis ou coacervados,
devida a forte interacdo entre as cargas opostas (JONES; DECKER; McCLEMENTS,
2010a).

Esta associacdo eletrostatica entre proteinas e polissacarideos depende de muitos
fatores, como o peso molecular dos biopolimeros empregados, a densidade da carga, as
concentragdes e proporc¢des utilizadas (SCHMITT et al., 1999; WANG et al., 1999). O
controle destes fatores e a manipulagdo dessas interagdes entre as duas macromoléculas
sdo essenciais para a formagdo de uma ou mais camadas protetoras na superficie do
hidrogel, a fim de diminuir a porosidade da particula, modificar a sua resisténcia
mecanica e sua barreira de permeabilidade (PENICHE et al., 2004; PATIL et al., 2010).

Esta abordagem de formagdo de camadas finas de polissacarideos e proteinas
sobre superficies solidas pode melhorar e refinar as caracteristicas que interessam na
escolha das particulas. Diante disso, a técnica descrita acima, tem atraido um namero
crescente de pesquisadores, devida a ampla gama de vantagens para aplicagdes

alimenticias, farmacéuticas ¢ biomédicas (YE et al., 2005; MIRANDA et al., 2011).

5. Método “layer — by — layer”

Neste contexto, recentemente o método /ayer - by — layer foi aplicado a area de
microencapsulacdo (YE et al.,, 2005), para a producdo de multicamadas de
polieletrolitos (JOHNSTON et al., 2006). A técnica baseia-se na adsor¢do consecutiva
de camadas alternadas de polieletrolito carregado positivamente e negativamente sobre
uma particula modelo e tem como for¢a matriz a interagdo eletrostatica (DECHER,
1997; KREFT et al., 2007).

Desde a sua introdug@o por Decher e colaboradores (MIRANDA et al., 2011), esta
técnica tem atraido a atencdo da comunidade cientifica, devida a versatilidade de
processo no que diz a respeito aos materiais que podem ser utilizados para a construcao
de multicamadas e ainda a possibilidade de sua combinagdo com outros métodos,
resultando em um alto potencial de aplicacdo em diferentes area de desenvolvimento de

materiais (SCHONHOFF, 2003).
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O processo basico da formac¢do de multicamadas envolve a imersdo de um substrato
(por exemplo, uma particula) com sua superficie carregada eletricamente, em uma
solu¢do contendo um polieletrolito de carga oposta. A interacdo eletrostatica entre o
substrato e o polieletrolito promove a sua adsorcao e, a inversao da carga de superficie.
O substrato ¢ entdo lavado para a retirada do excesso de poliions livres, ¢ imerso em
outra solu¢do de polieletrolito, com carga oposta a primeira solu¢do. Tem-se a formacao
de duas camadas de policletrolitos sobre a superficie do mesmo, a carga inicial ¢
restabelecida e, a superficie esta pronta para a montagem de outra camada de filme de
polietrdlito. Estes passos sdo repetidos alternadamente até atingir-se a espessura e o
nimero de camadas desejadas (Al; JONES; LVOV, 2003), como ilustrado na Figura
1.4.

M—— Polication
ﬂﬁ*&ﬁg" Polianion

Figura 1.4 Procedimentos de auto-montagem de camada por camada sobre o modelo.

Adaptado Ai, Jones e Lvov (2003).

Durante o processo de construcdo de multicamadas, multiplos pontos de ligacao
entre a superficie e o polieletrolito sdo formados (SUKHISHVILI, 2005). Apesar das
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interagdes eletrostaticas serem responsaveis por grande parte das forgas que promovem
esta formacdo, outras ligagdes também tém sido relacionadas com este processo, tais
como pontes de hidrogénio, ligacdo covalente e interagdes de Van der Walls, porém os
mecanismos de interagdes quimicas ndo estdo completamente compreendidos (KIM;
PARK; HAMMOND, 2008; SRIVASTAVA; KOTOV, 2008).

Além disso, a formacao das multicamadas, bem como, as propriedades apresentadas
pelas camadas como espessura, estabilidade, grau de interpenetracdo entre as camadas ¢
namero de grupos funcionais ndo ligados sdo diretamente influenciados pela forga
ionica, concentragdo ¢ pH das solugdes de polieletrolitos, temperatura e tempo de
deposicdo (HALTHUR; CLAESSON; ELOFSSON, 2004; RICHERT et al., 2004;
SRIVASTAVA; KOTOV, 2008; LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009).

O manuseio cuidadoso desses fatores permite a projecdo ¢ a fabricagdo de
particulas, de modo a atingir a estabilidade fisico-quimica, atender as condigdes de
protecdo e liberacdo do material encapsulado, mediante estimulos especificos. A
aplicabilidade desta abordagem tem sido empregada com €xito em varias areas.

Na éarea alimenticia este principio tem permitido a produgdo de emulsdes com
multicamadas para encapsulagdo de ingredientes bioativos lipofilicos, tais como acidos
graxos essenciais, carotendides, 6leos, vitaminas e fitoesterdis (TOKLE et al., 2012).

Com relagdo a area farmaceéutica, sua principal aplicacdo ¢ a liberagcdo controlada de
farmacos em locais especificos para tratamentos de doengas, como tlcera péptica, colite
ulcerativa, carcinomas, infeccdes no intestino, artrite, asma, inflamacdes e
quimioterapia topica (ANAL; STEVENS, 2005; NAGARWAL; KUMAR; PANDIT,
2012).

Ademais, esta abordagem de adsor¢@o sequencial de polieletrolitos ainda permite a
modificacdo quimica de superficies, o que fornece aplicagcdes potenciais na area
biomédica para revestimentos de superficies de implantes para transplantes
(CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011).

Diferentes modelos, como particulas orgénicas e coloidais inorganicos, agregados
de proteina, células bioldgicas e nanocristais de drogas, com tamanhos variando de 50
nm a dezenas de pm, foram revestidos com multicamadas (TIOURINA;

SUKHORUKOV, 2002).
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A principio, esta técnica pode ser aplicada a qualquer forma ou tamanho de
superficie carregada (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011). Além disso, a idéia da
técnica implica que ndo ha nenhuma restrigdo quanto a escolha de polieletrolitos (Al
JONES; LVOV, 2003; DECHER, 1997), assim, tanto polimeros naturais quanto
sintéticos, bem como suas combinac¢des tem sido utilizados para a construcdo de
multicamadas.

Bajpai e Tankhiwale (2006b) produziram em seu estudo, particulas com
multicamadas de alginato anionico com quitosana catidnica. Anal e Stevens (2005)
desenvolveram céapsulas simples e com multicamadas com propriedades melhoradas
para entrega controlada do antibidtico ampicilina por gelificag@o ionotrdpica utilizando
varias combinacdes de quitosana e Ca®" como componentes cationicos, e alginato e
polifosfato como anions.

Diversos materiais vém sendo pesquisados para o recobrimento de microparticulas,
tais como quitosana, proteinas do soro do leite (especialmente B- lactoglobulina), poli-
L-lisina, caseina e lactoferrina (SULTANA et al.,, 2000; SAGIS et al., 2008;
BENGOECHEA et al., 2011). No entanto, a composicao das particulas varia conforme
a aplicacdo a que se destina (RICHERT et al., 2004).

6. Proteinas do soro do leite

A utilizacdo de proteinas do soro do leite na produgdo de microparticulas tem se
mostrado uma boa estratégia, uma vez que sdo materiais classificados como seguros e
permitem a encapsulacdo de materiais hidrofilicos e hidrofébicos (CHEN;
REMONDETTO; SUBIRADE, 2006). Além do mais, as proteinas possuem
propriedades plastificantes, inprescindivel para a formagao de filmes fortes e flexiveis
(FLORIS et al., 2008).

As proteinas de soro de leite sdo bem conhecidas pelo seu alto valor nutricional
(BEAULIEU et al., 2002), contém quase todos os aminoacidos indispensaveis, que
encontram-se em excesso as recomendacdes para humanos, exceto pelos aminoacidos

aromaticos (fenilalanina, tirosina), que nao aparecem em excesso, mas atendem as
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recomendagdes para todas as faixas etarias. Apresentam elevadas concentragdes dos
aminoacidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004).

Devido a ampla funcionalidade, incluindo a gelificagdo, emulsificagdo e
estabilizacdo de espuma, as proteinas do soro do leite vem sendo aplicadas em varios
alimentos, tais como produtos lacteos, sobremesas, produtos de panificacdo ¢ molhos
frios (ELOFISSON et al., 1997; ANDRADE; NASSER, 2005).

As proteinas do soro do leite sdo um subproduto da industria de laticinios,
especialmente da producdo do queijo e da caseina (DOHERTY et al., 2011). Sdo obtidas
da fase aquosa do leite apds a precipitacio da caseina e¢ remog¢do da gordura
(MULVIHILL, 2003).

As principais formas de sua comercializagdo sdo os concentrados (WPC) ou
isolados proteicos. Os concentrados podem conter de 25 a 80% de proteina, enquanto os
isolados devem apresentar mais de 90% proteinas (ANDRADE; NASSER, 2005).

Os concentrados proteicos do soro de leite sdo as principais fontes de proteinas
globulares do soro em produtos alimenticios, contendo uma mistura de B-lactoglobulina
(82%), a-lactoalbumina (15%) e tracos de lactose, soro albumina e sais (DONNELY;
McCLEMENTS; DECKER, 1998). Estas proteinas (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e
soro albumina) sdo caracterizadas por apresentar estruturas tridimensionais mantidas
por ligacdes dissulfeto (YE; SINGH, 2000).

A B-lactoglobulina ¢ uma proteina pequena, de peso molecular de 18350 Da,
possui 162 residuos de aminoacidos em sua cadeia polipeptidica, e apresenta um ponto
isoelétrico de 5,2 (JONES; DECKER; McCLEMENTS, 2010b). Esta proteina contém
duas pontes dissulfeto e um grupo tiol livre, enquanto que a a- lactoalbumina, a segunda
proteina mais prevalente no soro do leite bovino, consiste em quatro pontes dissulfeto e
nenhum grupo tiol livre ¢ uma massa molar de 14,2 kg / mol (NICOLAI; BRITTEN;
SCHMITT, 2011).

A temperatura ambiente, a B-lactoglobulina, na forma nativa encontra-se em
diversas estruturas quaternarias, como monomeros, dimeros e octomeros, dependendo
do pH da solugdo e da composi¢do ionica (JONES; McCLEMENTS, 2010). Em pH
fisiologico a B-lactoglobulina ¢ encontrada principalmente como dimeros, € em valores
de pH abaixo de 3,5 e acima de 7,5 a proteina tende a ser monomero (ZIMET;

LIVNEY, 2009). Quando a B-lactoglobulina sofre um aquecimento superior a 70 °C,
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ocorre sua desnaturacdo e uma exposicdo dos grupos hidrofobicos e dos residuos
internos de cisteina, podendo-se formar agregados, dependendo do pH e da
concentracao de calcio (JONES; McCLEMENTS, 2010).

As proteinas do soro do leite sdo biopolimeros biodegradaveis com grande
capacidade de uso, para fabricacdo de particulas em escala nandmetrica ¢ micrométrica,
que podem ser utilizadas para protecdo em sistemas de entrega de drogas, lipidios
bioativos, vitaminas e minerais (JONES; DECKER; McCLEMENTS, 2010b), com
ampla aplicacdes na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (GIRARD;

TURGEON; GAUTHIER., 2003).
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA INTERACAO ELETROSTATICA ENTRE ALGINATO
E PROTEINAS DO SORO DO LEITE E SEU EFEITO SOBRE A ADSORCAO
DE PROTEINAS NA SUPERFICIE DE PARTICULAS DE ALGINATO

RESUMO

Particulas de biopolimeros podem ser formadas a partir de misturas entre proteinas
e polissacarideos, baseando-se nas caracteristicas fisico-quimicas de cada biopolimero
ou da mistura entre eles formada. A interacdo entre proteinas e polissacarideos em um
sistema complexo, pode ocorrer pela atragdo entre grupos de cargas opostas formando
complexos insoluveis, ou pela repulsdo eletrostatica entre grupos com o mesmo sinal de
carga formando complexos soluveis. Desta maneira, a interacdo entre proteinas e
polissacarideos ¢ muito estudada seja na forma de interacdo dos complexos com o meio
ou na formacdo de particulas. Neste estudo, foram estudadas as condi¢des para que
pudesse ser feito o recobrimento de particulas de alginato com proteinas do soro do leite
por interagdo eletrostatica. Desta forma, foram avaliadas as cargas superficiais
desenvolvidas pelos biopolimeros (alginato e proteinas do soro do leite) isolados em
solucdo e pelas misturas entre eles formadas, pelas misturas de emulsdo de alginato e
solugdo de proteina, e pelas misturas entre particulas de alginato e solugdo de proteina,
em funcdo da proporcao e pH. O efeito da mudanca das concentragdes de proteina em
solu¢do na adsor¢do proteica na superficie de particulas de alginato foi avaliado. A
umidade, o tamanho médio e a morfologia das particulas foram determinados. Os
estudos do potencial zeta revelaram que ocorreu interagdes eletrostaticas entre o
alginato e proteinas do soro do leite em pH 3,5 e 3,75. Em todas as propor¢des avaliadas
formaram-se precipitados, sendo a separacdo de fases evidente quando a carga total
liquida do sistema era proxima de zero. No entanto, pode-se observar a necessidade de
menor quantidade de solucdo de proteina para formar coacervados quando se utilizou
particulas de alginato, em comparagdo com a solucdo de alginato, atribuindo-se tal fato
a um numero menor de grupos carboxilicos livres na superficie das particulas devida a

. ~ oA . , 2+ - , .
interacdo i0Onica desses grupos com ions Ca” durante a formagdo da particula. Maiores
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adsorcdes proteicas nas particulas foram obtidas quando se utilizou a concentracdo de
4% de proteina em solu¢do em ambos os pHs (3,5 e 3,75). Pode-se observar que houve
diferengas significativas (p < 0,05) nos teores de umidade, sendo que quanto maior a
adsorcdo proteica menor o teor de umidade, em ambos os pHs. As particulas
apresentaram formato semelhante ao esférico. O recobrimento da particula de
gelificagdo idnica com proteina ndo alterou significativamente a aparéncia das particulas

em nenhuma concentracdo testada em pH 3,5 ou 3,75.

1. INTRODUCAO

O estudo das interagdes entre proteinas e polissacarideos ¢ de grande relevancia
para muitos sistemas bioldgicos, produtos farmacéuticos e alimenticios, bem como para
a microencapsulagdo (WEINBRECK et al., 2003; SPERBER et al., 2009).

As forcas de atragdo e repulsdo entre polissacarideos e proteinas podem conduzir a
incompatibilidade entre os biopolimeros ou a formacdo de complexos, tal como uma
unica fase ou duas fases no sistema (TOLSTOGUZOV, 1997; GIRARD; TURGEON;
GAUTHEIR, 2002). A incompatibilidade entre diferentes biopolimeros acontece
quando a interacdo entre eles ¢ mais repulsiva do que sua interagdo com o meio, o que
leva a segregacao dos biopolimeros e duas fases distintas e aquosas sdo formadas, sendo
cada uma delas composta principalmente por um dos biopolimeros. Por outro lado,
quando o contato entre os diferentes biopolimeros ¢ semelhante ao contato de
biopolimeros similares, ocorre uma mistura espontanea entre eles (SYRBE; BAUER;
KLOSTERMEYER, 1998).

Outra interagdo que pode ocorrer entre os biopolimeros € a coacervagdo complexa
que leva a formacdo de coacervados insoliveis ou prepicitados. Esta formacdo de
complexos insoluveis entre polissacarideos anidnicos e proteinas ocorre geralmente em
valores de pH abaixo do ponto isoelétrico das proteina (JONES; DECKER;
McCLEMENTS, 2010). A atracdo entre os dois biopolimeros com cargas elétricas
opostas faz com que eles se associem, atingindo-se a neutralidade das cargas no
complexo e a falta de repulsdo eletrostitica permite a separagdo de fases. Como

resultado, uma fase € concentrada nos dois biopolimeros complexados e a outra fase
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contém principalmente o solvente (McCLEMENTS, 2006; SPERBER et al., 2009).
Complexos soltveis também podem ser formados quando ambos biopolimeros
apresentam cargas de mesmo sinal, que s@o estabilizados pela repulsdo eletrostatica, e
desse modo o sistema exibe apenas uma fase (SPERBER et al., 2009).

A interagdo entre proteinas e polissacarideos ¢ diretamente influenciada pelo pH,
forca i6nica, concentracdo e propor¢ao de biopolimeros utilizados (WANG et al., 1999;
KRUIF; WEINBRECK; VRIES, 2004). Sob condi¢des em que estes fatores sdo
controlados, as interacdes podem ser manipuladas de modo a formar complexos
soluveis, insoluveis ou precipitados (JONES et al., 2010).

Esta abordagem, de misturas entre proteinas e polissacarideos, pode ser utilizada
para produzir particulas de biopolimeros, com uma variedade de diferentes
composi¢des, baseando-se nas caracteristicas fisico-quimicas de cada biopolimero ou da
mistura entre eles formada (McCLEMENTS, 2006; JONES et al., 2010).

A utilizacdo de polimeros naturais, tais como polissacarideos e proteinas na
producdo de particulas t€ém sido crescente nos ultimos anos, devido a sua natureza de
compatibilidade e degrabilidade e por serem considerados como seguros para o
consumo humano (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006; DOHERTY et al.,
2011; WANG; TIAN; CHEN, 2011).

Muitas combinagdes entre proteinas e polissacarideos t€m sido pesquisadas, tais
como gelatina e goma arabica (QV; ZENG; JIANG, 2011), proteina isolada de soja e
goma arabica (JUN-XIA; HAI-YAN; JIAN, 2011), proteinas do soro do leite e goma
arabica (WEINBRECK et al., 2003), B-lactoglobulina e goma acéacia (SCHMITT et al.,
1999), PB-lactoglobulina e pectina (GIRARD; TURGEON; GAUTHEIR, 2002;
SPERBER et al., 2009; JONES et al., 2010; JONES; DECKER; McCLEMENTS, 2010)
entre outros.

O alginato, um polissacarideo anionico obtido a partir de algas marinhas marrons,
tem ganhado importancia no campo farmacéutico e alimenticio por ser biodegradavel e
atoxico, que permitem que ele seja utilizado como matriz para protecdo e liberacdo de
uma variedade de agentes biologicos (SILVA et al, 2006; ANNAN; BORZA;
TRUELSTRUP HANSEN., 2008; KIM et al., 2008).

Normalmente, o alginato pode ser ionicamente reticulado pela adicdo de cations

divalentes, como o Ca’’, resultando na formagdo de géis insoluveis (BAJPAIL
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TANKHIWALE, 2006; YOO et al., 2006). Por outro lado, ¢ conhecido por formar
complexos fortes com polications, como as proteinas, incluindo as proteinas do soro do
leite (TIOURINA; SUKHORUKOV, 2002). Recentemente, a formacdo de complexos
eletrostaticos entre géis de alginato e proteinas do soro de leite tem sido proposta para
concepgdo de sistemas com estabilidade e resisténcia desejaveis para aplicagdes
entéricas (GBASSI et al., 2009; PATIL et al., 2010).

As proteinas do soro do leite fazem parte do grupo de proteinas globulares obtidas
durante o processo de fabricacdo de queijos. O uso destas proteinas ¢ crescente por suas
propriedades funcionais, compreendendo a gelificagdo e a emulsificagdo (BEAULIEU
et al., 2002; CHEN; SUBIRADE, 2006; DOHERTY et al., 2011). Além disso, as
proteinas do soro de leite sdo veiculos naturais de bioativos pépticos (LIVNEY, 2010).

Portanto, a interacdo entre alginato e proteinas do soro do leite para produgdo de
particulas apresenta potencial aplicagdo tanto para a area alimenticia quanto
farmacéutica. Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar as condi¢des de
interacdo entre o alginato e as proteinas do soro do leite. Foi analisada inicialmente, a
influéncia do pH e a proporcao de polissacarideo : proteina sobre a carga elétrica livre
no sistema, verificada a formacdo dos complexos, bem como os tamanhos dos
complexos formados. Com base nisso, foi possivel determinar as condi¢des que
maximizaram a interagdo entre os biopolimeros e com isso avaliou-se a possibilidade do
recobrimento de particulas de alginato com proteinas do soro do leite. O efeito do
recobrimento das particulas com diferentes concentra¢des de proteina em solucdo foi
avaliado através da quantidade de proteina adsorvida, e sua influencia no tamanho

médio e na morfologia das particulas imidas ou secas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Os materiais utilizados foram: Alginato de S6dio (Manugel DMB, lote G470021);

Concentrado proteico do soro do leite (lote 80 4U17601, Lacprodan - Arla Foods

Ingredients, Dinamarca); Oleo de girassol comercial (Mazola, Mairinque — SP, Brasil);
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Cloreto de Calcio P.A (lote 36308, Dinamica, Diadema — SP, Brasil,); Acido cloridrico
P.A 0,1M (Merck), Hidroxido de sddio a 50% (Nuclear, Diadema — SP, Brasil), Acido
sulfurico P.A (Synth, Diadema - SP, Brasil); Sulfato de cobre P.A anidro (Synth,
Diadema — SP, Brasil); Sulfato de potassio P.A anidro (lote 18308, Ecibra, Sdo Paulo,
Brasil), Sulfato de sédio P.A (Dindmica, Diadema — SP, Brasil); Alcool Metilico P.A
(Cetus, Santo Amaro — SP, Brasil); Cloroférmio P.A (Dindmica, Diadema — SP, Brasil).

2.2 Métodos

2.2.1. Caracterizacio do biopolimero

O concentrado proteico do soro do leite foi caracterizado em relacdo a umidade e
cinzas, segundo a metodologia da Association of Official Analytical Chemistry (AOAC,
2006) e quanto ao conteudo de lipideos, segundo Bligh e Dyer (1959). Utilizou-se a
metodologia de Kjeldahl para a determinagdo de nitrogénio total, adotando-se 6,38

como fator de conversdo de nitrogénio em proteina.

2.2.2. Potencial Zeta

Para investigar a formagdo de complexos eletrostaticos entre alginato e o
concentrado proteico do soro do leite foram realizados testes preliminares. O potencial
zeta foi determinado em solugdes diluidas do concentrado proteico do soro do leite
(WPCgq) ¢ alginato (Algs,), bem como na emulsdo de alginato com o 6leo de girassol
(Algemu). As cargas superficiais da mistura de diferentes quantidades de solugdo de
proteina para uma quantidade de solu¢do de alginato fixa (Algs : WPCso) foram
determinadas. O mesmo teste foi conduzido para as misturas entre Alggmy € WPCsg,l, €
misturas entre particulas de alginato (Algp.,) € WPCs,. As condigdes sdao descritas nos
itens subsequentes.

Todas as determinacdes do potencial zeta foram realizadas no equipamento

Zetasizer modelo Nano-Z (Malvern Instrumentos, Malvern, Worcestershire, U.K.).
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2.2.2.1 Potencial Zeta das Solucdes de Biopolimeros

Foram efetuadas leituras pontuais das cargas livres das solugdes Algs, € WPCq, a
0,2% (p/p) em pH 3, 4, 5, 6 e 7. Antes das leituras, o pH das solugdes foi ajustado
manualmente utilizando-se acido cloridrico (HCI) ou hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 M.
As solugdes foram preparadas em triplicatas, e cada solu¢do foi medida em triplicata em
temperatura ambiente. Assim os valores dos potenciais zeta representam uma média de

nove valores medidos.

2.2.2.2 Potencial Zeta da Emulsido de alginato

Foram preparadas trés solucdes independentes de Algs, na concentracdo de 2%
(p/p). As solugdes foram entdo emulsificadas com 2% (p/p) de o6leo de girassol em
agitador Turrax 14000 rpm por 3 minutos (IKA, Works do Brasil, RJ). As emulsdes
(Alggmu) foram diluidas para a concentracao de 0,2% (v/v) e a sua carga superficial foi
medida no pH 3, 4, 5, 6 ¢ 7, em temperatura ambiente. O pH das emulsdes foram
manualmente ajustados antes da realizacdo das leituras pontuais. As analises foram

realizadas em triplicata da triplicata como no item anterior.

2.2.2.3 Potencial Zeta de diferentes relacoes de Algs, : WPCgy

Misturas das solugdes de Algs, € WPCs, foram preparadas, a concentracdo de
0,2% (p/p) em pH 3,5 e 3,75. As solugdes permaneceram 4 horas sob agitacdo
magnética para completa dissolu¢do e tiveram seu pH ajustado antes das misturas.
Foram preparadas misturas volumétricas nas relagdes de Algsy : WPCsq - 1:1; 1:2; 1:3;
1:4; 1:5; 1:6; 1:7; 1:8, 1:9 e 1:10 para o pH 3,5 e 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6; 1:8; 1:9,
1:10 e 1:12 para o pH 3,75.

Apobs a preparagdo, as misturas permaneceram em repouso por 12 horas em
temperatura ambiente para posterior determinagdo do potencial zeta. As amostras foram

agitadas manualmente imediatamente antes de cada determinag@o. As relagdes foram
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preparadas em triplicatas, e cada relagdo foi medida em triplicata, em temperatura
ambiente. Os valores dos potenciais zeta representam uma média de nove valores

medidos.

2.2.2.4 Potencial Zeta de diferentes relacdes de Alggmu : WPCsql

Foram preparadas emulsdes Alggmy conforme no item 2.2.2.2, a concentragdo de
0,2% (p/p), em temperatura ambiente. Misturas volumétricas de Alggmu : WPCsq (0,2%
p/p) foram preparadas conforme as relagdes no item 2.2.2.3 para os pHs 3,5 e 3,75. A
determinag@o do potencial zeta foi efetuada em temperatura ambiente apds as misturas
permanecerem por 12 horas em repouso. As amostras foram agitadas manualmente
antes de cada determinagdo. As séries foram preparadas em triplicatas independentes e

medidas em triplicata.

2.2.2.5 Aspecto visual de diferentes relacdes de Algpayt : WPCgg

Para esse experimento foram produzidas particulas de alginato (Algp,), conforme
descrito no item 2.2.3.1. As particulas obtidas foram suspensas em 4gua deionizada com
pH ajustado para 3,5 ou 3,75, de modo que o equivalente a uma concentragao de 0,2%
(p/p) de Algs, fosse obtido. Foram produzidas misturas volumétricas entre Algp,, €
WPCs, (0,2% p/p), em temperatura ambiente, utilizando-se as mesmas relagdes entre os
biopolimeros avaliados no item anterior. Os sistemas foram mantidos em agitacdo
durante 1 hora, em homogeneizador rotativo, a 22 rpm (Modelo AP 22, Phoenix,
Araraquara, Brasil) e em seguida permaneceram em repouso a temperatura ambiente por

12 horas para avaliacdo do aspecto visual. As séries foram preparadas em triplicatas.
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2.2.3 Producdo de particulas de alginato por gelificacio i6nica e avaliacdo da

adsorcio de proteina sobre a superficie das particulas por interacao eletrostatica.

2.2.3.1 Producio das particulas de Alginato por gelificacio ionica (Algpart)

Foi realizada a homogenizacdo da solugdo de alginato, concentragdo de 2% (p/p
de solucdo) com dleo de girassol (2% p/p) em Ultra-Turrax (IKA, Works do Brasil, RJ)
a 14000 rpm durante 3 minutos. A emulsdo foi atomizada sobre uma solucdo de cloreto
de calcio (2% p/v) com pH ajustado para 3,5 ou 3,75, a agitagdo constante. Para isso, foi
utilizado um bico atomizador duplo fluido (0 1 mm) distante verticalmente em 12 cm
da solugdo i6nica, ¢ mantido sob pressdo de ar de 0,125 kgf/cm. Durante a atomizagio,
a emulsdo permaneceu em agitacdo constante a temperatura de 40 °C, para que se
mantivesse homogénea ¢ fluida.

As particulas foram mantidas na solugdo de cloreto de calcio, por 30 minutos
adicionais em agitacdo constante, apds completa atomizacdo. Em seguida foram
separadas em peneira de malha de aco, didmetro de 53 pum, e imersas em agua
deionizada com pH ajustado para 3,5 ou 3,75 por mais 5 minutos e novamente filtradas
e lavadas com 4gua deionizada (pH 3,5 ou 3,75). Foram feitas trés producdes

independentes de particulas.

2.2.3.2 Recobrimento com proteina por interagao eletrostatica

O recobrimento de 100 g de Algp,« preparadas no item 2.2.3.1, foi feito
utilizando-se diferentes concentragdes de proteina em solucdo WPCg,. Em pH 3,5
foram utilizadas as concentragdes 0,6, 3 ¢ 4% (p/p) e em pH 3,75, foram 1,7, 3 ¢ 4%
(p/p). As particulas foram mantidas nas respectivas solu¢des proteicas durante 30
minutos, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente. As particulas foram entdo
separadas em peneira (53 um) e lavadas com agua deionizada, pH 3,5 ou 3,75 para a
remogdo das proteinas que nao foram adsorvidas. Foram feitas trés producdes
independentes de particulas para cada concentracdo de proteina estudada. As particulas

foram analisadas em triplicata, em relacdo ao seu teor de proteina e umidade. Uma
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porcdo das particulas umidas foi congelada e liofilizada (Mod. 501, Edwards Pirani,
Crawley, West Sussex, Reino Unido) com uma temperatura inicial de — 40 °C, pressao
de 0,1 mmHg, e temperatura final de 25 °C por 2 h, com tempo de ciclo total de 48 h, e
em seguida, foi mantida sob refrigeracdo. O processo de producdo de particulas esta

ilustrado no fluxograma da Figura 2.1.

pH3.5 pH3.75
4 4
Algpyy Algpyy
4 4
% WPCyg,, % WPCg,
pH3.5 por 30 min. pH 3.75 por 30 min.
) \
[ | [ \
0.6 3 4 1,7 3 4
\ ) \ J
! |
Lavagem com Lavagem com
aguapH 3.5 agua pH 3.75

Figura 2.1 Fluxograma da producdo de particulas de alginato recobertas com proteinas

do soro do leite.

2.2.4 Caracterizagdo das microparticulas

2.2.4.1 Conteudo de proteina, umidade e eficiéncia de encapsulacio

As microparticulas foram caracterizadas, em triplicata, em relacdo ao conteudo
total de proteina e umidade, de acordo com a Association of Official Analytical Chemist
(AOAC, 2006). A umidade foi determinada por secagem em estufa a temperatura de

105 °C por 12 horas. Para a quantificacdo de proteina na particula, foi realizada a
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metodologia de Kjeldahl, utilizando o fator de conversdao de nitrogénio em proteina de
6,38, valor este relativo a proteina do soro de leite. As particulas de gelificacdo i6nica
também foram caracterizadas, em triplicata em relacdo ao conteudo de lipideos segundo
Bligh e Dyer (1959). A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada pela quantidade (%) de
lipideo determinado na particula, em relacdo a quantidade inicial de lipideo presente na

emulsdo formadora das particulas, sendo expressa em porcentagem (%).

2.2.4.2 Tamanho médio das microparticulas

O tamanho médio (d 0,5) dos coacervados e das particulas imidas 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, e o material dispersante usado para fazer a leitura das amostras foi agua
deionizada com pH de 3.5 ou 3,75, conforme o pH de producdo das particulas. A leitura
foi realizada adicionando amostra dentro da unidade de amostragem, que ja estava
preenchida de dgua com pH ajustado. A quantidade de amostra adicionada variou de
amostra para amostra, sempre atingindo a faixa de obscuracdo de 3 a 20%, conforme

recomendacdo do fabricante.

2.2.4.3 Microscopia otica e eletronica de varredura

A morfologia das particulas umidas foi observada em microscopio Otico
JENAVAL, utilizando-se objetivas de 12,5 ¢ 25 X, e optovar de 0,8 a 1,25 x. A
captagdo das imagens foi realizada com a utilizagdo do software EDN-2 — Microscopy
Image Processing System.

A microestrutura das particulas liofilizadas foi observada em microscopio
eletrénico de varredura (SEM) Jeol (T300, Japdo), utilizando-se 15 kV. As amostras
foram previamente fixadas em stubs com fita metalica dupla face de cobre e recobertas
com uma fina camada de ouro (40 mA/200 s) por um evaporador Baltzer SCD50
(Baltec, Liechtensten).
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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 9, em nivel de 5% de

significancia.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacio do Biopolimero

O concentrado proteico do soro do leite utilizado neste trabalho foi caracterizado
quanto ao teor total de proteina, umidade, cinzas e lipideos. Esta caracteriza¢do foi
importante, uma vez que a amostra deste produto ndo ¢ 100% constituida de proteina,
sendo necessarios calculos de corregdo para se obter os valores exatos da quantidade de
proteina em solugdo utilizados na avaliacdo da adsor¢do proteica na particula.

Para o concentrado proteico do soro do leite foram encontrados valores de
74,30% =+ 1,35 de proteina, 6,72% £ 0,11 de lipideo, 8,52% + 0,21 de umidade, ¢ 2,93%
+ 0,04 de cinzas. O concentrado proteico do soro do leite exibiu alto contetido proteico,
coerente com os valores preconizados para os concentrados que variam de 25 a 80% de
proteina (KADHARMESTAN; BAIK; CZUCHAJOWASKA, 1998; ANDRADE;
NASSER, 2005; MADUREIRA et al., 2007).

O concentrado proteico do soro do leite ¢ composto por uma mistura de 3-
lactoglobulina, o-lactoalbumina e tracos de lactose, soro albumina e sais. A -
lactoglobulina representa cerca de 80% do total de proteinas presentes no soro do leite e
a segunda proteina mais prevalente ¢ a o-lactoalbumina (15%) (DONNELY;
McCLEMENTS; DECKER, 1998). Além disso, as proteinas do soro do leite sdo
conhecidas pelo alto valor nutricional, apresentam valores superiores as recomendacdes
para humanos para quase todos os aminoacidos, exceto pelos aromaticos (SGARBIERI,

2004).
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3.2 Potencial zeta

3.2.1 Solucdes de biopolimeros

O potencial zeta permitiu determinar a quantidade de cargas em solugcdo do
polissacarideo ¢ das proteinas do soro do leite, podendo, assim, identificar que é
possivel ocorrer interagdo eletrostatica entre os materiais, em valores de pH abaixo de
4,5, onde estes apresentam cargas opostas.

Os valores de potencial zeta das WPCsq, Algsol e Alggmu €stdo apresentados na

figura abaixo (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Potencial zeta das solugdes de WPC, alginato ¢ da emulsdo do alginato a

concentragdo de 0,2% (p/p) em fungdo do pH.

O alginato em solugdo (Algs,) apresentou cargas negativas em toda faixa de pH
estudada, tendo sua eletronegatividade aumentada com a elevagdo do pH, variando de -
38,36 a -68,34 mV, valores similares foram relatados na literatura. Um estudo realizado
por Carneiro da Cunha et al. (2011) avaliando o potencial zeta de solugdes de alginato a
0,2% (p/v) encontrou valores de -59,3 mV e -63,9 mV para os pHs 5 e 7,
respectivamente. A carga liquida negativa do alginato ¢ proveniente dos grupamentos

carboxilas carregado negativamente (COQO") ao longo dos blocos D-manurénico e L-
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gulurénico (BAJPAL; TANKHIWALE, 2006), para solugdes com pH acima de seu pKa,
sendo que a medida que este pH aumenta, maior ¢ sua carga negativa (JONES et al,,
2010a).

Ao analisar o potencial zeta da emulsdo (Alggmu) observou-se que a
emulsificacdo do alginato com o 6leo de girassol ndo alterou o potencial zeta do mesmo,
indicando que a disponibilidade dos grupamentos COO™ ndo foram comprometidas pela
mudanca de area superficial.

O potencial zeta da WPCg, variou de 23,20 mV (pH 3) a 8,42 mV (pH 4) a -
22,01 (pH 7), valores coerentes com os encontrados por Souza et al. (2012). O ponto
isoelétrico (pI- carga nula) foi encontrado no pH 4,5, resultado muito proximo aos
pontos isoelétricos reportados na literatura para as proteinas do soro do leite, que variam
de 4,5 a 5,2 (WALKENSTROM; HERMANSSON, 1997; LY et al., 2008).

Em pH inferior ao ponto isoelétrico, os grupos amino das proteinas apresentam-
se carregados positivamente (-NH;"), enquanto que os grupos carboxila sio neutros (-
COOH). Com o aumento do pH, a magnitude da carga positiva na solugdo diminui, em
parte, porque os grupos carboxila encontram-se carregados negativamente (-COQ") e,
em parte, porque alguns dos grupos amino tornam-se neutros (-NH;). Posteriormente, a
carga elétrica das proteinas torna-se zero, havendo um equilibrio entre os grupos
carregados positivamente e os grupos carregados negativamente. Um aumento adicional
no pH faz com que as proteinas apresentem carga liquida negativa, que aumenta a
medida que o numero de grupos carboxila de carga negativa aumenta e o numero de
grupos amino carregados positivamente diminui (KULMYRZAEV; CHANAMALI;
McCLEMENTS, 2000).

Em fun¢do do perfil eletroforético apresentados pelos biopolimeros, uma faixa
restrita de interagdo entre pH 3 e 4,5 foi identificada. Desta forma, por conveniéncia
adotou-se os pHs 3,5 e 3,75 para os testes subsequentes que definiram as condigdes

ideais de formacao dos complexos eletrostaticos entre o alginato e WPC.

3.2.2 Potencial zeta de diferentes relacoes de Algg, : WPCgy
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Diferentes relacdes entre Algsy : WPCgo foram testadas nos pHs 3,5 e 3,75. Os
resultados estdo apresentados na Figura 2.3 (A — Algs, : WPCgsoem pH 3,5 e B — Algs,
: WPCs,; em pH 3,75) onde na parte superior da figura tém-se os valores de potencial
zeta, expressos em milivolts (mV) e na parte inferior as relagdes volumétricas utilizadas

de Alg301 : WPCsgg.

A) pH 3,5

-41,14 3720 IT43 21,31 11,90 4,04 2,02 601 9,04 1009 TLS8 1656

III""C.

1:7 1:9  1:10 WPC,,

22,89 -13.5

.'I'-.'I
1:10

1:4 1:5 1:6 1:8

1312 WPC,
Figura 2.3 Influéncia do pH e da proporcao Algse : WPCse, no aspecto visual e valores

de potencial zeta das misturas. Imagens apds 12 horas de repouso.

Em pH 3,5, os biopolimeros puros em solu¢do apresentaram potencial zeta de
16,86 mV £ 0,80 e -41,14 mV = 1,31, respectivamente para WPCsg, e Algso (Figura 2.3
A). Estes valores foram de 12,98 mV =+ 0,63 para WPCg,, ¢ -48,01 mV + 0,98 para
Algsor em pH 3,75 (Figura 2.3 B). As diferencas de carga apresentadas pelas solucdes
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em pH 3,5 e 3,75, estdo de acordo com a literatura, uma vez que, polissacarideos
anidnicos perdem progressivamente sua carga a medida que o pH ¢ reduzido em relagdo
ao seu pKa (JONES et al., 2010a), ao contrario das proteinas, que aumentam sua carga
positiva, em pHs inferiores ao seu pl.

E possivel observar nas imagens que, os sistemas em ambos os pHs
apresentaram mudancas fisicas acompanhadas das alteracdes elétricas, a medida que a
quantidade de WPCg, aumentou em relagdo ao conteido de alginato.
Independentemente do pH, em todas as proporgdes de Algs, : WPCso estudadas,
formaram-se precipitados no fundo dos tubos. A formagdo dos precipitados ocorreu
quase que imediatamente apds a adigdo da WPCs, na Algs,. Em um estudo onde a
solu¢do de goma acacia foi adicionada a solugdo de B- lactoglobulina, a separacdo de
fases apareceu quase imediatamente apds a mistura das solugdes, em pHs 3,6, 4,2 ¢ 5, e
a amplitude das fases dependeu fortemente do valor do pH (SCHMITT et al., 1999).

Na andlise visual das imagens das Figuras 2.3 A e B, pode-se observar uma
aparéncia turva nos tubos das relagdes 1:1 a 1:3 para o pH 3,5 ¢ 1:1 a 1:4 para o pH
3,75, embora tenha havido uma sedimentacdo no fundo dos tubos. Esta turbidez
possivelmente esteve relacionada com o excesso de cargas negativas nos sistemas
provenientes das cargas do alginato ndo neutralizadas pela presenca insuficiente de
proteina.

No entanto, com o aumento de proteina nos sistemas a partir das relagdes 1:4
(pH 3,5) e 1:5 (pH 3,75) e nas propor¢des seguintes destes pontos, os valores de
potencial zeta foram reduzidos proximos a neutralidade, indicando um equilibrio de
cargas ¢ a formagdo de complexos coacervados insoliveis que se sedimentaram. Nestas
relacOes duas fases evidentes e distintas foram formadas nos tubos de ensaio: uma na
parte inferior correspondente a associagdo entre Algs, ¢ WPCs,, € outra na parte
superior correspondente a agua, o solvente utilizado nos ensaios. Esta separagdo de
fases ocorre quando existe uma forte atrag@o eletrostatica entre os biopolimeros, que faz
com que eles se associem, resultando em uma separa¢do de fases macroscopica
(McCLEMENTS, 2006; SPERBER et al., 2009). Estas duas fases resultantes consistem
em uma fase aquosa rica e outra pobre em biopolimeros (McCLEMENTS, 2006).

As relagoes 1:6 (2,02 mV) e 1:8 (-2,37 mV) em pH 3,5 e 3,75, respectivamente,
foram as que apresentaram a carga mais proxima de zero, a neutralidade. A partir desses

53



resultados, observou-se que uma quantidade maior de solucao de proteina foi necessaria
para neutralizar a solucdo de alginato, quando o pH foi aumentado de 3,5 para 3,75. Um
estudo avaliando o potencial zeta de misturas entre pectina e P-lactoglobulina na
propor¢do 1:10, também mostrou variagdes de carga em funcdo do pH, foram
encontrados valores de potencial zeta de 2 mV em pH 3,5 e -8,4 mV para o pH 7,5, na
mesma relacdo (GIRARD; TURGEON; GAUTHIER, 2002). Assim, pode-se sugerir
que o pH das solugdes influenciou significativamente a formagao dos coacervados, uma
vez que o pH determina a densidade da carga dos biopolimeros e pode até induzir
transigdes estruturais de proteinas e polissacarideos (TURGEON; SCHMITT;
SANCHEZ, 2007).

Além do pH, a propor¢cdo da mistura entre os biopolimeros também foi
fundamental para controlar a carga de equilibrio entre a proteina e o polissacarideo, a
intensidade das interagdes, ¢ o grau de auto-agregacdo durante a complexacdo
(SCHMITT et al., 1999; JUN-XIA; HAI-YAN; JIAN, 2011). Em pH 3,5, o mais
alto grau de coacervacdo com separacdo de fases evidentes ocorreu nas relagdes 1:4 a
1:8, e no pH 3,75 resultou nas relagdes 1:5 a 1:12. Desta forma pode-se constatar que o
efeito da propor¢do da mistura dos biopolimeros de coacervacao foi dependente do pH
das solugdes.

A carga elétrica passou de negativa para positiva a partir das relacdes 1:6 e 1:9
para solucdes de Algs, : WPCso em pH 3,5 e 3,75, respectivamente. Com o aumento da
quantidade de solucdo de proteina (nas relagdes 1:9 e 1:10 em pH 3,5) no sistema, a fase
superior limpida tornou-se turva. Esta turbidez pode ser devida ao excedente de proteina
no sistema que consequentemente geram um excesso de cargas positivas. Outra
hipotese, ¢ que a sobra de proteina esteja parcialmente complexada formando
aglomerados muito pequenos que ndo se sedimentaram e acabaram gerando a turbidez.

Altas concentracdes de biopolimero podem conduzir a auto supressdo da
coacervagdo complexa, uma vez que a composi¢do do sistema atinge a do coacervado e
a forca matriz para a separacdo de fases tende a desaparecer (SYRBE; BAUER;
KLOSTERMEYER, 1998).

Com relagdo aos tamanhos médios dos coacervados, estes variaram de 57,9 a
125,2 pm para o pH 3,5, e de 25,5 a 66,8 um para pH 3,75. A partir das propor¢des 1:1
a 1:3, pH 3,5, houve um aumento significativo (p < 0,05) do tamanho médio dos
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coacervados (61,0 a 125,6 um), seguido de uma diminui¢do significativa (p < 0,05) de
tamanho médio nas relacdes 1:4 a 1:10 (101,9 a 62,4 um) (p < 0,05) (Tabela 2.1). O
mesmo comportamento ocorreu em pH 3,75, um aumento significativo (p < 0,05) do
tamanho médio dos coacervados ocorreu nas relacdes 1:1 a 1:4 (31,6 a 66,8 pum,
respectivamente), sucedido de um declinio de tamanho médio a partir das proporgdes
seguintes (p < 0,05) (Tabela 2.1). Com base nesses resultados, pode-se pressupor que
ocorreu uma forte interacdo entre Algs, : WPCso 0 que levou a redugdo do tamanho
médio dos coacervados. A forga ¢ a intensidade da interagdo eletrostatica entre as
solugdes de bipolimeros podem produzir alteragdes morfologicas e afetar o inchamento
das particulas (JONES; McCLEMENTS, 2010), podendo ser uma das causas para a
reducdo do tamanho médio dos coacervados a partir das relacoes 1:4 e 1:5, em pH 3,5 ¢

pH 3,75.

Tabela 2.1 Tamanhos médios dos coacervados obtidos entre misturas de Algso :

WPCsl.

pH 3.5 pH 3,75
Relagoes
Média (um) Média (um)

1:1 61,00 + 6,40 = 31,57+242¢€
1:2 97,20 £21,66 B 38,36 £2,26 D
1:3 125,58 £ 10,09 A 52,90+ 6,62 B
1:4 101,91 + 8,30 B 66,82 + 5,69 A
1:5 89,20 + 10,73 cB 52,24+5,73 B
1:6 75,69 + 5,85 cp 46,26 £ 5,41 ¢
1:7 57,98 +4,57E ND

1:8 59,80 +4,47 € 38,42 +3,80 D
1:9 59,21 +£5,36 € 36,25+2,70 b
1:10 62,39 + 9,88 ED 30,52+ 3,12€
1:12 ND** 25,55+239€

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

** ND: ndo determinado.
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3.2.3 Potencial zeta de diferentes relacoes de Alggmu : WPCgsq

Os resultados das condi¢des de coacervagao avaliados no item anterior
forneceram informagdes de carga livre quando os bipolimeros estdo em solucdo. No
entanto, também ¢ muito importante analisar estas condigdes quando se utiliza uma
emulsdo, a fim de se verificar se a presenca do oOleo exerce alguma influéncia na
interagdo eletrostatica entre os biopolimeros ¢ na formagao de coacervados. Nesse caso,
para poder comparar os dois sistemas foram mantidas as mesmas propor¢des nos
mesmos pHs em que as misturas de Algs, : WPCs, foram avaliadas. Na Figura 2.4, os
valores de potencial zeta estdo apresentados na parte superior da imagem (expressos em

mV) e na parte inferior as relagdes entre Alggmy : WPCso,

A) pH 3,5

2336 -11,83 -3.87 180 6,51 875 1023 1108 1697

Al 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 1:7 1:8 1:9 1:10 WPC.,,

B) pH 3,75

4902 4306 3718 2998 2084 1246 -852 -115 129 377

A A A A A A A

Algey 131 1:2 133 134 135 16 138 19 110 1:12 WPCy,

Figura 2.4 Influéncia do pH e da propor¢do Alggmu : WPCse, no aspecto visual e
valores de potencial zeta das misturas. Imagens apds 12 horas de repouso.
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Em pH 3,5, a Alggmu @ 0,2% (m/m) apresentou potencial zeta de -42,89 mV +
0,98, muito proéximo ao encontrado anteriormente para Algsy -41,14 mV £ 1,31. Do
mesmo modo, a Alggmy a 0,2% (m/m), pH 3,75, exibiu uma carga de -49,02 mV =+
1,41, muito similar ao potencial zeta da Algsy -48,01 mV + 0,98. As goticulas de
emulsdes, muitas vezes possuem carga elétrica devido a adsor¢@o de biopolimeros ou de
emulsificantes ionizaveis em sua superficie (McCLEMENTS; RAO, 2011), ndo
verificado no presente estudo.

Ao analisar os valores do potencial zeta, observou-se que estes apresentaram
valores de carga proximos aos encontrados anteriormente para misturas de Algs, :
WPCs, em seus respectivos pHs. Em todas as propor¢des estudadas, formaram-se
precipitados no fundo dos tubos de ensaios, mostrando que a presenca do 6leo ndo
influenciou no comportamento fisico e elétrico dos coacervados entre os biopolimeros.

A partir da relagcdo 1:4 e 1:5 em pH 3,5 e 3,75, respectivamente, a separagdo de
fases foi evidente, sinalizando que a quantidade de proteina nos sistemas foi suficiente
para o equilibrio de cargas e a formagao de coacervados insoluveis.

Para os sistemas contendo Alggmuy : WPCsq, pH 3,5, a mudanga de carga
negativa para positiva ocorreu a partir da relacdo 1:6, enquanto que no pH 3,75, esta
alteracdo ocorreu a partir da proporgado 1:8.

Os sistemas com Alggy, também tiveram comportamentos similares aos
sistemas de solugdes em relagdo ao tamanho médio, sendo que, ocorreu um aumento
significativo (p < 0,5) do tamanho médio dos coacervados das relagdes 1:1 a 1:3 e 1:4,
para pHs 3,5 e 3,75 respectivamente, seguido de uma diminui¢do significativa (p <
0,05) do tamanho médio a partir das relagdes 1:4 para o pH 3,5 e 1:5 para o pH 3,75. Os
tamanhos médios dos coacervados variaram de 36,0 a 74,6 um para o pH 3,75 e, de 42,9
a 102,9 um, pH 3,5 (Tabela 2.2).

Os tamanhos médios encontrados neste trabalho para os coacervados entre
alginato e WPC foram maiores que os relatados na literatura para outras combinacgdes
de biopolimeros. Coacervados de hidrolisado de caseina produzidos com proteina de
soja isolada e pectina de baixo teor de esterificacdo apresentaram tamanhos entre 16,2 a
24,1 pm, em pH 4,4 (MENDANHA et al., 2009). Particulas de luteina produzidas por
coacervagdo complexa entre gelatina tipo B e goma ardbica, na relagdo 1:1,

apresentaram uma distribui¢do de tamanho entre 0 a 30 pm (QV; ZENG; JIANG, 2011),
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valor este proximo ao encontrado neste estudo em pH 3,75. Coacervados produzidos
com B- lactoglobulina e pectina de alto teor de metoxilagdo e pectina amidada
apresentaram  didmetros de 350 e 1000 nm, respectivamente (KOVACOVA;
SYNYTSYA; STETINA, 2009).

Tabela 2.2 Tamanhos médios dos coacervados obtidos entre misturas de Alggny :

WPCsl.

pH 3,5 pH 3,75
Relagoes
Média (um) Média (um)

1:1 49,61 + 12,49 rE* 36,05+ 14,99
1:2 69,94+ 11,43 c 45,83 £ 5,70 pc
1:3 102,91 £ 12,24 A 64,62 + 4,81 B
1:4 91,72+ 9,31 Ba 74,56 + 8,82 A
1:5 82,20 £ 9,06 B 64,73 +6,39 B
1:6 67,23 +7,15¢ 62,12+ 6,158
1:7 62,65+ 5,78 bc ND

1:8 55,76 + 7,37 pE 49,03 £ 5,15 ¢
1:9 42,86 + 8,98 E 41,08 £ 4,11pE
1:10 50,11 £ 6,70 FE 38,82 + 2,66 DE
1:12 ND** 39,45 +5,93 BE

* Médias seguidas das mesmas letras na coluna néo diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

** ND: nao determinado.

3.2.4 Avaliacio visual de diferentes relacoes de Algp, . : WPCsq

Quando as particulas foram produzidas parte da carga do alginato foi
complexada com ions de calcio e consequentemente a superficie da particula tera menor
carga disponivel para interacdo com as proteinas do concentrado proteico do soro do
leite. Deste modo, foi necessario avaliar todo o sistema (Algpat : WPCso) com o intuito
de verificar se também houve a formagao de complexos entre Algp,s € WPCso quando

ajustados para o pH 3,5 e 3,75.
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As misturas entre Algp,: : WPCgo foram observadas visualmente nas mesmas
propor¢des empregadas com Algsy : WPCs,, mantendo a mesma quantidade de

alginato utilizado nos ensaios anteriores (Figura 2.4).

A) pH 3,5

1:8 139 1:10 WPCy,

B) pH 3,75

1:8 1:9  1:10 1:12 WPC,,

Figura 2.5 Influéncia do pH e da proporg¢do Algp,: : WPCso, no aspecto visual das

misturas. Imagens apo6s 12 horas de repouso.

Neste estudo com particulas, a quantidade de carga ndo pdde ser quantificada
pelo dispositivo de deslocamento eletroforético devida a rapida sedimentagdo das
particulas de alginato. No entanto, a observagdo visual das proporgdes estudadas
mostrou uma precipitacdo evidente de complexos nas proporgdes 1:1 e 1:2 para o pH
3,5 e 1:1 a 1:4 em pH 3,75, onde as fases superiores foram transparentes e incolores

(Figuras 2.5 A e B). Segundo Sperber et al. (2009), a separagdo de fases ocorre quando
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a carga dos complexos formados entre proteina-polissacarideo atinge a neutralidade. A
falta de repulsdo eletrostatica entre os polimeros permite a agregacdo, resultando em
uma separacao de fases macroscopica.

As imagens das Figuras 2.5 A e B, também permitiram observar um fato ja
esperado, uma menor quantidade de proteina no sistema foi necessaria para a possivel
neutralizacdo das cargas e precipitacdo das particulas coacervadas, em comparagdo com
as misturas entre solugdes (Figuras 2.3 A e B). Uma das provaveis causas para a
diferenga nas necessidades da quantidade de proteinas nos sistemas deve-se ao fato de
que, durante o processo de gelificacdo ionica os grupos COO™ do alginato interagem
com ions de Ca,', reduzindo as cargas livres totais na superficie das particulas de
alginato (SMERDEL et al., 2008). Essa reducdo de cargas faz com que uma menor
quantidade de proteina seja necessaria para a neutralizagdo das cargas do sistema. Em
um estudo realizado por Opanasopit et al. (2008) utilizando pectina amidada, foi
encontrado valores de potencial zeta de - 30 mV para uma solug@o de pectina a 0,1% em
pH de 4 e - 10,4 = 0,8 mV para particulas de pectina obtidas por gelificagdo i6nica no
mesmo pH.

A partir da relagdo 1:3 e 1:5, pH 3,5 e pH 3,75 respectivamente, a fase superior
tornou-se turva e opaca, indicando um excesso de proteina para a quantidade de
particulas em solugao.

Com relagdo aos tamanhos médios das particulas coacervadas, estes variaram de
194,5 a 201,1 um para o pH 3.5, e de 196,9 a 219,9 um para o pH 3,75. No entanto, ndo
houve nenhuma diferenca significativa entre os tamanhos médios das particulas em
todas as relagdes estudadas em ambos os pHs (Tabela 2.3).

Com base nos resultados obtidos neste ensaio e nos anteriores, uma relagdo de
Algpat : WPCso foi escolhida para cada pH, para a continuidade do trabalho. A
propor¢do de Algp,: : WPCso que formou mais precipitados no fundo do tubo de
ensaio, com separacdo de fases evidentes foi escolhida, sendo esta relacdo a mais
proxima da relagao de Algso : WPCso € Alggmu : WPCgo com carga proxima de zero.
As relacdes escolhidas de Algpy : WPCs, foram 1:1 em v/v ou 1:0,6 em p/p para o pH
3,5e 1:4 em v/v ou 1:2,25 em p/p para o pH 3,75. A relacdo 1:2 de Algpa : WPCsol, pH

3,5 ndo foi escolhida, por ndo apresentar a fase superior totalmente transparente.
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Tabela 2.3 Tamanhos médios dos coacervados obtidos entre misturas de Algpay :

WPCso.
pH 3,5 pH 3,75
Relagoes
Média (um) Média (um)

1:0 199,00 + 8,68 A 222,06 22,61 A
1:1 194,51 +£9,13 A 215,13 £21,05 A
1:2 198,76 + 8,40 a 213,83 £16,62 A
1:3 194,94 +£9,31 a 206,64 +12,02 A
1:4 197,80 7,87 a 199,33 £12,01 A
1:5 198,41 + 10,26 a 213,27 +£16,83 A
1:6 195,14 £ 10,60 A 210,49 £20,54 A
1:7 199,93 + 8,49 A ND

1:8 201,14 £9,99 a 206,87 £ 11,59 a
1:9 200,77 £ 10,08 A 219,96 £32,81 A
1:10 197,66 + 8,86 A 208,83 £17,67
1:12 ND 196,93 + 24,87 A

* Médias seguidas das mesmas letras na coluna néo diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

** ND: nao determinado.

3.3 Producéo de microparticulas para avaliacdo da adsorcio proteica

Ao se verificar no ensaio anterior, que foi possivel formar complexos entre
particulas de alginato (Algp..t) ¢ WPCs, quando ajustados para o pH 6timo de interagéo,
novos testes foram realizados para se quantificar o teor de proteina adsorvida sobre a
superficie de Algpast.

Foram produzidas particulas conforme descrito no item 2.2.3 recobertas com
proteinas do soro do leite. Utilizou-se as proporcdes escolhidas nos ensaios anteriores,
1:0,6 (p/p) e 1:2,25 (p/p) para Algpa e WPCso, pH 3,5 € 3,75, e para se manter estas
proporgdes em p/p, as concentragdes testadas de solucdo de WPC foram 0,6 e 1,7%,

respectivamente.
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Ainda objetivando mais informagdes sobre esta incorporagdo proteica, outras
tentativas foram realizadas, com as concentracdes de 3 e 4% de WPCs,. Foi mantida a
mesma quantidade de particulas utilizadas para adsor¢do de proteina nas concentragdes
0,6 e 1,7%, de forma a se trabalhar com a mesma massa de alginato, e mesmo volume
de solugdo proteica, havendo apenas um aumento massico na quantidade de proteina em
solucdo (3 e 4%), ocasionando assim um deslocamento da proporcdo em relagdo a
WPCg,. Para a concentragdo de 3% a relagdo utilizada de Algp,s € WPCso em pH 3,5
foi de 1:3,62 (p/p) e de 1:4,49 (p/p) em pH 3,75, enquanto que para a concentracio de
4% de proteina a relacdo foi para 1:7,25 (p/p) e 1:8,99 (p/p) Algpare WPCsq pH 3,5 ¢
3,75, respectivamente.

Os teores de proteina adsorvida e a umidade estdo apresentados nas tabelas 2.4 e

2.5.

Tabela 2.4 Teores de umidade e proteina adsorvida nas microparticulas em fun¢do da

concentragdo de proteina em solucdo (%) em pH 3,5.

Proteina (%) Umidade (%)
Algpar: WPCsy Média Média
0,6% 7,39 £ 0,66 c* 93,00 £ 0,27 A
3% 11,69+ 1,058 91,75+ 0,318
4% 22,35+ 1,80 a 89,17+ 0,57 ¢

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

Tabela 2.5 Teores de umidade e proteina adsorvida nas microparticulas em fungdo da

concentragao de proteina em solucao (%) em pH 3,75.

Proteina (%) Umidade (%)
Algpare: WPCsqi Média Média
1,7% 10,59 + 1,70 B+ 92,30 +£ 0,34 A
3% 12,23 + 1,13 B 91,50 £ 0,33 B
4% 32,49 +£2,73 a 87,65+0,77 ¢

* Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).
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A quantidade de proteina adsorvida variou de 7,39 a 22,35% para Algpax
recobertas com WPCgq em pH 3,5, e de 10,59 a 32,49% em pH 3,75 (Tabelas 2.4 ¢
2.5).

A adsorcao de proteina sobre a superficie das particulas de alginato aumentou com
o aumento da concentragcdo de proteina em solucdo para os dois pHs testados, 3,5
(Tabela 2.4) e 3,75 (Tabela 2.5). Em pH 3,5, a quantidade de proteina adsorvida foi
significativamente (p < 0,05) aumentada com os niveis de 0,6, 3 ¢ 4% de proteina em
solugdo. Para o pH 3,75, o aumento da concentragdo de 1,7% para 3% de WPCs, ndo
causou um aumento significativo na adsor¢ao proteica (p > 0,05). Entretanto, quando a
concentragdo de proteina em solugdo foi aumentada para 4% o teor de proteina
adsorvida aumentou significativamente (p < 0,05) em relacdo as concentragdes
inferiores testadas.

Um estudo com microparticulas de alginato imersas em diferentes concentracdes
de quitosana também mostrou que o aumento na concentra¢do de quitosana em solucdo
causou um aumento na quantidade de quitosana adsorvida na superficie da particula
(XIE et al., 2009). Ainda segundo este mesmo estudo, a capacidade de adsorcdo em
superficies foi diretamente influenciada pelas cargas livres totais disponiveis,
microparticulas com potenciais zeta elevados tinham maiores adsor¢des de quitosana na
superficie.

As particulas produzidas neste trabalho apresentaram altos teores de umidade,
variando de 89,2 a 93,0% em pH 3,5 e de 87,6 a 92,3% em pH 3,75 (Tabelas 2.4 ¢ 2.5).
Pode-se verificar que, para ambos os pHs estudados, o aumento da proteina adsorvida
na particula levou a uma reducdo significativa da umidade da mesma. Além disso,
particulas recobertas em pH 3,75 foram as que apresentaram os menores teores de
umidade. A reducdo da umidade estd associada ao incremento de proteina na superficie
da particula.

Os tamanhos médios das particulas recobertas foram analisados e estdo
apresentados nas Tabelas 2.6 e 2.7, para as condicoes de pH 3,5 e 3,75,

respectivamente.

63



Tabela 2.6 Tamanhos médios das microparticulas em fung¢do da concentracdo de

proteina em solucdo (%) em pH 3,5.

Tamanho (pm) Tamanho (pm)
WPCsol Algpart Algpart: WPCsol
0,6% 141,02 + 16,13 aa* 163,26 + 22,76 BAa
3% 137,47 + 28,48 aa 188,22 + 33,39 aa
4% 135,03 = 14,30 ab 157,15+22,97 Ba

* Médias seguidas das mesmas letras (maitsculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferiram de

acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 2.7 Tamanhos médios das microparticulas em fung¢do da concentracdo de

proteina em solugdo (%) em pH 3,75.

Tamanho (pm) Tamanho (pm)

WPCsal Algpart Algpart: WPCsol
1,7% 140, 38 + 12,83 Ab* 192,82 + 18,75 Aa
3% 120,23 + 6,79 ab 160,78 + 15,90 Ba
4% 121,59 £ 16,26 Aa 134,04 £ 19,79 ca

* Médias seguidas das mesmas letras (maitsculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferiram de

acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

As particulas de gelificagdo idnica sem recobrimento proteico apresentaram
tamanhos médios variando de 135,0 a 141,0 um em pH 3,5 e de 121,6 a 140,4 um, para
o pH 3,75 (Tabelas 2.6 e 2.7). Quando foram recobertas com WPCg, em pH 3,5 na
concentragdo 4%, e nas concentragdes 1,7% e 3% em pH3,75, houve um aumento
significativo nos tamanhos médios das particulas em relacdo as particulas Algp, de
origem. Os tamanhos médios das particulas recobertas em pH 3,5 situaram entre 157,1 e
188,2 um, e entre 134,0 a 192,8 um em pH 3,75.

Particulas produzidas com alginato e quitosana também apresentaram um
aumento de tamanho apds o revestimento com quitosana, foram obtidos tamanhos entre
329 a 505 nm (NAGARWAL; KUMAR; PANDIT, 2012).

As particulas produzidas por gelificagdo i6nica sem recobrimento proteico em pH

3,5 e 3,75, apresentaram teor lipidico de 46,3 e 47,4% (ambos em base tmida), e
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eficiéncia de encapsulacdo de 92,6 e 94,8%, respectivamente, mostrando uma alta
capacidade de retengdo de 6leo de girassol, utilizado como material de recheio durante a

formag@o das particulas.

3.3.1 Morfologia e microestrutura das microparticulas

A morfologia das microparticulas dos ensaios pode ser visualizada nas Figuras 2.6
(pH 3,5) e 2.7 (pH 3,75). As imagens da microscopia otica mostraram a formacao de
matrizes multinucleadas, com gotas lipidicas espalhadas homogeneamente ao longo das
particulas. A grande maioria das particulas apresentou formato semelhante ao esférico,
porém foram também observados formatos ovais.

O recobrimento das particulas com WPCg, ndo alterou significativamente sua
aparéncia em nenhuma concentragdo testada. Independente do pH de produgdo das
particulas, e da porcentagem de adsorcdo de proteina, as caracteristicas morfologicas
das particulas imidas tenderam a serem similares entre si .

A observagdo da microscopia eletronica de varredura para as particulas secas
mostrou que as particulas aparentemente suportaram o processo de secagem, mantendo
a sua forma esférica original (Figuras 2.6 ¢ 2.7). No entanto, foi possivel observar a
presenga de irregularidades e rugosidades nas superficies das microparticulas
desidratadas. As irregularidades na parede das particulas s3o provenientes
principalmente de vesiculas de 6leo. A presenca das rugosidades esta associada a
camada proteica adsorvida sobre a particula, sem grandes diferengas visuais entre as

microparticulas contendo as diferentes concentragdes de proteina.
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Figura 2.6 Microscopia otica das particulas umidas e microscopia eletronica de

varredura das particulas liofilizadas produzidas por gelificagdo idnica e recobertas com

proteinas do soro do leite em diferentes concentragdes de proteina em solugdo, pH 3,5.

Barras 10 um (B, D, F e H), 25 um (A) e 50 um (C, E ¢ G).
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Particulas umidas Particulas liofilizadas

Figura 2.7 Microscopia Otica das particulas umidas e microscopia eletronica de
varredura das particulas liofilizadas produzidas por gelificagdo idnica e recobertas com
proteinas do soro do leite em diferentes concentragdes de proteina em solugdo, pH 3,75.
Barras 10 um (B, D, Fe H), 25 um (C ¢ E) ¢ 50 um (A ¢ G).

67



4, CONCLUSOES

Com base na analise dos resultados, pode-se observar que foi possivel ocorrer
interagdes eletrostaticas entre o alginato e o WPC em pH abaixo de 4,5, onde possuem
cargas opostas. Além disso, misturas entre Alggo : WPCso € Alggmu : WPCgo formaram
coacervados em toda faixa estudada quando ajustadas para o pH 3.5 e 3,75. No entanto,
houve necessidade de uma menor quantidade de WPCs, para formar coacervados
quando utilizou-se Algp,y. Embora a interagdo entre o alginato e os ions de Ca*" tenha
reduzido a carga total livre da superficie das particulas em comparagdo com a Algs,|,
uma alta adsor¢@o de proteina ainda foi possivel através de interagdes eletrostaticas.
Dentre os pHs 3,5 e 3,75 utilizados para a interacdo eletrostatica entre a particula de
alginato e solugdes de WPC, o que apresentou os melhores resultados de adsorcdo de
proteica foi o pH 3,75. As maiores adsor¢oes foram obtidas quando se utilizou a

concentragdo de 4% de WPCs, em ambos pHs.
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CAPITULO 3
PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS COM
MULTICAMADAS DE ALGINATO E PROTEINAS DO SORO DO LEITE

RESUMO

A formacao de multicamadas sobre a superficie de particulas pode ser utilizada para
melhorar sua estabilidade e controlar a liberacdo do material encapsulado. Para o
desenvolvimento de particulas com multicamadas de polieletrolitos para servir como
um sistema de entrega de compostos ativos a compreensdo dos principais fatores que
influenciam a sua formacao e a liberacdo dos compostos encapsulados sdo importantes.
O objetivo deste estudo, portanto, foi avaliar a influéncia das concentragdes de
polieletrdlitos na constru¢do de multicamadas na superficie de particulas, além de
monitorar a sua estabilidade frente a condi¢cdes adversas do meio ambiente
(temperatura, pH e sal) onde sdo inseridas, e seu comportamento dentro do trato
gastrointestinal, in vitro. Particulas de alginato foram produzidas por gelificagdo i6nica
e a técnica “ layer by layer” foi aplicada para a constru¢do de multicamadas de alginato
como polieletrélito anidnico e proteinas do soro do leite como componente catidnico. A
influéncia das concentracdes dos biopolimeros na constru¢do de multicamadas sobre as
particulas foi avaliada pela adsorc@o proteica na particula. As particulas multicamadas
também foram caracterizadas quanto ao teor de umidade, tamanho médio e morfologia.
O teor de proteina total encontrado nas multicamadas foi alto, variou de 51,20 a
64,91%, sendo que 33,24% dessa proteina foi encontrada na primeira camada (Algpart),
e valores entre 17,96 a 31,67% na terceira camada (Algpa;). Uma relagdo proporcional
entre a concentracdo de alginato ¢ WPC com o aumento da adsor¢do proteica na terceira
camada foi observada. O teor de umidade das particulas de gelificagdo ionica (Algpar)
diminuiu significativamente com a formagao das multicamadas (Algp,; € Algpars) sobre
sua superficie, ao contrario do tamanho médio que aumentou durante este processo.
Observacdes realizadas por MEV revelaram que camadas terminadas em alginato
possuem superficies mais lisas, enquanto que as terminadas em WPC apresentam
rugosidades. A temperatura de esterilizacdo influenciou a estabilidade, a morfologia e a

capacidade de reidratacdo das particulas com multicamadas liofilizadas. As particulas
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mantiveram-se estaveis em ampla faixa de pH (4 a 8) e de NaCl (0 a 150 mM) em
solucdo, tendo uma solubilidade proteica menor que 3 e 16% da proteina inicial na
particula, respectivamente. Em pH 2 e na concentragdo 200 mM de NacCl, a solubilidade
proteica aumentou significativamente para 22,05 e 19,49%, respectivamente. As
particulas com multicamadas se mostraram parcialmente resistentes as condi¢des
gastricas, com uma liberacdo de 30,49% da proteina na particula. As multicamadas das
particulas foram desfeitas com a acdo da enzima pancreatina em ambiente intestinal

simulado, promovendo a liberagdo de praticamente toda proteina da particula.

1. INTRODUCAO

A concepcao de microparticulas poliméricas tem inumeras aplicagdes potenciais
em diversas areas, tais como veiculos para farmacos, proteinas, enzimas, DNA,
compostos antioxidantes, micro-organismos probioticos e entre outros (MOKARRAM
et al., 2009; FANG; BHANDARI, 2010).

As microparticulas sdo desenvolvidas principalmente para proteger os materiais
encapsulados de condigdes ambientais adversas do meio, como pH, luz, oxigénio e, ou
condi¢des gastrointestinais (pH, enzimas e temperatura), até que se atinja 0 momento ou
o local desejado para sua liberagdo mediante estimulos especificos (SHAHIDI; HAN,
1993).

A producdo de particulas por diversos métodos e materiais ¢ cada vez mais
estudada, apresentando grande importancia no desenvolvimento de particulas estaveis e
resistentes as condigdes gastricas (ANNAN; BORZA; TRUELSTRUP HANSEN,
2008). A abordagem, “layer by layer” tem se mostrado uma técnica 1util para a
producdo de particulas com multicamadas cujas propriedades supracitadas sao definidas
para aplicacdes entéricas (OCHS et al., 2010).

Esta técnica baseia-se na deposi¢do eletrostatica de polimeros com carga opostas,
de forma alternada, sobre superficies carregadas eletricamente, como as microparticulas
(DECHER, 1997; AI; JONES; LVOV, 2003; YE et al., 2006; KREFT et al., 2007).
Desde que, cada etapa de adsor¢do de polimero, leve a inversdo de cargas na superficie,

a deposi¢c@o subsequente com polimero de carga oposta ao primeiro depositado, resulta
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na formacdo de multicamadas, estabilizadas por fortes forcas -eletrostaticas
(SCHONHOFF, 2003; ANTIPOV; SUKHORUKOV, 2004). A estrutura da particula
formada contém o ntcleo revestido com varias camadas de material de parede (TOKLE
etal., 2012).

Estudos tem mostrado que esta abordagem de construgdo de multicamadas pode
ser utilizada para melhorar a estabilidade das particulas e controlar a liberacdo do
material encapsulado (SCHNEIDER et al., 2001; TIOURINA; SUKHORUKOV, 2002;
ANAL; STEVENS, 2005; BAJPAIL; TANKHIWALE, 2006a; ANNAN; BORZA;
TRUELSTRUP HANSEN, 2008; HEBRARD et al., 2013).

A eficacia das multicamadas depende fortemente da sua capacidade em liberar os
materiais encapsulados de forma controlada e no local desejado. Assim, a
permeabilidade das camadas desempenha um papel fundamental neste processo, uma
vez que as multicamadas poliméricas atuam como uma barreira de membrana obstrutiva
para os materiais encapsulados (SHE et al., 2010). A permeabilidade e a desintegracdo
das camadas podem ocorrer em resultado a estimulos externos tais como, mudanca de
pH, da forga idnica e temperatura (YE et al., 2006; OCHS et al., 2010; SHE et al., 2010;
MU; LU; LIU, 2011). Além disso, o tipo e as propriedades dos materiais utilizados, a
espessura ¢ o numero de camadas também influenciam o comportamento de
permeabilidade apresentado pelas multicamadas (SHE et al., 2010).

A constru¢do de multicamadas sobre superficies e, as respostas das camadas
mediante estimulos foram revistos (AI; JONES; LVOV, 2003; SCHONHOFF, 2003;
ANTIPOV; SUKHORUKOV, 2004; JOHNSTON et al., 2006; GLINEL et al., 2007). O
processo de formacdo de multicamadas, em relacdo a variedade de materiais que podem
ser utilizados para a sua construgdo e, ainda a possibilidade de sua combinagdo com
outros métodos, torna esta técnica muito versatil e atraente (SCHONHOFF, 2003).

Nos tultimos anos, a utilizacdo de biopolimeros naturais para construgdo de
multicamadas tem sido crescente. O biopolimero alginato tem se destacado neste
sentido, por ser um polissacarideo anidénico, composto de acidos B-D-manurénico (M) e
acido o-L-gulurénico (G), unidos linearmente por meio de liga¢des glicosidicas a-1,4
(THU et al, 1996; SILVA et al., 2006; YOO et al., 2006; ANNAN; BORZA;
TRUELSTRUP HANSEN, 2008). Apresenta-se carregado negativamente acima do pH
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correspondente ao seu pK, (pH 3,65 - 3,80) e, e ndo dissociado em pH abaixo deste
valor (SIMSEK- EGE; BOND; STRINGER, 2003).

O alginato sofre gelificacdo id6nica, quando cations divalentes interagem
ionicamente com blocos de residuos de acido gulurénico, resultando na formacao de
géis insoluveis (BAJPAIL; TANKHIWALE, 2006b). No entanto, durante este processo,
nem todos os grupos carboxilicos do alginato interagem com os ions calcio,
remanescendo cargas livres na superficie da particula e possibilitando a formacdo de
uma camada protetiva na sua superficie com um polieletrolito de carga oposta (DE VOS
et al., 2007).

A producdo de uma ou mais camadas de proteinas do soro do leite sobre a
superficie de microparticulas de alginato obtidas por gelificagdo idnica pode melhorar
seu efeito protetivo e sua estabilidade, uma vez que uma das dificuldades de sua
aplicagdo ¢ devida a grande porosidade da matriz que permite uma difusdo rapida do
material encapsulado (FUIIWARA et al., 2010).

Assim, devido as suas propriedades funcionais e nutricionais as proteinas do soro
do leite, tem se mostrado como interessantes materiais para o recobrimento de particulas
por permitir a sua protecdo quando sujeitas aos fluidos gastricos (DOHERTY et al.,
2012; SOUZA et al., 2012; HEBRARD et al., 2013). Outro beneficio potencial na
utilizacdo destas proteinas ¢ a geragdo de bioativos pépticos, que podem exercer uma
série de efeitos fisiologicos in vivo, através da hidrolise da proteina pela enzima
pancreatina (CHEN; SUBIRADE, 2005; DOHERTY et al., 2011).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas de alginato
através da gelificacdo i6nica e construir multicamadas sobre sua superficie utilizando a
técnica “layer by layer” com proteinas do soro do leite e alginato, com alta adsor¢do
proteica. Avaliou-se a influéncia da concentragdo em solugdo do alginato e das
proteinas do soro do leite sobre a adsor¢do proteica. As particulas foram caracterizadas
quanto aos teores de proteina adsorvida, umidade, tamanho ¢ morfologia. A estabilidade
das particulas com multicamadas foi avaliada em temperatura de esterilizacao,
diferentes pHs, variadas concentra¢des de NaCl em solucdo aquosa e em simulacdo das
condicles gastroentéricas através da caracterizacdo das particulas quanto ao tamanho,

solubilidade da camada proteica e morfologia.

80



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Os materiais utilizados foram: Alginato de S6dio (Manugel DMB, lote G470021);
Concentrado proteico do soro do leite (lote 80 4U17601, Lacprodan - Arla Foods
Ingredients, Dinamarca); Oleo de girassol comercial (Mazola, Mairinque — SP, Brasil);
Cloreto de Calcio P.A (lote 36308, Dindamica, Diadema — SP, Brasil,); Acido cloridrico
P.A 0,1M (Merck), Hidroxido de sddio a 50% (Nuclear, Diadema — SP, Brasil), Acido
sulfurico P.A (Synth, Diadema - SP, Brasil); Sulfato de cobre P.A anidro (Synth,
Diadema — SP, Brasil); Sulfato de potassio P.A anidro (lote 18308, Ecibra, Sdo Paulo,
Brasil).

2.2 Métodos
2.2.1 Producéo de particulas

A partir da definicdo da concentragdo de proteina em solu¢do que propiciou a
maior adsor¢do proteica na particula conforme o Capitulo 2, esta condi¢ao foi otimizada
para a producdo de uma nova particula com multicamadas. Desta forma, a nova
particula foi produzida contendo uma segunda camada em polissacarideo e uma terceira

camada em proteina, como descrito nos itens subsequentes.

2.2.1.1 Producio de particulas de alginato por gelificacio ionica (Algpart)

As particulas sobre as quais serdo depositadas multicamadas sobre sua superficie
foram produzidas por gelificagdo i6nica. Para a obteng@o dessas particulas, a solugdo de
alginato a 2% (p/p) foi adicionada de o6leo de girassol (2% p/p), € a mistura foi
emulsificada em homogeneizador Ultra-Turrax (IKA, Works do Brasil) a 14.000 rpm
durante 3 minutos. Essa emulsdo foi atomizada sobre uma solu¢do de cloreto de calcio

(2% p/v), pH 3,75, mantida sob agitacdo constante, utilizando um bico atomizador
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duplo fluido de 1 mm de diametro, sob pressdo de ar de 0,125 kgf/cm? e altura constante
de 12 cm entre o atomizador e a solu¢do idnica.

Apos a atomizagdo, as particulas foram mantidas na solugdo de cloreto de calcio,
para cura, por 30 minutos. Em seguida, foram separadas por peneira de malha de aco
(diametro de 53 pm) e imersas em agua deionizada (pH 3,75) durante 5 minutos, e

novamente separadas e lavadas com agua deionizada neste mesmo pH.

2.2.1.2 Particulas com uma camada (Algp,rt1)

Para a produgdo das particulas com uma camada (Algp,q), 100 g de Algpa
obtidas como descrito no item 2.2.1.1 foram transferidas para a solugdo de WPCsg, a
concentragdo de 4% (p/p), com pH ajustado para 3,75, onde foram mantidas imersas
sob agitacdo constante por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
procedimento, as particulas foram separadas em peneira de malha de ago (didmetro de
53 pum) e lavadas com agua deionizada (pH 3,75), para remocdo da proteina ndo

adsorvida.

2.2.2 Planejamento Experimental

As multicamadas sobre as particulas foram elaboradas de acordo com um
delineamento composto central rotacional (DCCR), do tipo 2* incluindo 4 ensaios nas
condi¢des axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios foi elaborado.
Esse planejamento visou determinar as condigdes que conduziriam em maior adsor¢ao
de proteinas na terceira camada formada sobre a particula, ja que o caso em estudo se
tratou de um processo de obtencdo de particulas com alta adsor¢do proteica. Assim,
foram escolhidas como variaveis independentes a concentracdo das solugdes de alginato
e do WPC a serem utilizados como camadas. Esses biopolimeros foram escolhidos por
serem biocompativeis, biodegradaveis e atoxicos, podendo-se ampliar ainda mais a

potencialidade de aplicagdo dessas particulas.
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A escolha dos valores limites do planejamento foi feita baseada em alguns testes
preliminares, onde se determinou que concentragdes superiores a 0,125% de alginato
em solucdo tornavam a solugdo muito viscosa dificultando a mobilidade das particulas
quando adicionadas. Estes experimentos preliminares também indicaram que o pH das
solucdes de alginato utilizados para formar a segunda camada sobre a particula ndo
deveria ser ajustado, enquanto que, no caso das solucdes proteicas utilizadas para a
producdo da terceira camada deveria ser ajustado para 3,75. As concentragdes de
proteina em solugdo foram escolhidas de modo a abranger parte dos estudos
apresentados na literatura (SOUZA et al., 2012).

A variavel resposta utilizada para a avaliacdo do planejamento foi a porcentagem
de adsor¢@o de proteina da terceira camada da particula (Algpa3). Ela foi calculada
como a diferenca entre o total de proteina na particula e a quantidade de proteina
encontrada na primeira camada (Algp,), sendo expressa em porcentagem. A
quantidade de proteina encontrada na primeira camada foi utilizada como um valor fixo
para calcular a adsorcdo de proteina da terceira camada de todos os ensaios realizados.
A quantificagdo de proteina na particula foi realizada pela metodologia de Kjeldahl
como descrito no item 2.2.3.

Os niveis utilizados e os ensaios experimentais deste planejamento estdo

apresentados nas Tabelas 3.1 e 3.2, respectivamente.

Tabela 3.1 Valores utilizados no delineamento composto central rotacional para a

obtencdo de particulas com multicamadas.

Variavel Cadigo -1,41 -1 0 1 +1,41

Concentracao de
Alginato (%) ALGs 0,065 0,074 0,095 0,116 0,125
Concentracao de
WPC (%) WPCso 1 1,44 2,5 3,56 4
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Tabela 3.2 Planejamento experimental para obtencao de particulas com multicamadas.

Ensaios Alggso (%) WPCs (%)
1 0,074 (-1)* 1,44 (-1)
2 0,074 (-1) 3,56 (+1)
3 0,116 (+1) 1,44 (-1)
4 0,116 (+1) 3,56 (+1)
5 0,065 (-1,41) 2,5(0)
6 0,125 (+1,41) 2,5(0)
7 0,095 (0) 1 (-1,41)
8 0,095 (0) 4 (+1,41)
9 0,095 (0) 2,5(0)
10 0,095 (0) 2,5(0)
11 0,095 (0) 2,5(0)

*Numeros em parénteses representam as variaveis codificadas do planejamento.

2.2.2.1 Producio de particulas multicamadas por interacao eletrostatica

2.2.2.1.1 Particulas com duas camadas (Algpari2)

Foram transferidas 50 g de Algp,q;, obtidas conforme o item 2.2.1.2, para Algg,
a diferentes concentragdes: 0,065, 0,074, 0,095, 0,116 ¢ 0,125%, sem ajuste de pH (pH
natural entre 6,00 ¢ 6,5), onde permaneceram por 1 hora sob agitagdo constante, a
temperatura ambiente. Apos este procedimento, o pH destas solugdes foi medido e
utilizados como referéncias para o ajuste do pH da agua de lavagem das particulas. As
particulas foram entdo novamente peneiradas (53 pm) e lavadas com agua deionizada

(pH entre 4,5 e 4,8).

2.2.2.1.2 Particulas com trés camadas (Algp,3)
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As particulas obtidas (Algparz) foram colocadas novamente em WPCgq, pH 3,75,
em diferentes concentragcdes de acordo com o planejamento experimental, onde foram
mantidas por 1 hora sob agitacdo constante, a temperatura ambiente. Posteriormente as

particulas foram peneiradas e lavadas como descrito no item 2.2.2.1.1.

2.2.3 Conteudo de proteina e umidade das microparticulas

As particulas foram caracterizadas em relagcdo ao contetido total de proteina e
umidade, de acordo com AOAC (2006). A umidade foi determinada por secagem em
estufa a temperatura de 105 °C. O percentual de proteina contida na particula, apos
secagem do material em estufa por 16 horas a 105 °C, foi determinado por metodologia
de Kjeldahl, utilizando o fator de correcdo de 6,38 estabelecido para proteina do soro do

leite, para conversdo de nitrogénio em proteina.

2.2.4 Caracterizacio das microparticulas

2.2.4.1 Tamanho médio das microparticulas

O tamanho médio (d 0,5) das microparticulas umidas (recém processadas),
respeitando a ordem de producgdo, Algpar, Algpar1, Algpary € Algpays foram avaliados no
equipamento Mastersizer 2000 (Malvern, Germany), unidade de amostragem Hydro
2000S (Malvern, Germany). O equipamento determina o tamanho das particulas por
difracdo a laser e o material dispersante usado para fazer a leitura das amostras foi agua
deionizada. As particulas imidas 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 obscuracdo de 3 a 20% conforme sugestdo do fabricante.

2.2.4.2 Microscopia otica e eletronica de varredura
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A morfologia das particulas timidas foi observada em microscopio oOtico
JENAVAL, utilizando-se objetivas de 12,5 e 25 X, e optovar de 0,8 a 1,25 x. A
captagdo das imagens foi realizada, utilizando o software EDN-2 — Microscopy Image
Processing System.

A microestrutura das microparticulas liofilizadas (secas) foi observada em
microscopio eletronico de varredura (MEV). Uma por¢do das particulas umidas foi
congelada e liofilizada (Mod. 501, Edwards Pirani, Crawley, West Sussex, Reino
Unido) com uma temperatura inicial de — 40 °C, uma pressdo de 0,1 mmHg, uma
temperatura final de 25 °C/ 2 h, um tempo de ciclo total de 48 h. Em seguida, as
amostras foram fixadas em “stubs” com fita metalica dupla face de cobre e recobertas
com uma fina camada de ouro (200 segundos e corrente de 40 mA) por meio de um
evaporador Baltzer (Baltec, Liechtensten). Para observagdo foi utilizado um
microscopio eletronico de varredura modelo JMS — T300 Jeol, com uma aceleracao de

voltagem de 20 kV.

2.2.5. Avaliacio da estabilidade da microparticula com multicamadas

Do planejamento experimental, escolheu-se a amostra de particulas que obteve a
maior adsorcdo de proteina para ser avaliada quanto a estabilidade em temperatura,
diferentes pHs, variadas concentragdes de sal e em simulacdo das condigdes

gastrointestinais.

2.2.5.1 Estabilidade da particula em temperatura

O efeito da temperatura na aparéncia visual, na morfologia ¢ no tamanho das
particulas foi avaliado, utilizando duas abordagens: (i) avaliagdo das particulas imidas,
onde 1 g de particulas foi suspenso em 10 mL de dgua deionizada em pH 3,75, estas
foram submetidas a 121 °C por 15 minutos em uma autoclave e, em seguida foi
determinado seu tamanho e sua morfologia. Foram utilizadas particulas imidas para

compara¢do como controle, adicionadas em 10 mL de dgua deionizada (pH 3,75), sem
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submeter a temperatura, sua morfologia e seu tamanho foram determinados
imediatamente apds uma rapida agitacdo; (ii) avaliagdo das particulas secas por
liofilizagdo, aproximadamente 1 g de po foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos e, em
seguida reidratado diretamente em agua com pH ajustado para 3,75, estas ficaram sob
agitacdo constante em um homogeinizador de solugdes rotativo, a 22 rpm (Modelo AP
22, Phoenix, Araraquara, Brasil) por 12 horas. Para comparac¢do foi utilizado o tamanho
¢ a morfologia das particulas secas reidratadas conforme citado acima, sem submeter a
temperatura. O tamanho foi determinado em triplicata para cada amostra em cada
condicdo estudada, utilizando-se um medidor de tamanho Mastersizer 2000 (Malvern,
Worcestershire, UK). Os resultados do tamanho sdo apresentados como tamanho médio
(d 0,5) e desvio padrao. A morfologia das particulas foi observada em microscopio 6tico
JENAVAL, utilizando-se objetivas de 12,5 ¢ 25 X, e optovar de 0,8 a 1,25 x. A
captagdo das imagens foi realizada, utilizando o software EDN-2 — Microscopy Image

Processing System.

2.2.5.2 Estabilidade da particula em diferentes pHs

O efeito do pH nas propriedades das particulas com multicamadas foi avaliado
quanto a aparéncia visual, morfologia, tamanho e solubilidade proteica.
Aproximadamente 1 g de particulas umidas foi suspenso em 10 mL de dgua deionizada
em diferentes pHs 2, 4, 6 ¢ 8, ¢ estas permaneceram em agitacdo constante em um
homogeinizador de solugdes rotativo (Modelo AP 22, Phoenix, Araraquara, Brasil) por
12 horas antes da determinagdo do tamanho. As leituras de tamanho e a observacdo da
morfologia foram realizadas em seus respectivos pHs conforme o item anterior.
Adicionalmente amostras foram retiradas e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos,
onde se quantificou o teor de proteina do sobrenadante, que se desprendeu das particulas
pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2006). A solubilidade proteica foi calculada pela
quantidade determinada no sobrenadante, em relagdo ao valor de proteina inicial
presente na massa da particula, em base seca e expressa em porcentagem. O teor de

proteina total inicial na particula também foi determinado por Kjeldahl. Para esta
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avaliagdo foram produzidos trés lotes independentes de particula com determinagdes

feitas em triplicata para cada lote em cada condig@o avaliada.

2.2.5.3 Estabilidade da particula em diferentes concentracgdes de sal.

O efeito do sal na estabilidade das microparticulas multicamadas foi investigado
quanto a aparéncia visual, morfologia, tamanho e solubilidade proteica. Foi adicionado
1 g de particulas umidas em 10 mL de solu¢do de NaCl com pH ajustado para 3,75, em
diferentes concentragdes, a saber: 0 mM (0%); 50 mM (0,3%), 100 mM (0,6%), 150
mM (0,9%) e 200 mM (1,2%). As particulas foram mantidas em solucdo de NaCl sob
agitacdo constante em um homogeinizador de solugdes rotativo (Modelo AP 22,
Phoenix, Araraquara, Brasil) por 12 horas. As leituras de tamanho foram realizadas em
seguida, ¢ em pH 3,75, utilizando-se um medidor de tamanho Mastersizer 2000
(Malvern, Worcestershire, UK). Os resultados de tamanho sdo apresentados como
tamanho médio (d 0,5) e desvio padrdo. A morfologia foi observada através da captagdo
de imagens em microscéopio 6Otico. A solubilidade proteica foi determinada conforme o

procedimento citado acima. Os ensaios foram feitos em triplicata da triplicata.

2.2.5.4 Avaliacao da solubilidade proteica das microparticulas em simulacdo das

condicdes gastrointestinais.

As particulas também foram submetidas as condigdes gastrointestinais simuladas
para avaliar sua resisténcia. Em tubos de vidro de 50 mL, foram adicionados 3 g de
microparticulas imidas e 30 mL de suco gastrico artificial (SGA) com pH ajustado para
2, e incubados a 37 °C, em banho maria com agitagdo, por 2 horas. O suco gastrico
artificial (SGA) utilizado foi elaborado a partir de: 1,12 g/LL KCI; 2 g/L NaCl; 0,11 g/L
CaCly; 0,4 g/L. KH,POy; 3,5 g/L. de mucina e 0,26 g/L de pepsina ¢ HCI para ajuste de
pH (SULTANA et al., 2000; MOZZI et al., 2009). Posteriormente, alterou-se o pH para
7 com solucdo de NaHCOs3 na concentragdo de 20% (p/v) e adicionou-se a pancreatina

na concentragdo de 1,95 g/L, e novamente se incubou as amostras por mais 22 horas a
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37 °C. Apos intervalos de tempo de uma, duas, sete e vinte e quatro horas amostras
foram retiradas e avaliadas quanto a morfologia 6tica através da captagdo de imagens
em microscopio 6tico.

Ap6s 2, 7 e 24 horas de simulacdo das condigdes gastrointestinais, aliquotas de 10
mL foram separadas e colocadas em banho de gelo, onde permaneceram imersas por 15
minutos para inativacdo das enzimas. Em seguida, as aliquotas foram centrifugadas por
20 minutos 34540 G (centrifuga modelo RC-5C Sorvall Instruments, Wilmington,
USA). Do sobrenadante quantificou-se o teor de proteina que se desprendeu das
microparticulas e ficou solivel no SGA, por método de Kjeldalh (fator de conversdo de
nitrogénio em proteina de 6,38). Foi preparado um branco, contendo apenas SGA e a
pancreatina para descontar o nitrogénio proveniente de enzimas, quantificando dessa
forma a quantidade de proteina que foi solubilizada durante a simulagdo gastroentérica.
O total de proteina inicial na particula também foi determinado por Kjeldalh. A
solubilidade proteica foi calculada pela quantidade determinada no sobrenadante, em
relagdo ao valor de proteina inicial presente na massa da microparticula, em base seca e
expressa em porcentagem. Para esta avaliacdo, trés lotes independentes de particulas

foram produzidos e avaliados em triplicata para cada lote em cada tempo.

2.2.6. Analise estatistica

Os resultados do planejamento experimental foram avaliados através do software

Statistica 7. O calculo da analise de variancia ANOVA foi realizado pelo programa

estatistico SAS 9 e o teste Tukey foi realizado para determinar diferencas entre médias

no intervalo de 95% de confianga, para os resultados das demais analises.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacio das condicées para producio de microparticulas com multicamadas

— Planejamento Experimental
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As particulas com multicamadas foram produzidas utilizando duas técnicas de
microencapsulacdo, a gelificagdo idnica e a interacdo eletrostatica. Primeiramente a
particula de hidrogel foi formada por gelificacdo i6nica, que ocorre devido a difusdo de
ions de calcio a partir do meio de gelificacdo para os blocos D - manurénico e L —
gulurdnico do alginato (BAJPAL; TANKHIWALE, 2006b). Em seguida, estas particulas
recém processadas foram imersas na solugdo de WPC (4%), que tendem a se ligarem
eletrostaticamente as cargas residuais das moléculas de alginato livres presentes na
superficie das particulas. Apos este procedimento, as particulas obtidas apresentaram
coloracdo ligeiramente amarelada, similar a cor do WPC em po, e um aspecto mais
“seco” quando comparadas as particulas de gelificagdo i6nica obtidas anteriormente,
que aparentemente eram brancas, macias e umidas. A transferéncia destas particulas
para a solucdo de alginato aparentemente produziu outra camada de alginato sobre a
superficie das mesmas, além disso, as particulas obtidas apresentaram um aspecto visual
“flacido” e umido similar a de um gel, no entanto as particulas voltaram a apresentar
uma coloragdo ligeiramente amarelada e um aspecto aparentemente mais “seco” apds
serem imersas na solu¢do de WPC, indicando que outra camada proteica foi formada
sobre as particulas.

Extensos trabalhos de investigacdo na produ¢do de multicamadas por “layer by
layer” tem sido relatados na literatura. Anal e Stevens (2005) e Bajpai e Tankhiwale
(2006), também produziram particulas com multicamadas de alginato e quitosana com a
combinacdo das duas técnicas de microencapsulacdo utilizadas no presente estudo.

O planejamento experimental apresentado na Tabela 3.3 mostra as condi¢des

estudadas para produg@o das multicamadas sobre a particula.
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Tabela 3.3 Ensaios do Planejamento Experimental e o teor de proteina adsorvida nas camadas das particulas, seguida da variavel resposta

da adsor¢do de proteina (%) na terceira camada das particulas, para avaliagdo da produgdo de particulas com multicamadas.

Variaveis Resposta
% Proteina
Ensaios Algsol (%) WPCs (%) Total* Algpar** Algpar***
1 0,074 1,44 51,20 + 3,06 17,96 = 3,06 b
2 0,074 3,56 52,8 +3,31 19,56 +3,31b
3 0,116 1,44 57,49 £3,15 2425+3,15a
4 0,116 3,56 64,21 1,15 3097+ 1,15a
5 0,065 2,50 52,96 + 0,85 19,72+ 0,85 b
6 0,125 2,50 64,91 0,76 33,24 £2,67a**** 31,67+£0,76 a
7 0,095 1,00 52,34+ 1,29 19,10+ 1,29 b
8 0,095 4,00 57,30 = 1,96 24,06+ 1,96 b
9 0,095 2,50 62,34 + 1,94 29,15+ 1,94 a
10 0,095 2,50 61,41 +£0,53 28,17+0,52b
11 0,095 2,50 61,19+ 1,66 27,95+ 1,67b

*Total: expressa a porcentagem total de proteina encontrada nas particulas de cada ensaio.

*% Algp,: teor de proteina adsorvida no primeiro recobrimento da particula com WPCg,

Hk Algparg: é o teor de proteina encontrado no terceiro recobrimento da particula com WPCgy) (Algpm3)_ Foi calculado como a diferenga entre o total de proteina

na particula e a quantidade de proteina encontrada na primeira camada (Algp,.), sendo expresso em porcentagem.

**** Médias seguidas das mesmas letras na linha, ndo diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).
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Pode-se observar que a utilizacdo do alginato como polidnion e do WPC como
polication para a producdo das multicamadas sobre a superficie da particula foi bem
sucedida, mostrando que € possivel utilizar estes dois polieletrolitos para a produgdo de
camadas.

As particulas com multicamadas apresentaram uma alta adsor¢do de proteina,
variando de 51,20 a 64,91% (Tabela 3.3). Na primeira camada (Algp,;) atingiu-se uma
adsorcdo de proteina na particula de 33,24%, resultado muito proximo ao encontrado no
capitulo anterior, 32,49%.

As respostas obtidas da média de adsor¢do de proteina na terceira camada
(Algpar3) da particula mostram claramente que houve adsor¢do de proteina em todos os
ensaios do planejamento, independentemente das concentracdes de alginato e WPC em
solucdo estudadas.

Essa adsor¢do proteica s6 foi possivel devida a formacdo de uma camada
anterior de alginato. Segundo Schoénhoff (2003) a construcdo de camadas sobre uma
superficie ocorre, contanto que, em cada etapa de adsor¢do de polimero leve a inversao
de carga na superficie, possibilitando assim, a deposicdo de um polimero de carga
oposta e a formagao de um complexo de camadas através da interacao eletrostatica.

Diante disso, acredita-se que a formacao da camada de alginato sobre a primeira
camada proteica por interacdo eletrostatica, tenha levado a uma inversdo de carga livre
total na superficie, passando de positiva para negativa. Consequentemente, em pH 3,75,
uma forte interacdo eletrostatica entre os grupos carboxilicos de alginato livres na
superficie da particula e os grupos aminos carregados positivamente do WPC,
proporcionaram a adsor¢@o da proteina e a formagao da Algpys.

O teor de proteina adsorvido na Algp,; foi alto, variando de 17,96 a 31,67%. As
adsor¢des maximas ocorreram nos ensaios 4 ¢ 6, com adsor¢des de 30,97 ¢ 31,67%,
respectivamente, aumentando em 93 e 95% o conteudo de proteina em relagdo a
primeira camada (Tabela 3.3). A menor adsor¢do foi observada no ensaio 1, quando se
utilizou uma menor concentracdo de alginato e WPC em solugdo, atingindo uma
adsorcdo de 17,96%.

A avaliagdo do planejamento mostra que todas as variaveis (concentracdo de
alginato ¢ WPC, e a interagdo entre essas duas varidveis) apresentaram efeitos

significativos (p < 0,05) sobre a adsor¢do de proteina nas microparticulas. O coeficiente
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de correlagio R* ajustado pelo modelo foi de 0,9944, deixando evidente a validade do
modelo e a significancia da regressao, como pode ser observado no grafico de Pareto da
Figura 3.1. Os valores obtidos pelo coeficiente de regressdo do modelo podem ser

visualizados na Tabela A. 1 do Anexo.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % de Adsorgéo de Proteina
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=.2898188
DV: % de Adsorgao de Proteina

(1)Concentragao de Alginato(L) ¢

Concentragéo de WPC(Q)
(2)Concentragédo de WPC(L) ¢

Concentragéo de Alginato(Q)

1Lby2L |

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3.1 Grafico de Pareto com valores estimados dos efeitos padronizados e
suas interagdes para as variaveis estudadas sobre a adsorcdo de proteina na terceira

camada da particula.

Os efeitos das variaveis para as respostas de adsorcdo de proteina na particula
foram avaliados utilizando a analise de varidncia (ANOVA), sendo os resultados
considerados significativos quando p < 0,05 e estdo apresentados na Tabela A.2 do
Anexo. As andlises dos efeitos das varidveis do processo, representadas por meio da

superficie de resposta e de contorno, podem ser observadas na Figura 3.2 (A e B).
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A Fitted Surface, Variable: % de Adsor¢cdo de Proteina
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=.2898188
DV: % de Adsor¢cdo de Proteina

CPBATIEIN R

B - 30
Bl < 30
M <25
B <20
<15
il <10
<5
Il <0

B Fitted Surface; Wariable: % de Adsorcic de Proteina
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=.2893 188
DV; % de AdsorgSo de Proteina

142

[elrg

0.00 F

Concentragio de WPC

=071 |

-

=142 -0.71 0.00 Q.71 1.42
Concentracio de Alginato

-1.42

Figura 3.2 Superficie de resposta e superficie de contorno para adsor¢ao de proteina (%)
na terceira camada da particula em funcdo da concentracdo de Alginato e WPC em

solugdo; Superficie de resposta (A); Superficie de contorno (B).

4

E possivel verificar através da superficie e curva de contorno uma relagdo
proporcional entre a concentragdo de alginato e WPC com aumento da adsorcdo de

proteina. As concentragdes 0,116% e 0,125% de alginato e 3,56% ¢ 2,5% de WPC,
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respectivamente, sdo as concentragdes que maximizaram a adsorcdo proteica na
particula.

O numero de grupos carboxilicos se eleva com aumento da fracdo de alginato
(PETRUSIC et al., 2012). Assim a provavel explicagdo para os resultados observados ¢
que, com o aumento da concentracdo de alginato, um maior nimero de grupos
carboxilicos em cadeia de alginato livres ¢ fornecido para a interac@o eletrostatica com
a proteina, induzindo um aumento proporcional nas ligacdes entre o0s grupos
carboxilicos livres e os grupos aminos da proteina, resultando em uma maior adsor¢ao

proteica.

3.2 Teor de umidade e tamanho das microparticulas em funcio da concentracio de

alginato e de proteina em solucio.

O teor de umidade das particulas de gelificag@o ionica (Algp,) produzidas para
os ensaios do planejamento variaram entre 93,31 a 93,90%, como esperado para
matrizes produzidas com polissacarideos, que apresentam como caracteristica uma alta
capacidade de retencdo de agua, resultados estes similares aos obtidos por Mukai-
Corréa et al. (2005), que encontraram valores de umidade superiores a 90% para
microcapsulas de gelificacao ionica.

No entanto, a formagdo das multicamadas (Algp,; € Algpars) sobre a superficie
das microparticulas diminuiu significativamente (p < 0,05) o teor de umidade em
relagdo ao seu teor inicial, sugerindo uma tendéncia a diminui¢do do teor de umidade
com a adsor¢do de proteina na particula.

Para as microparticulas com uma camada (Algp,1) os teores de umidade
variaram entre 85,72 a 88,15% e entre 84,93 a 90,25% para as microparticulas com
trés camadas (Algpar3) (Tabela 3.4). O teor de umidade das particulas umidas com duas
camadas recém-processadas (Algpaz) ndo foi determinado, devida a dificuldade
inerente a secagem da particula sem alterar a sua estrutura, uma vez que a camada mais

externa de alginato ndo se encontrava ainda enrijecida.
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Tabela 3.4 Teor de umidade nas microparticulas com multicamadas em funcdo da

concentragdo de alginato e de proteina em solugao (%).

UMIDADE %
Ensaios Algpaye Algparer++ Algpyrizes=
1 93,75 £ 0,13 ax*** 87,01 £0,21 ¢ 88,40 £0,54 b
2 93,74+ 0,21 a 88,15+0,41 b 87,77 +0,74 b
3 93,80+ 0,26 a 86,97 +£0,37 ¢ 89,56 £0,51 b
4 93,90 +0,19a 87,96 £0,28 b 87,85+0,16 b
5 93,61 £0,22 a 87,63 £0,64 b 87,59+£0,25b
6 93,36 £ 0,23 a 86,13 +0,21 ¢ 87,70 £ 0,24 b
7 93,65+0,17a 86,59+ 0,97 ¢ 90,25+0,91b
8 93,63+0,37 a 87,23 £0,66 b 84,93 £ 1,06 ¢
9 93,67+0,07 a 86,66+ 0,23 b 87,18 0,18 b
10 93,31+£0,22a 85,72 +£0,31 ¢ 87,11 £0,08 b
11 93,83+0,33a 87,54 +0,18b 87,60 £0,15 b

* Algp,,: Particula de alginato obtida por gelificagdo idnica, sem recobrimento.
*% Algp,,: Particula com o primeiro recobrimento de WPCgy).

#+% Algp, 3 Particula com o terceiro recobrimento de WPCgy.

***k*¥Medias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

Os tamanhos médios das particulas de gelificacdo ionica (Algp,) dos ensaios do
planejamento situaram-se entre 91,3 e 130,4 um. A maioria das particulas produzidas
para os ensaios apresentaram uma relativa homogeneidade de distribui¢do de tamanho.
Para preparar particulas com tamanhos uniformes ¢ essencial que a viscosidade da
solugdo, a queda das gotas sob a agitagdo e a distdncia entre bico atomizador e o meio
de gelificagdo sejam mantidos constantes, durante o processo de formagdo das
particulas; uma ligeira variacdo em qualquer um destes parametros pode resultar na
produgdo de particulas com tamanho ndo homogéneo (BAJPAI; TANKHIWALE,
2008).
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Tabela 3.5 Tamanhos médios das microparticulas com multicamadas em fun¢do da concentracdo de alginato e de proteina em solugdo (%).

Ensaios

AlgPart*

AlgPart3 ke

O 0 N N N K~ W N -

—_
=]

11

111,69+ 8,79 ¢
116,88+ 13,16 b
114,67 + 8,67 ¢
111,71+ 13,41 ¢
113,23+ 13,74 b
91,31 +£6,11¢

106,38 4,15 ¢
103,18+ 11,454d
96,74 £ 1,74 d

93,59 +£3,51d

130,40 +4,47 ¢

TAMANHO d (0.5) pm

Algparer+ Algparg+++
129,35+ 15,29 ¢ 24721 +1541a
137,09 £ 12,190 320,29 £49,48 a
129,92 £7,35¢ 326,50 £ 26,02 a

138,01 £ 6,76 ¢
132,23 £3,18 b
11521+ 721 ¢
116,99 + 5,48 ¢
126,59 + 13,02 ¢
114,54 £2,10 ¢
124,56 + 6,76 ¢
137,56 £3,53 ¢

423,33+ 34,94 a
292,38+ 47,70 a
237,02+ 12,65 a
269,39 £ 22,53 a
274,24 + 12,99 a
256,21 £ 6,91 a
232,97+ 10,33 a
327,90+ 11,45 a

171,94+ 12,10 b
170,53 + 10,46 b
179,68 + 13,60 b
223,72+ 15,88 b
175,43 + 13,84 b
170,02 + 15,73 b
157,56 + 8,83 b
151,48+ 11,47 b
152,23+ 3,81 b
147,85+ 4,18 b
175,44+ 4,70 b

* Algp,: Particula de alginato obtida por gelificagdo i6nica, sem recobrimento.

*% Algp,: Particula com o primeiro recobrimento de WPCgy).

#+% Algp,p: Particula com o segundo recobrimento de Algs,.

#+% Algp, 3 Particula com o terceiro recobrimento de WPCgy.

***k*¥Medias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferiram de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).



Com a formagdo de uma camada proteica (Algpa) sobre a superficie da Algpa
os tamanhos médios ficaram entre 114,5 e 138,0 um, e entre 232,9 a 423,3 pm com
segunda camada (Algp,p), € variaram de 147,8 a 223,7 um com a formagao da terceira
camada (Algpan3), como pode ser observado na Tabela 3.5.

Os resultados apresentados mostram claramente o aumento no tamanho médio
das particulas com a formagdo das multicamadas quando comparado ao tamanho das
particulas de gelificacdo idnica de origem, independentemente das concentragdes de
bipolimeros testadas, provavelmente devido aos revestimentos adicionais.

O aumento mais expressivo de tamanho ocorreu com a formagdo da segunda
camada de alginato. Esta diferenga de tamanho pode estar relacionada a capacidade de
hidratagdo dos polissacarideos. Grupos laterais quimicos como COO™ e SOs’, presentes
em polissacarideos podem interagir com as moléculas de 4dgua através de pontes de
hidrogénio (CROUZIER; PICART, 2009; CROUZIER; BOUDOU; PICART, 2010).
Por exemplo, grupos ésteres presentes na pectina sd@o conhecidos por serem bons
aceitadores de ligacdes de hidrogénio e podem, assim, reter moléculas de agua na
proximidade do polimero (CROUZIER; BOUDOU; PICART, 2010).

Estudo utilizando elipsometria constatou que a duracdo e a intensidade dos
passos de lavagem das superficies entrem as adsorcdes de polieletrolitos afetam
diretamente a espessura das multicamadas formadas sobre uma superficie. Observou-se
que lavagens menos rigorosas da superficie levaram a formagdo de camadas mais
espessas quando comparadas a espessura de camadas formadas com lavagens mais
rigorosas (ELBERT; HERBERT; HUBBELL, 1999). A espessura da camada formada ¢
um fator importante que determina a propriedade e a funcdo do revestimento, tais como
a sua robustez e permeabilidade (SUN et al., 2005).

Outro comportamento também pode ser observado na Tabela 3.5, quando as
particulas com duas camadas de alginato interagiram eletrostaticamente com o WPC,
havendo uma diminui¢do no tamanho médio das particulas, em relagdo ao obtido
anteriormente, entretanto, o tamanho ainda permaneceu maior que o da particula de
origem. Uma das possiveis explicacdes para este comportamento deve-se ao fato de que,
quando a proteina interage eletrostaticamente com os grupos carboxilicos negativos do

alginato, ligagdes entre o polimero e as moléculas de agua sdo desfavorecidas, o que
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pode levar a desidratacdo da pelicula, possivelmente, expulsando parte da agua presente

na particula (CROUZIER; BOUDOU; PICART, 2010).
3.3 Morfologia e microestrutura das microparticulas com multicamadas

A Figura 3.3 mostra as observagdes feitas, por meio da microscopia optica, das
microparticulas de gelificacdo id6nica, e das particulas recobertas com uma camada
proteica. Nota-se que as particulas apresentaram o material encapsulado (6leo) bem
distribuido por toda a matriz, ¢ uma parede definida e continua ao redor da particula,
além de um formato proximo ao esférico. Pode-se verificar também que o recobrimento
da particula de gelificag@o i6nica com uma camada de WPC ndo alterou sua morfologia
e nem afetou a distribuicdo do material de recheio na particula. Souza et al. (2012)
também ndo observaram alteragdes na morfologia de particulas de pectina quando as

recobriu com proteinas do soro do leite.
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Figura 3.3 Morfologia das microparticulas produzidas por gelificagdo idnica sem

recobrimento (Algp,) € com o primeiro recobrimento de WPCg, (Algpa1). Barras 50

pum.
As caracteristicas morfologicas das multicamadas produzidas pelo planejamento

experimental e observadas através de imagens de microscopia Otica estdo apresentadas

na Figura 3.4.
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Pela observagdo das imagens € possivel perceber que, de uma forma geral, a
formagdo da segunda camada de alginato ndo alterou a esfericidade caracteristica da
particula. Entretanto, observou-se que a construcdo desta camada sobre a particula
tornou, aparentemente, a estrutura fragilizada, inchada, hidratada e maior.
Provavelmente, este comportamento esteja relacionado ao fato desta camada nao estar
ainda enrijecida. Tais caracteristicas foram observadas em todas as concentragdes de
alginato testadas, conforme o planejamento (Figura 3.4).

Hébrard et al. (2013) observaram um comportamento similar em seu estudo
quando revestiram particulas com alginato, a membrana fragil de revestimento era
claramente visivel ao redor de toda a particula necessitando ser solidificada.

A incorporagdo da terceira camada proteica na particula parece ter sido eficiente,
um revestimento homogéneo sobre a superficie foi observado, notando-se uma
tendéncia de voltar a apresentar as caracteristicas obtidas com a primeira camada
proteica. A formacado desta camada sobre sua superficie ndo alterou sua forma esférica,
e aparentemente as particulas se tornaram mais densas (Figura 3.4).

Um estudo reportou que particulas com multicamadas de alginato / poliarginina
(Alg/PAr) fabricada pela forma “layer by layer” podem ser mais densas do que
particulas com multicamadas de sulfato de dextrano / poliarginina (Dex/Par), a um certo
numero de camadas adsorvidas, atribuindo-se a uma quantidade menor de segmentos
carregado por cadeia, o que pode ter levado a um empacotamento mais denso de
alginato na camada inferior por causa da repulsdo eletrostatica dos mesmos segmentos
de polieletrolitos carregados na rede (SHE et al., 2010).

Ademais, com a formagdo da terceira camada, as gotas lipidicas sdo menos
visiveis, possivelmente pelos revestimentos extras e alto teor de proteina adsorvida.
Independentemente da concentragdo de proteina estudada, a morfologia das particulas

com trés camadas foram semelhantes entre si.
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Ensaio

10

11

Figura 3.4 Microscopias das microparticulas com multicamadas imidas dos ensaios do

planejamento experimental. Barras 50, 75 e 100 pm.

Na Figura 3.5 estdo apresentadas as observacdes da microscopia eletronica de
varredura das particulas dos ensaios 1 e 6, que apresentaram a menor e a maior adsor¢ao
proteica, respectivamente, conforme a ordem de producdo de cada camada seguindo o

planejamento experimental.
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Observa-se que as particulas de ambos os ensaios seguiram a mesma tendéncia
morfoldgica e mantiveram-se integras apos o processo de secagem, apresentando um
contorno semelhante ao esférico. Como esperado, as particulas de gelificacdo i6nica de
alginato apresentaram superficies lisas, apesar de também poder-se observar a presenca
de ondulagdes em sua parede provenientes principalmente de vesiculas de 6leo.

A incorporacdo da primeira camada proteica sobre a particula de alginato tornou
sua superficie rugosa, pressupondo-se que a rugosidade na sua superficie esta associada
a camada proteica adsorvida.

Entretanto, quando esta particula foi introduzida na solucdo de alginato, sua
superficie tendeu a diminuir a rugosidade, presumivelmente devido ao revestimento
extra de alginato, sem grandes diferengas morfoldgicas entre os ensaios 1 e 6. Miranda
et al. (2011) observaram por microscopia de for¢a atdmica que camadas terminadas em
quitosana tendem a ter superficies ligeiramente mais asperas do que camadas
terminadas em alginato, atribuindo, principalmente as caracteristicas do biopolimero.

Doherty et al. (2012) relataram que a deposicdo eletrostatica de uma camada de
revestimento de alginato foi claramente caracterizada por microscopia confocal como
um revestimento liso.

Além disso, ¢ evidente a rugosidade das superficies das particulas apds a
adsorcdo da terceira camada proteica, evidenciando assim uma intensa rugosidade da
superficie apo6s a adsor¢do proteica, principalmente no ensaio 6. Outro estudo também
mostrou superficies mais rugosas quando elevadas concentracdes de quitosana foram
utilizadas para recobrir particulas de alginato, em comparacdo com menores

concentragdes de quitosana (XIE et al., 2009).
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Ensaio 1 Ensaio 6

AlgPartl

AlgPartZ

Figura 3.5 Microscopias eletronica de varredura das microparticulas dos ensaios 1 e 6

pela ordem de producao das multicamadas. Barras 10 pm.
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3.4 Avaliacao da estabilidade das microparticulas em condicoes de estresse.

Através dos resultados de adsor¢do proteica (%) das particulas com
multicamadas, segundo o planejamento experimental, um ensaio foi selecionado para a
avaliagdo da sua estabilidade em temperatura, diferentes pHs, variadas concentragdes de
sal e em simulagdo das condi¢des gastrointestinais.

Optou-se por escolher o ensaio 6 (particula de gelificacdo idnica recoberta com
4% de WPCsg,, 0,125% ALGs, € 2,5% WPCs,)) para realizar estes testes, por apresentar

a maior quantidade de proteina adsorvida na particula.

3.4.1 Estabilidade da particula frente a temperatura.

Dependendo da finalidade de aplicacdo das particulas, essas podem ser inseridas
em diversos alimentos que, conforme a sua natureza, precisam ser submetidos a
processos de esterilizagdo, para obter-se os fatores de qualidade e seguranca desejadas
para sua comercializagao.

A esterilizacdo de alimentos em autoclaves pressurizadas para inativacdo de
possiveis esporos € micro-organismos presentes no produto ¢ um dos métodos mais
utilizados na preservacdo dos alimentos (TEXEIRA; TUCKER, 1997). No entanto
pouco se sabe sobre o impacto da temperatura de esterilizagdo sobre a estabilidade das
particulas com multicamadas.

Diante disso, para investigar a sensibilidade das particulas a temperatura de
esterilizagdo, particulas umidas suspensas em solucdo aquosa, pH 3,75, e particulas
liofilizadas (pd) foram autoclavadas a 121 °C por 15 minutos. Em seguida, sua
aparéncia visual, morfologia e tamanho foram analisados.

Em comparagdo com as particulas umidas ndo esterilizadas, as particulas umidas
esterilizadas apresentaram uma aparéncia visual ligeiramente amarelada (Figura 3.6 A
versus C). Corroborando estas observagdes, as imagens obtidas por microscopia Otica
mostram claramente a coloragdo amarelada das particulas quando submetidas a

temperatura (Figura 3.6 D). E evidente também que as particulas mantiveram-se
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integras apos o processo de esterilizagdo, com caracteristicas morfologicas muito
similares as particulas ndo esterilizadas (Figura 3.6 B versus D). Desta forma, pode-se
afirmar que estas particulas suportam a temperatura de esterilizagao.

Além disso, os resultados apresentados na Tabela 3.6, mostram uma diminuigao
significativa (p < 0,05) de tamanho médio das particulas apds serem submetidas a
esterilizacdo. Em temperaturas elevadas, interagdes hidrofobicas entre os segmentos
hidrofébicos se tornam mais fortes, enquanto que ligagdes de hidrogénio tendem a se
enfraquecer e a quebrar, levando ao encolhimento de hidrogéis, devido a associagdo

interpolimeros através de interacdes hidrofobicas (PETRUSIC et al., 2012).

-—

Figura 3.6 Aparéncia e morfologia das particulas umidas com multicamadas suspensas

em agua pH 3,75: A) aparéncia das particulas ndo esterilizadas; B) morfologia das
particulas ndo esterilizadas (Barra 50 um); C) aparéncia das particulas esterilizadas; D)

morfologia das particulas esterilizadas (Barra 50 um). Imagens apds 1 hora de repouso.
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Tabela 3.6 Tamanho médio (d 0,5) das microparticulas imidas com multicamadas (um)

suspensas em agua pH 3,75, com e sem tratamento térmico.

Tratamento d (0,5)
Particulas umidas ndo esterilizadas 171,94 + 7,90 A*
Particulas umidas esterilizadas 136,40 + 14,89 B

* Médias seguidas de letras diferentes diferiram de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

A mesma tendéncia a mudanca de cor observada para as particulas imidas apds
a esterilizagdo foi verificada para as particulas liofilizadas. Com o aquecimento (121
°C), a coloragdo clara do p6 das particulas liofilizadas alterou-se para marrom (Figura
3.7 A versus C). Acredita-se que este comportamento de mudanga de cor possa estar
relacionado com a reagdo de Maillard (escurecimento ndo enzimatico), que se refere a
um conjunto complexo de reacdes, iniciado por reacdo entre aminas e agucares
redutores, os quais juntos em alta temperatura decompdem-se e, finalmente,
condensam-se em um produto marrom insolivel conhecido como melanoidinas.
Geralmente sdo as proteinas e os aminoacidos que costumam fornecer os componentes
aminos e os agucares redutores, respectivamente, para esta reacio (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Além disso, pelas observagdes das imagens de microscopia eletronica de
varredura, pode-se visualizar que o tratamento térmico alterou a morfologia das
particulas liofilizadas. Diferindo das particulas ndo esterilizadas que continham “parede
continua”, as particulas esterilizadas parecem perder esta caracteristica. Aparentemente
sua superficie tornou-se mais heterogénea e com presencas de rachaduras e furos, apesar
de se manterem aparentemente integras e apresentarem um contorno semelhante ao

esférico mesmo apos o tratamento térmico (Figura 3.7 B versus D).
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Figura 3.7 Influéncia da temperatura na aparéncia e microestrutura das particulas com
multicamadas liofilizadas: A) aparéncia das particulas liofilizadas nao esterilizadas; B)
MEYV das particulas liofilizadas ndo esterilizadas (Barra 10 um); C) aparéncia das
particulas liofilizadas e esterilizadas; D) MEV das particulas liofilizadas e esterilizadas

(Barra 10 um).

Entretanto, quando as particulas liofilizadas esterilizadas ou ndo foram
reidratadas em agua com pH ajustado para 3,75, dificuldade em absorver a agua foi
observada para as particulas esterilizadas. Através das microscopias Oticas pode-se

perceber que mesmo apos 12 horas de imersdo em 4gua as particulas esterilizadas ainda
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pareciam estar secas e muito aglomeradas em comparacdo com as particulas ndo
esterilizadas (Figura 3.8 D versus B).

Acredita-se que a temperatura de 121 °C utilizada na esterilizagdo das particulas
possa ter causado uma reestruturagdo da cadeia dos biopolimeros na particula, o que
pode ter refletido na aglomeracdo e na dificuldade de absor¢do de agua pela particula
seca.

Supde-se que a proteina da particula tenha sido desnaturada durante o processo
de esterilizagdo. Quando uma proteina globular, como a B-lactogobulina ¢ aquecida
acima de cerca de 60 °C, sua estrutura é modificada e, a mesma se torna desnaturada,
suas interacdes quimicas e fisicas mudam sensivelmente de tal forma que os grupos
apolares e os grupos contendo enxofre que estavam originalmente no interior compacto
da proteina globular se tornam expostos. Como consequéncia, as proteinas desnaturadas
podem interagir com as outras proteinas, por meio de ligacdes hidrofobicas e
dissulfidicas que conduzem a uma agregagdo (JONES; MCcCLEMENTS, 2010;
NICOLAI; BRITTEN; SCHMITT, 2011), podendo ser uma das provaveis causas para a
aglomeracdo das particulas. Além disso, se a desnaturacdo realmente levou a agregacao
da proteina, a sua capacidade de ligacdo a 4gua pode ter diminuido por causa do
aumento das interagcdes proteina — proteina (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010).

E muito provavel também, que a formagio das multicamadas sobre a superficie
da particula de gelificagdo ionica tenha influenciado no comportamento de reidratacdo
das particulas. As particulas de gelificacdo id6nica apresentam facilidade de
inchamento/reidratagdo apos imersdo em adgua, em decorréncia de sua matriz porosa. No
entanto, a formacdo de multicamadas sobre a sua superficie, diminui esta porosidade e
consequentemente pode modificar seu comportamento de reidratagao.

Um comportamento inesperado pode ser visualizado nas imagens B ¢ D da
Figura 3.8. As particulas liofilizadas ndo esterilizadas apds o processo de reidratagdo
liberaram muitos residuos de sua superficie para o meio aquoso, enquanto que as
esterilizadas ndo apresentaram este tipo de comportamento. No entanto, a particulas
liofilizadas ndo esterilizadas reidratadas voltaram a adquirir um tamanho médio de
194,97 £ 26,25 pum, semelhante ao obtido para as particulas imidas, sem diferencas

significativas (p > 0,05) entre si.
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Figura 3.8 Influéncia da temperatura na aparéncia e morfologia das particulas com
multicamadas liofilizadas e reidratadas em agua, pH 3,75, por 12 horas: A) aparéncia
das particulas ndo esterilizadas; B) microscopia 6tica das particulas ndo esterilizadas
(Barra 75 pm); C) aparéncia das particulas esterilizadas; D) microscopia otica das

particulas esterilizadas (Barra 75 um).

3.4.2 Estabilidade da particula em diferentes pHs.

Em aplicacdes comerciais, as particulas podem estar submersas em uma fase
aquosa acida, neutra ou alcalina, dependendo da natureza do produto em que ¢é inserida
e, apOs o0 seu consumo, ser exposta a mudangas de pH a medida que passa através do
trato gastrointestinal humano. Desta forma ¢ muito importante avaliar a influéncia do
pH sobre a sua estabilidade.

Para se investigar o efeito do pH sobre as particulas com multicamadas, essas
foram dispersas em solugdes aquosa em diferentes pHs (2, 4, 6 e 8). Apos 12 de imersdo
sob agitacdo constante, os tamanhos médios das particulas foram medidos e a
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solubilidade proteica quantificada, os resultados estdo apresentados na Figura 3.9 e na

Tabela 3.7, respectivamente.
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Figura 3.9 Tamanho médio (um) das microparticulas imidas com multicamadas
suspensas em solugdes aquosas com diferentes valores de pH. Médias seguidas de letras

diferentes diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Pode-se observar que o tamanho médio das particulas se mantém constante em
valores de pH de 4 a 8, havendo pequenas variacdes, sem diferencas significativas (p >
0,05). O mesmo comportamento pdde ser observado quando a solubilidade proteica foi
avaliada. Uma baixa solubilidade da camada proteica para a solu¢do aquosa foi
encontrada, com porcentagens variando de 2,02 a 2,75% em valores de pH de 4 a 8 (p >
0,05), permanecendo na particula mais de 97% da proteina adsorvida. Diante destes
resultados, pode-se sugerir que estas particulas foram estaveis em pHs 4, 6 ¢ 8 (Tabela
3.7).

No entanto, quando estas particulas foram colocadas em meio aquoso com pH
fortemente acido (pH 2), o seu tamanho médio original diminui significativamente (p <
0,05) de 164,7 + 8,9 um (tamanho em pH 3,75 de produc¢do) para 121,4 + 12,5 pm, o
que corresponde a uma diminui¢do de 26% (Figura 3.9). Uma perda de 22,05% da
quantidade de proteina inicial na particula também foi observada em pH 2, o que pode

ter colaborado para a diminui¢cdo do seu tamanho (Tabela 3.7). Souza et al. (2012)
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também reportaram em seu estudo, uma pequena diminuicdo no tamanho médio de
particulas de pectina revestidas com WPC, ap6s 1 hora de imersdo em pH fortemente
acido (1,2), em relagdo ao pH 4.

Outro estudo mostrou um acréscimo de 6% no diametro de particulas produzidas
com uma mistura de proteinas do soro do leite e alginato, € um aumento de 15 e 5%
para as revestidas com proteinas do soro do leite e alginato, respectivamente, apos 1
hora em pH 1.2 (HEBRARD et al., 2013).

Os resultados do presente estudo ndo eram esperados, considerando que nesse
pH os grupos carboxilicos do alginato deveriam estar sob a forma ndo dissociada (-
COOH), uma vez que o pKa do acido gulurénico e do acido manurénico sdo 3,65 e
3,38, respectivamente (MU; LU; LIU, 2011), enquanto que a proteina deveria estar
carregada positivamente (- NH3"), o que deveria provocar uma repulsdo eletrostatica e
um aumento no tamanho médio, conforme observado anteriormente na literatura para
nanoparticulas produzidas por coacervacdo complexa entre pectina de beterreba e f3-
lactoglobulina (SANTIPANICHWONG et al., 2008). No entanto, ¢ possivel que as
interagdes eletrostaticas responsaveis pelas as adsor¢des das multicamadas na superficie
da particula tenha sido intensas e desta forma suficientemente resistentes a difusdo de
grupos H™ e a mudanca de carga nas regides de interagdo entre o alginato e 0 WPC,
como observado por Souza et al. (2012).

Rosenberg e Lee (2004) também sugeriram que as forcas de repulsdo entre o
WPC desnaturado pelo calor e alginato eram relativamente pequenas em comparagao ao
efeito de ligagdes dissulfidicas entrecruzadas na matriz de particulas.

Apesar de uma relativa instabilidade da particula em pH fortemente acido,
ainda pode-se verificar uma alta quantidade de proteina remanescente na particula, mais
de 77%. Desta forma, as multicamadas podem fornecer protecdo a particula de alginato
e consequentemente ao material encapsulado em uma vasta gama de valores de pH.

Além da medida do tamanho ¢ da solubilidade determinada em solugdes aquosas
em diferentes pHs, a morfologia das particulas e sua integridade foram acompanhadas
por microscopia oOtica (Figura 3.10). Observou-se nas imagens que, independentemente
do pH utilizado (2, 4, 6 e 8) as particulas se mantiveram aparentemente integras, com

bordas definidas e com o material encapsulado bem distribuido.
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Tabela 3.7 Teores de proteina solivel e proteina adsorvida remanescente (%) nas

microparticulas com multicamadas suspensas em diferentes pHs.

% de Proteina adsorvida

pH % de Proteina Soluvel
remanescente
2 22,05+ 1,61 A* 77,95+ 1,61 B
4 2,02+0,19B 97,98 £ 0,19 A
6 2,24+0,34B 97,76 = 0,34 A
8 2,75+0,65B 97,25+ 0,65 A

* Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferiram de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
Observacdo: As particulas utilizadas neste experimento apresentaram um total de proteina inicial na

particula com multicamadas de 61,66% + 0,51 ¢ um teor de umidade de 88,76% = 0,67.

Figura 3.10 Microscopias das microparticulas umidas com multicamadas, suspensas em
diferentes pHs: A) 2; B) 4; C) 6 e D) 8. Barras 50 um.
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3.4.3 Estabilidade da particula em diferentes concentracoes de NaCl.

A resisténcia das particulas também foi analisada em fun¢@o da concentragdo de
NaCl em solugdo aquosa, pH 3,75. Os tamanhos médios das particulas com
multicamadas variaram de 155,5 £ 8,4 um a 180,1 + 15,6 pm quando imersas em
agitacdo constante em solucdes de NaCl com concentragdes variando de 0 a 200 mM,

por 12 horas (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Tamanho médio (um) das microparticulas umidas com multicamadas
suspensas em solucdes aquosas de NaCl em diferentes concentragdes. Médias seguidas

de letras diferentes diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Um aumento significativo de tamanho médio da particula foi observado na
concentracdo mais elevada de sal (200 mM). Alteracdes nas interagdes eletrostaticas
induzidas pelo pH ou forca idnica sdo bem conhecidas por causar inchamento ou
encolhimento das particulas (OCHS et al., 2010).

Mu, Lu e Liu (2011) reportaram uma diminui¢do significativa no diametro de
microcapsulas com multicamadas de quitosana e alginato de so6dio de 2 um a 73 nm,

com o aumento da forga i6nica de 0 — 0,010 mol/L de NaCl.
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Tabela 3.8 Teores de proteina solivel e proteina adsorvida remanescente (%) nas
microparticulas com multicamadas suspensas em diferentes concentracdes salinas

versus auséncia de sal.

[NaCl] % de Proteina adsorvida
% de Proteina Soluvel
mM remanescente
Sem sal 2,49 + 0,08 D* 97,51 £0,08 A
50 7,36 £ 1,20 C 92,64 £1,20B
100 12,54+ 1,68 B 87,46 £ 1,68 C
150 15,68 £1,42B 84,32+ 1,42C
200 19,49 £ 2,71 A 80,51 £2,71D

* Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferiram de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
Observacdo: As particulas utilizadas neste experimento apresentaram um total de proteina inicial na

particula com multicamadas de 61,66% =+ 0,51 e teor de umidade de 88,76% = 0,67.

A estabilidade da particula também foi analisada quanto a solubilidade proteica
em fung¢do da concentra¢do de sal em solu¢do, e os resultados estdo expressos na Tabela
3.8. Um aumento significativo (p < 0,05) da solubilidade da camada proteica para a
solug¢do com o aumento da forga i6nica foi verificado.

Em pH 3,75 (pH de produgdo das particulas), na auséncia de NaCl a perda de
proteina da particula para a solugdo foi de 2,49%, sendo o pH, o provavel responsavel
pela solubilizagdo proteica. Entretanto, quando as particulas foram colocadas em
solucdo de NaCl 50 mM, verificou-se uma perda de 7,36% da quantidade de proteina na
particula, aumentando significativamente (p < 0,05) em 66,16% a solubilidade proteica
em relacdo a condicao sem sal.

A solubilidade proteica foi aumentada significativamente (p < 0,05) para 12,54 ¢
15,69% com a adicdo de NaCl 100 e 150 mM, respectivamente, entretanto essas médias
foram proximas, ndo apresentando diferencas significativas (p > 0,05) entre si. Quando
a concentragdo de NaCl em solucdo foi elevada para 200 mM o teor de proteina
adsorvida remanescente diminuiu significativamente para 80,51%, e a solubilidade
proteica aumentou significativamente (p < 0,05) para 19,49%, em relagdo a solucdo que

ndo continha NaCl e as solugdes que continham até 150 mM de NaCl (Tabela 3.8).
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She et al. (2010) relatou uma liberacdo cumulativa de 16 e 13,5% de proteina
(albumina de soro bovino marcada com isotiocianato de tetrametilrodamina — TRITC —
BSA) a partir de microcapsulas de CaCO3; com multicamadas de sulfato de dextrano /
poliarginina (Dex/PAr); e alginato / poliarginina (Alg/PAr)s, respectivamente, quando
incubadas em 10 mL de solu¢do de NaCl a 0,15 M.

Os resultados ja eram esperados, uma vez que € sabido, que a adi¢do de sal ao
meio circundante pode influenciar a permeabilidade de macromoléculas da particula,
devido a quebra de ligagdes entre os polieletrolitos de cargas opostas (SHE et al., 2010).
No entanto, o que ndo era esperado era uma liberagdo relativamente baixa de proteina
da particula para o meio, mesmo na concentragdo mais alta de sal testada.
Provavelmente o alto contetido de biopolimeros na superficie da particula, tenha
reduzido a mobilidade das cadeias, e consequentemente impedido a difusdo dos ions
para a particula, interagindo-se apenas com as moléculas de proteinas mais proximas da
superficie e, desta forma, mantendo-se ainda um alto contetido de proteina (80%) na
particula.

Microscopias Oticas das particulas em funcdo da concentracdo de NaCl mostram
que as mesmas mantiveram-se integras, apresentando um contorno semelhante ao
esférico, mesmo ap6s 12 horas de imersao em solucdo salina (Figura 3.12). No entanto a
particula na concentracdo salina de 200 mM apresentou-se aparentemente fragilizada e
menos densa, com gotas lipidicas mais visiveis quando comparada as imagens das
particulas em outras concentragdes (Figura 3.12). Pode-se pressupor que, estas
alteracdes morfoldgicas sejam decorrentes da perda de proteina da particula, o que deixa

evidente a sensibilidade da particula a altas quantidades de sal.
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Figura 3.12 Microscopias das microparticulas imidas com multicamadas suspensas em
diferentes concentragdes salinas versus auséncia de sal: A) sem sal; B) 50 mM; C) 100

mM; D) 150 mM; E) 200 mM. Barras 50 pm.
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3.4.4 Liberacdo proteica das microparticulas imidas submetidas as condicoes

gastrointestinais.

As particulas foram submetidas aos pHs 2 e 7 contendo enzimas proteoliticas,
durante uma simulagdo das condigdes fisiologicas do estomago e do trato intestinal,
respectivamente, para a avaliagdo da solubilidade proteica. Os resultados mostraram
uma solubilidade de 30,49% de proteina da particula para o meio de simulacdo géstrica
com pepsina (pH 2, 37 °C), apds 2 h de incubagdo (Tabela 3.9). Possivelmente, essa
liberacdo deve ter sido da camada proteica mais proxima da superficie exterior (Algpars)
da particula, uma vez que a outra camada proteica (Algpa;) esta localizada abaixo de
uma camada adicional de alginato, podendo-se desta forma ter alterado a capacidade da
pepsina em acessar as moléculas de proteina desta camada.

Esta liberacdo de proteina aparentemente ndo refletiu na morfologia das
microparticulas. Nenhuma alteracdo significativa na morfologia das particulas foi
observada apds 1 h e 2 horas de simulacdo das condi¢gdes gastricas, as quais ainda se

encontravam integras, esféricas e densas, como mostra a Figura 3.13 A e B.

Tabela 3.9 Proteina liberada acumulada (%) das microparticulas umidas com

multicamadas, submetidas a condi¢des gastrointestinais in vitro.

Tempo Proteina Liberada
pH Acumulado (h) Acumulada (%)
2 2h 30,49 + 2,50
7 7h 85,78 £ 6,95
7 24h 99,17 £2,36

Observac@o: As particulas utilizadas neste experimento apresentaram um total de proteina inicial na

particula com multicamadas de 62,24% +1,31e um teor de umidade de 88,18% = 0,21.

Quando as suspensdes de particulas foram subsequentemente, transferidas para
as condicdes intestinais simuladas com pancreatina (pH 7, 37 °C), a taxa de solubilidade
acumulativa passou para 85,78%, depois de 7h. Praticamente toda a proteina (99,17%)
da particula foi liberada em 24h de simulagdo gastroentérica (Tabela 3.9). Microscopias

oOticas das particulas revelaram uma aparente perda das multicamadas ap6s 7h, porém as
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particulas de gelificacdo i6nica ainda permaneceram parcialmente integras apos 24h de
simulagdo (Figura 3.13 C e D).

Este comportamento também ¢é reportado na literatura. Hébrard et al. (2013)
encontraram uma libera¢do de 50% de proteinas do soro do leite a partir de particulas
mistas de alginato e proteinas do soro de leite (ALG/WP) revestidas com proteinas do
soro do leite (WP), e 30% para as revestidas com alginato (ALG) em simulagdo dos
fluidos gastricos com pepsina em pH 1,2 apds 6 horas de incubagdo, enquanto que em
simulag¢do das condigdes intestinais com pancreatina, pH 7,5, o revestimento com WP
atrasou a liberagdo das proteinas (25% em 1 hora) e impediu uma liberag@o adicional até
o fim da incubacgdo. O revestimento de ALG em torno da particula (ALG/WP) também
controlou a liberagdo de proteinas, dentro da primeira hora (32%), mas ndo limitou a
liberagdo para os tempos de incubac¢do mais longos (mais de 90% de WP liberados em 6
h).

Tiourina e Sukhorukov (2002) mostraram que a proteina nao foi liberada a partir
de microcapsulas com multicamadas de alginato e protamina quando incubadas em
solu¢do de HCL, pH 1,7, durante 4 horas e nenhuma alteragdo na sua morfologia foi
observada por microscopia confocal, entretanto, quando as microcapsulas foram
transferidas para o tampao Tris, pH 8 (com 2,5% de desoxicolato de sddio), 85% da
proteina foi liberada dentro de 6 horas e, praticamente toda a proteina (95%) foi liberada
em 12 horas.

Um estudo com particulas com multicamadas de alginato e quitosana carregada
com insulina, mostrou que a insulina foi liberada muito lentamentamente, em pH 1,4 ¢
apenas 14,2% da insulina carregada pode ser liberada em 6 h, enquanto que, em pH 7,4,
a liberagdo foi de cerca de 50% dentro de 80 minutos e, em seguida sua taxa de
liberagdo acumulativa atigiu 80% (YE et al., 2006).

Em um estudo realizado com particulas produzidas com quitosana ¢ [3-
lactoglobulina, a - lactoglobulina na forma nativa, apresentou propriedades favoraveis
para resistir a degradagdo do acido e da pepsina, quando submetidas a uma simulagdo
das condigdes gastricas em pH 1,2, in vitro (CHEN; SUBIRADE, 2005). De acordo
com os autores, a pepsina ¢ conhecida por atacar preferencialmente ligacdes peptidicas

envolvendo aminoacidos aromaticos e hidrofobicos.
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Estes resultados também foram observados por Gbassi et al. (2009), em seu
estudo realizado com técnicas eletroforéticas, onde os autores mostraram que [-
lactoglobulina manteve-se intacta, porém observando-se a hidrdlise de algumas fragdes
proteicas do soro de leite, incluindo a-lactoalbumina e albumina do soro, quando
particulas de alginato recobertas com proteinas do soro do leite foram submetidas a
simula¢des do TGI com pepsina.

Em outro estudo, quando particulas de proteinas do soro do leite foram
incubadas em condi¢des simuladas intestinais (pH 7), a matriz se mostrou sensivel ao
pH e a protedlise enzimatica e sua desintegracdo foi iniciada nos 15 minutos iniciais,
sendo a maioria dos peptideos liberados maiores que 5 kDa. Apos 30 minutos,
aumentou em 40% a liberag@o de peptideos menores que 2 kDa, e depois de uma hora a
liberagdo de aminoacidos aumentou drasticamente, o que reflete a fragmentacdo da

matriz. Este experimento foi monitorado por cromatografia (DOHERTY et al., 2011).
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Figura 3.13 Morfologia das microparticulas com multicamadas durante a simulacdo
gastrointestinal: A) apos 1 hora em solugdo gastrica com pepsina, em pH 2 a 37 °C
(Barra 50 pum); B) ap6s 2 horas em solugdo gastrica com pepsina, em pH 2 a 37 °C
(Barra 60 pm); C) apos 7 horas de simulagdo gastrointestinal com pancreatina, em pH

7, 37 °C (Barra 50 pum); D) apés 24 horas de simulacdo gastrointestinal com

pancreatina, em pH 7, 37 °C (Barra 75 um).
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Frente as observagdes anteriores, pode-se pressupor que a baixa solubilidade das
camadas proteicas da particula do presente estudo em simulagdo gastrica, seja devida
principalmente a resisténcia a hidrolise proteolitica da [-lactoglobulina, a qual
representa a maior fracdo proteica do concentrado proteico do soro do leite. Por outro
lado, ¢ muito provavel também que os sais presentes (NaCl e CaCl,) no meio utilizado
de simulacdo gastrica, tenha alterado a forca i6nica do meio e, portanto tenha
contribuido para o enfraquecimento da camada mais externa da particula levando a uma
perda de proteina nesta condig@o.

Além disso, a transferéncia das particulas para um pH neutro em simulagdo
intestinal, deveria levar a uma perda substancial de proteinas, uma vez que, neste pH a
proteina tende a perder a maior parte da sua carga positiva e passa a ter a maior carga
negativa, levando uma repulsdo eletrostatica entre o complexo WPC - alginato. No
entanto, como observado anteriormente no item 3.4.2, a liberacdo de proteinas das
particulas em pH > 6 foi inferior a 3%, pressupondo-se que a degradacdo das
multicamadas tenha sido catalisada principalmente pela acdo da pancreatina, gerando
uma liberagio proteica substancial. E evidente também que as multicamadas protegeram
a particula de gelificacdo idnica contra a a¢do das enzimas na simulacdo da passagem no
trato gastrointestinal, retardando a sua desintegracdo e a liberacdo do material (6leo)
encapsulado. Com a degradagdo das multicamadas a liberagdo do material encapsulado
passou a ser favorecida.

Como observado as microcapsulas foram parcialmente resistentes as condi¢des
gastricas e sensiveis a atividade proteolitica em ambiente intestinal simulado, levando a
desintegracdo das multicamadas. Essa formulacdo de particula pode ser considerada
como um potencial transportador de componentes sensiveis (nutracéuticos bioativos,
probidticos, farmacos entre outros) com finalidade de liberagdo controlada em ambiente

intestinal.
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4 CONCLUSOES

O objetivo principal dessa pesquisa envolveu a producdo de multicamadas sobre a
superficie de particulas obtidas por gelificagdo i6nica, com a finalidade de se obter uma
alta adsor¢do proteica nas camadas, bem como sua caraterizacdo. A utilizagcdo de
alginato e WPC para producdo de multicamadas sobre a superficie de particulas de
alginato pela técnica “/ayer by layer”, baseada principalmente na interacdo eletrostatica
entre cargas opostas dos biopolimeros foi bem sucedida.

A proteina total adsorvida na particula foi alta, variando de 51,20 a 64,91%, sendo
33,24% dessa proteina encontrada na primeira camada (Algpai). Na terceira camada
(Algparz) também foram encontrados teores proteicos elevados variando de 17,96 até
31,67%, que tornou possivel verificar uma relagdo proporcional entre a concentragao de
alginato e WPC com o aumento da adsorcdo proteica nesta camada.

Uma diminuigdo significativa no teor de umidade das particulas de Algp, foi
observada com a formagao das multicamadas (Algpar1 € Algparz) sobre sua superficie, ao
contrario do tamanho que se ampliou durante este processo. Observagdes realizadas por
MEV revelaram que camadas terminadas em alginato possuem superficies mais lisas,
enquanto que as terminadas em WPC apresentam rugosidades.

Particulas imidas suportaram a temperatura de esterilizagdo, mantendo sua estrutura
integra e caracteristicas morfologicas similares as particulas umidas nio esterilizadas,
enquanto que as particulas liofilizadas esterilizadas apresentaram alteracdes na sua
morfologia, aglomeracao e dificuldade de reidratacao.

As particulas com multicamadas permaneceram estaveis em uma ampla faixa de pH
(4 a 8), apresentando uma diminuicdo significativa de tamanho e um acréscimo
significativo na solubilidade da camada proteica para o meio quando o pH foi alterado
para 2. Um aumento significativo na perda de proteina da particula também foi
observado com o aumento da forca i6nica, embora esta perda tenha sido relativamente
baixa.

As particulas com multicamadas se mostraram parcialmente resistentes as condi¢des
gastricas, com uma liberacdo de 30,5% da proteina na particula e, foram sensiveis a
atividade proteolitica em ambiente intestinal simulado promovendo a desintegracdo das

multicamadas e a liberagdo de praticamente toda a proteina da particula.
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Com base nestes resultados, conclui-se que a formagdo das multicamadas de
alginato e WPC produziram particulas resistentes a influéncia do pH e da forca ionica,
além disso, estas particulas podem ser consideradas como potenciais transportadores de

compostos sensiveis, cuja finalidade seja liberacdo em ambiente intestinal.
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CONCLUSOES GERAIS

O alginato, tanto em solucdo, emulsdo ou em forma de particula pode interagir
eletrostaticamente com proteinas do soro do leite, em valores de pH abaixo do ponto
isoelétrico da proteina, onde possuem cargas opostas.

A interacdo eletrostatica entre particulas de alginato obtidas por gelificacdo i6nica e
proteinas do soro do leite possibilita a adsor¢do de altas quantidades de proteina na
superficie das ALGp,, em pHs 3,5 e 3,75. As maiores adsor¢des proteicas em particula
foram obtidas quando se utilizou a concentrac¢ao de 4% de WPCsq em pH 3,75.

Com a adsor¢do de proteinas sobre as particulas de alginato, possivelmente sua
carga total da superficie passou de negativa para positiva, possibilitando a formagao
adicional de uma camada de alginato, pela adsor¢cdo do mesmo na superficie, resultado
da interagdo eletrostatica entre as cargas opostas remanescentes da proteina com o
alginato livre em solugdo. Consequentemente outra camada proteica pode ser formada
novamente sobre a particula.

O planejamento sequencial aleatorio mostrou que o aumento de adsorcdo de
proteina da terceira camada foi dependente da quantidade de alginato utilizado para a
formagdo da segunda camada e, também da quantidade de proteina disponivel em
solucao.

Os resultados da estabilidade das particulas com multicamadas indicaram que a
temperatura de esterilizagdo influenciou na estabilidade das particulas com
multicamadas liofilizadas, tendo um efeito muito menor nas particulas imidas com
multicamadas. O pH e o NaCl influenciaram a solubilidade da camada proteica das
microparticulas com multicamadas, aumentando a solubilidade com a redug¢do do pH
para condigdes extremamente drasticas (pH 2) e com o aumento na concentragao de sal
em solucdo aquosa.

As particulas com multicamadas se mostraram parcialmente resistentes as condi¢des

gastricas simuladas.
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ANEXO

Tabela A.1 Coeficiente de regressdo do modelo para a determinac¢do da concentragdo de

alginato e de WPC em solucdo para a maior adsor¢do de proteina na particula.

Estimativas por Intervalo
Coeficiente

Erro (95%)
Fatores de t(5) p - valor
_ padrao Limite Limite
regressao
Inferior Superior

Meédia  28,42501 0,310812 91,4541  0,000000 27,62605 29,22398
xi (L)  4,33157 0,190619 22,7238  0,000003  3,84157 4,82157
x1(Q) -1,47977 0,227458 -6,5057  0,001282  -2,06447 -0,89507
x2 (L) 1,91991 0,190619 10,072  0,000165 1,42991 2,40991
x2(Q)  -3,54959 0,227458 -15,6055 0,000020 -4,13428 -2,96489
X1 X2 1,28000 0,269174 4,7553  0.005081  0,58807 1,97193

*x; Concentragio de alginato; x, Concentragido de WPC; L Termos lineares; Q Termos quadraticos.

Tabela A.2 ANOVA para as respostas de adsorcdo de proteina na particula.

Fatores SS df MS F p
x; (L)  149,6537 1 149,6537 516,3699  0,000003
X1 (Q) 12,2663 1 12,2663 42,3241 0,001282
x2 (L) 29,4008 1 29,4008 101,4453  0,000165
x2(Q) 70,5799 1 70,5799  243,5312  0,000020
X| X2 6,5536 1 6,5536 22,6127  0,005081
Erro 1,4491 5 0,2898

Total SS  258,8522 10

*x, Concentracdo de alginato; x, Concentragdo de WPC; L Termos lineares; Q Termos quadraticos.
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