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RESUMO GERAL

A encapsulacdo permite a formacdo de estruturas que apresentam propriedades como
protecdo e liberacdo controlada do material encapsulado. As caracteristicas do material
encapsulado determinam a escolha do material de parede da matriz encapsulante e da
técnica de encapsulacdo. Proteinas e polissacarideos tém sido investigados para a formacao
destas matrizes. Diferentes técnicas de encapsulacdo produzem particulas com diferentes
propriedades. A associacdo de técnicas de encapsulacdo permite a obtencdo de matrizes
com melhores propriedades tecnolégicas. A gelificacdo i6nica é uma técnica de
encapsulacdo branda, simples e rdpida onde polissacarideos anidnicos interagem com ions
divalentes como o Ca”* para a encapsulacio de diversos tipos de compostos, incluindo
lipidicos. Neste estudo, pectina e alginato foram utilizados para produ¢do de particulas por
gelificacdo i0nica. Na primeira parte do estudo, particulas produzidas por gelificacdo idnica
com alginato ou pectina foram revestidas com proteinas da clara de ovo, do soro do leite e
da mistura (1:1) das referidas proteinas utilizando diferentes concentracdes de proteinas em
solu¢do em pH 4,0. Particulas de alginato aumentaram de tamanho apds revestimento
proteico enquanto particulas de pectina diminuiram de tamanho. Aumento da concentracao
da proteina na solu¢cdo produziu aumento na quantidade de proteina adsorvida e de matéria
seca nas particulas. Para o maior nivel de adsor¢cdo proteica, um 6leo modelo contendo alto
teor de 4cidos graxos insaturados foi utilizado como material de recheio e as particulas
avaliadas quanto a estabilidade oxidativa. Particulas sem recobrimento proteico foram
menos protetivas e quando recobertas com proteinas, apresentaram menor formacao de
peréxidos quando clara de ovo foi utilizada. Na segunda parte do estudo as particulas
obtidas por gelificacdo i10nica foram recobertas com diferentes quantidades de gelatina tipo
A, proteinas do soro do leite e mistura das proteinas (1:1). A complexacao eletrostética foi
estimada pelo potencial Zeta e pela quantidade de proteina adsorvida, avaliando o efeito do
pH e das diferentes relacOes estequiométricas proteina: polissacarideo. Particulas que
apresentaram maior adsor¢do proteica foram adicionalmente avaliadas quanto a resisténcia
fisica e solubilidade proteica quando submetidas a condi¢Oes gastrointestinais in vitro. O
aumento da quantidade de proteina em solucdo produziu aumento da proteina adsorvida

produzindo também aumento de tamanho da particula quando alginato foi utilizado.
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Morfologicamente as particulas sem revestimento proteico foram resistentes as condigdes
gastrointestinais in vitro. Independente da proteina utilizada particulas com alginato
revestidas com proteina mantiveram integridade fisica apds ensaio intestinal simulado e ao
contrdrio particulas com pectina revestidas com gelatina foram destruidas e muito
danificadas quando proteinas do soro do leite e mistura gelatina:proteinas do soro do leite
foram utilizadas. Quando a solubilidade proteica foi utilizada como pardmetro no ensaio
gastrointestinal in vitro, particulas de pectina revestidas com gelatina, a mistura proteica e a
proteina do soro do leite apresentaram solubilidades no ambiente géstrico de ~ 56, 38 e
37% enquanto as particulas de alginato recobertas liberaram ~ 32, 12 e 11%,
respectivamente. No ensaio intestinal simulado, particulas de pectina liberaram
praticamente todo o contetddo proteico adsorvido (> 96%) enquanto particulas de alginato

liberaram quantidades superiores a 82%.

Palavras chaves: Encapsulacdo, gelificacdo idnica, intera¢do eletrostitica, oxidacdo

lipidica.



ABSTRACT

Encapsulation allows the formation of structures with properties such as protection and
controlled release of the encapsulated material. The characteristics of the core material
determine the choice of the wall material and encapsulation technique. Proteins and
polysaccharides have been investigated for the formation of these matrices. Different
techniques yield particles with different properties. The association of encapsulation
techniques allows obtaining matrices with better technological properties. The ionic
gelation is a gentle, simple and rapid encapsulation technique in which anionic
polysaccharides interact with divalent ions such as Ca®* for the encapsulation of various
types of materials including lipid compounds. In this study, alginate and pectin have been
used to produce particles through ionic gelation. In the first part of the study, gelling ionic
particles produced with alginate or pectin were coated with proteins from egg white, whey
protein and mixture (1:1) of these proteins using different concentrations of proteins in
solution at pH 4.0. Particle size increased after coating alginate particles with protein and
coated pectin particles had their size reduced. Increasing the protein concentration of the
solution produced an increase in the amount of adsorbed protein and dry matter in the
particles. For the highest level of protein adsorbed, a model oil containing high content of
unsaturated fatty acids was used as core material and the particles evaluated with respect to
oxidative stability. Particles without protein coating were less protective and when coated
with proteins, showed lower peroxide formation when egg white proteins were used. In the
second part of the study the particles obtained by ionic gelation were coated with different
amounts of gelatin type A, whey protein and a mixture of both (1:1). The electrostatic
complexation was estimated by Zeta potential and the amount of adsorbed protein,
assessing the effect of pH and the stoichiometry of the various proteins: polysaccharide
ratios. Particles showing higher protein adsorption were further evaluated for physical
resistance and protein solubility when subjected to in vitro gastrointestinal conditions. The
increased amount of protein in solution also increased the adsorbed protein causing an
increase in particle size when alginate was used. Morphologically, the protein particles

without coating were resistant to gastrointestinal conditions in vitro. Independent of protein
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used, alginate particles coated with protein maintained physical integrity after intestinal
assay, while pectin particles coated with gelatin were destroyed after intestinal assay and
damaged when the whey protein or and gelatin: whey protein mixture were used. When
protein solubility was used as a parameter in the gastrointestinal in vitro assay, pectin
particles coated with gelatin, whey protein and gelatin: whey proteins mixture showed
solubility in the gastric environment of 56, 38 and 37% while the coated alginate particle
released 32, 12 and 11%, respectively. After passage through the intestinal tract, coated
pectin particles released substantially all adsorbed protein content (> 96%). Coated alginate

particles released quantities above 82%.

Key words: Encapsulation, ionic gelation, electrostatic interaction, lipid oxidation.
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ESTRUTURA DA TESE
Este estudo foi organizado em Capitulos que estdo descritos a seguir:

Introducido geral: na introducdo estdo descritas a justificativa do trabalho com seus

objetivos gerais e especificos.

Capitulo 1 — Revisao bibliografica: Principais fundamentos teéricos que abrangem este
estudo estdo concentrados neste Capitulo, referente a biopolimeros biodegradaveis,
metodologias utilizadas para elaboracdo das particulas incluindo a gelificacdo idnica e a,
interacdo eletrostidtica e materiais encapsulantes, oxidacdo lipidica e resisténcia

gastrointestinal.

Capitulo 2 — Particulas de alginato e pectina, recobertas com proteinas da clara de ovo
e do soro do leite: obtencido, caracterizacdo e propriedades antioxidantes: neste
capitulo estdo descritas as etapas de desenvolvimento e caracterizacdo das particulas
obtidas por gelificacdo iOnica e posteriormente recobertas com proteinas da clara de ovo,
proteinas do soro do leite € uma mistura de proteinas da clara de ovo: proteinas do soro do
leite. Apds a otimizagdo da adsor¢do proteica, um 6leo modelo foi encapsulado e a
estabilidade oxidativa foi avaliada para as particulas com e sem recobrimento com

proteinas através do monitoramento do indice de peréxidos formados.

Capitulo 3 — Particulas de alginato e pectina, recobertas com gelatina e proteinas do
soro do leite: producio, caracterizacao e resisténcia gastrointestinal in vitro: neste
capitulo sdo estudados os fatores que determinam a adsor¢do proteica (potencial Zeta,
relagdes estequiométricas proteina:polissacarideo, pH e concentracdo de proteina em
solu¢do). Particulas contendo a méxima quantidade de proteina adsorvida foram avaliadas
quanto a mudancas morfologicas e solubilidade das proteinas adsorvidas submetidas a um

ensaio gastrointestinal in vitro.

Conclusoes gerais: neste item sdo apresentadas as conclusdes gerais do trabalho.
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A encapsulacdo é uma técnica originada a partir da idealizacdo de um modelo
celular, onde o niicleo envolvido por uma membrana semipermedvel encontra-se protegido
do meio extracelular e, simultaneamente, controla a entrada e saida de substancias na
célula. Na encapsulacdo, de maneira similar, uma parede isola o material ativo e controla a
liberacdo sob estimulos especificos. Desta maneira, a encapsulacdo tem por finalidade
proteger o conteddo da cdpsula do ambiente, que pode ser destrutivo, permitindo trocas

pela membrana (JIZMOTO et al., 1993).

A tecnologia de encapsulacdo tem sido utilizada em diversas indudstrias, como por
exemplo, na farmacéutica, agricola, alimentos, grafica e cosmética. Sdo diversas as
aplicacodes da encapsulacdo na industria de alimentos, incluindo a estabilizacdo de material
ativo, controle de reag¢des oxidativas, liberac@o sustentada ou controlada do principio ativo,
mascaramento de sabores, cores ou odores, aumento da vida de prateleira e protecdao contra

a perda de componentes nutricionais (ANAL, SINGH, 2007).

Para que a comercializacdo de cédpsulas de grau alimenticio seja vidvel, estas
necessitam ser preparadas inteiramente a partir de biopolimeros comestiveis como proteinas
e polissacarideos, por meio de operagdes de processamento econdmicas e confidveis
(BENICHOU, ASERIN, GARTI, 2002; BUREY et al., 2008). Existem muitas técnicas
disponiveis, sendo que algumas apresentam importancia biolégica, pois sdo capazes de
absorver grandes quantidades de dgua ou fluidos biolégicos; dentre estas, a gelificacio
10nica utilizando polissacarideos anidnicos como o alginato e pectina se encontra inserida

(PEPPAS et al., 2000).

A gelificac@o 10nica ocorre através da reticulagdo de grupos carboxilato da cadeia
polimérica do hidrocoléide com ions divalentes como Ca** (GLICKSMAN, 1983;
HOEFLER, 2004; SMRDEL et al., 2008). Essas matrizes de gel propiciam a encapsulacdo
de compostos hidrofilicos e hidrofébicos (GUZEY, McCLEMENTS, 2007). Entretanto, a
alta porosidade da particula permite, por exemplo, a permeacdo de oxigénio, que pode

inviabilizar a protecdo de compostos lipidicos e acelerar a liberacdo de ativos de baixa
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massa molar (SEZER, AKBUGA, 1999). Para contornar esse inconveniente ¢ melhorar a
funcionalidade das particulas a literatura propde a mistura com outros biopolimeros (DEVI,
KAKATI, 2013; KRASAEKOOPT, BHANDARI, DEETH, 2003) ou o revestimento com
uma camada de polieletrdlitos com carga oposta, por complexacdo eletrostitica
(BURGAIN et al., 2011; GBASSI et al., 2011; HEBRARD et al., 2009; HEBRARD et al.,
2013).

Alginato e pectina sdo amplamente utilizadas como agentes encapsulantes para
protecao e liberacdo modificada de compostos bioativos (DRAGET et al., 1998; JAYA,
DURANCE, WANG, 2009; THAKUR, SINGH, HANDA, 1997). A utilizacdo destes
biopolimeros deve-se a capacidade de formar géis na presenca de cations divalentes em
especial fons cdlcio e grupos carboxilato do 4cido galacturonico (DURAND et al., 1990;
ROLIN, 1993) e acido guluroénico (SMIDSR@D, DRAGET, 1996) da pectina e alginato,
respectivamente. Além disso, polissacarideos anidnicos como alginato e pectina sdo
amplamente utilizados na industria de alimentos e farmacéutica, pois ndo apresentam riscos

para o consumo humano (COVIELLO et al., 2007).

Adsorcdo proteica a superficies s6lidas € usualmente irreversivel, conceito ainda
sem consenso na literatura (HAYNES, NORDE, 1994) e a maior parte sobre estudos de
adsor¢do proteica foi realizada sobre superficies planas e superficies nao porosas
(SUKHORUKOV et al., 1998) onde a atragdo eletrostética parece determinar a adsor¢do de
proteinas estruturalmente estdveis sobre superficies hidrofilicas carregadas (HAYNES,
NORDE, 1994). Adsorcdo de proteinas e interacdes sobre superficies sdlidas estd envolvida
em vdrias situacoes de interesse cientifico como compatibilidade de sangue-tecido,
incrustacdo de proteinas na indudstria de alimentos, métodos de diagndsticos clinicos
antigeno-anti-corpos, biossensores, cromatografia liquida, purificacio de proteinas,
membranas de dialise, implantes cirdrgicos e sistemas de liberagdo modificada entre outros

(LUNDSTRON et al., 1987; RAMSDEN, 1995).

As proteinas da clara de ovo (DELBEN, STEFANCICH, 1998) e as proteinas de
soro do leite (DONNELLY, DECKER, McCLEMENTS, 1998) sao duas fontes de
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proteinas globulares em produtos alimenticios. A ovalbumina € a principal proteina da clara
de ovo, com massa molar de 45,00 kDa. Possui capacidade de formacdo de gel apds
aquecimento, sendo freqiientemente utilizada como agente estabilizador de emulsdo
(HAGOLLE et al., 1997; NEMOTO et al., 1993). As proteinas do soro do leite contém
mistura de B-lactoglobulina (82%), a-lactoalbumina (15%) e tragos de lactose, albumina e
sais, apresentando propriedades emulsificantes, gelificantes e espessantes (DONNELY,

DECKER, McCLEMENTS, 1998).

A gelatina é um biopolimero de estrutura aberta, amplamente utilizada na
preparagao de produtos farmacéuticos, alimenticios e em aplicagdes ndo alimentares como,
por exemplo, regeneracdo de tecidos, indudstria cosmética e fotografica (CHATTERIJEE,
BOHIDAR, 2008). Além disso, a gelatina € uma proteina derivada do coldgeno, com
diferentes propriedades que incluem solubilidade em d&gua, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e carga de superficie em fun¢do do pH do meio (YOUNG et al., 2005).
Geralmente a gelatina € dividida, com base no processo de produgdo, em dois tipos: A e B.
A gelatina tipo A é produzida a partir de um processo acido, enquanto a gelatina tipo B €

obtida a partir de processo alcalino.

Um dos materiais amplamente utilizados na industria de alimentos como ingrediente
funcional sdo os 4cidos graxos poli-insaturados tendo-se observado um aumento
significativo de seu consumo por meio de suplementos dietéticos (O'BRIEN, 2009). Os
dcidos graxos poli-insaturados apresentam efeitos benéficos para a saide como, por
exemplo, atuam na prevencdo de doengas coronarianas além de apresentarem efeitos sobre
o cérebro e o sistema nervoso, bem como estimulam o sistema imunolégico
(BOISSONNEAULT, 2000; NARAYAN, MIAYSHITA, HOSAKAWA, 2006). No
entanto, hd na composi¢do destes dcidos graxos elevado teor de poli-insaturados de cadeia
longa, os quais s@o altamente suscetiveis a oxidacdo. A oxidagdo lipidica € geralmente
induzida pelas condi¢cdes de processamento e armazenamento, resultando em reducio da
vida util do produto, devido a formacdo de radicais livres ou compostos com sabor
indesejavel (O’BRIEN, 2009). Uma maneira de proteger os lipidios da oxidacdo € a

encapsulacdo em matrizes que funcionem como barreira, reduzindo o contato entre o lipidio



INTRODUCAO GERAL

e os agentes oxidantes (ABANG, 2012). Neste sentido, recentemente foram desenvolvidas
microesferas de alginato para aumentar a estabilidade de 6leo de canola (WANG,
WATERHOUSE, SUN-WATERHOUSE, 2013) e de azeite de oliva (SUN-
WATERHOUSE et al., 2011).

O revestimento com proteinas pode ser utilizado quando se deseja que o principio
ativo seja liberado em 4reas especificas do corpo. Um exemplo disso seria a liberacdo de
materiais encapsulados instdveis em ambiente neutro/bdsico no intestino. Para que isso seja
possivel, necessita-se de uma particula que passe pelo estdmago, sem que o conteido
gastrico afete o principio ativo, e entdo este seja liberado no intestino, por acdo mecanica,

quimica ou por biodegradagdao (ANAL, STEVENS, 2005).

Diante disso, uma primeira hipdtese do presente estudo, foi que particulas
produzidas por gelifica¢do idnica com estrutura modificada com a adsor¢do de uma camada
proteica possuissem propriedades de protecdo contra oxidacdo, especialmente quando
comparadas com particulas sem cobertura. A segunda hipdtese foi de que proteinas
aderidas as particulas gelificadas melhorassem a estabilidade das particulas, facilitando a

passagem pelos ambientes gastrico e intestinal.

Para testar a primeira hipétese particulas produzidas por gelificacdo idnica
utilizando alginato e pectina foram recobertas com proteinas da clara de ovo, proteinas do
soro do leite e uma mistura proteinas da clara de ovo:proteinas do soro do leite (1:1, m/m)
buscando avaliar os fatores (potencial Zeta e concentragao de proteina em solucdo) que
determinam maior adsorcido proteica sobre as particulas de gelificacdo iOnica. A partir
destas informagdes foram produzidas particulas por gelificagdo i6nica encapsulando um
6leo modelo com alto conteido de 4cidos graxos poli-insaturados. Estas particulas foram
revestidas com as mdaximas adsorcdes proteicas possiveis (proteinas da clara de ovo,
proteinas do soro do leite e mistura proteinas da clara de ovo: proteinas de soro do leite
1:1). Particulas com e sem revestimento proteico foram avaliadas com relacdo a
estabilidade oxidativa (indice de per6xidos) do 6leo modelo encapsulado em condigdes

controladas de temperatura.
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Para testar a segunda hipdtese particulas produzidas por gelificacdo i0nica
utilizando alginato e pectina foram recobertas com gelatina, proteinas do soro do leite e
uma mistura gelatina:proteinas do soro do leite (1:1, m/m). Fatores incluindo o pH,
concentracdo de proteina em solucdo, relacdo estequiométrica proteina:polissacarideo
foram avaliados para maximizar a adsor¢do proteica sobre as particulas produzidas por
gelificacdo i0nica. As particulas contendo a mdxima quantidade de proteina possivel foram
submetidas a um ensaio in vitro de resisténcia gastrointestinal. Mudangas morfoldgicas nas
particulas e a medida da solubilidade das particulas durante o ensaio gastrointestinal foram
utilizadas para comparar a resisténcia das particulas produzidas por gelificacdo idnica
(alginato e pectina) sem recobrimento e as recobertas com proteinas (gelatina, proteinas do

soro do leite e mistura gelatina: proteinas do soro do leite 1:1).
Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o comportamento das particulas produzidas
por gelificagdo i6nica com polissacarideos anidnicos (alginato e pectina) frente ao
recobrimento com proteinas de estruturas diferentes. Para isso, serdo avaliadas proteinas
com estrutura globular (proteinas da clara de ovo e do soro do leite) e aberta (gelatina). A
efetividade do recobrimento das particulas com as proteinas da clara de ovo e do soro do
leite serd avaliada pela formagdo de per6xidos em um 6leo modelo encapsulado, assim
como pela solubilidade da gelatina e das proteinas do soro do leite adsorvidas nas particulas
submetidas as condi¢Ges gastrointestinais e pelas mudancas morfoldgicas observadas

durante o experimento gastrointestinal in vitro.

Objetivos especificos

v Avaliar a carga liquida dos biopolimeros utilizados na produgdo e recobrimento das
particulas.
v Avaliar o efeito do pH na complexacdo de proteina com as emulsdes dos

polissacarideos e Oleo e posteriormente com particulas de alginato e pectina

emulsionadas com 6leo.
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Determinar a estequiometria entre proteinas e os polissacarideos para a formacdo de

complexos eletrostaticos.
Determinar o teor de célcio nas particulas de alginato e pectina.

Avaliar o efeito da adsor¢do de proteina na morfologia das particulas em funcdo da

concentragdo da proteina em solucgao.

Avaliar a morfologia e microestrutura das particulas com e sem cobertura de

proteina.

Produzir e caracterizar particulas de alginato e pectina com e sem recobrimento

quanto ao tamanho, matéria seca e proteina adsorvida.
Avaliar a efetividade do recobrimento

Determinar a estabilidade oxidativa do 6leo modelo encapsulado em particulas de
alginato e pectina com e sem recobrimento proteico, estocados a 45 °C durante

quatro semanas.

Avaliar a resisténcia das particulas de alginato e pectina com e sem recobrimento

proteico submetidas a condi¢des gastrointestinais in vitro.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Introducao

Particulas produzidas em meio aquoso utilizando biopolimeros sdo redes
tridimensionais capazes de absorver grandes quantidades de 4gua ou fluidos biolégicos
(TAN, MARRA, 2010). Sua capacidade de absorver 4gua € atribuida a presenga de por¢des
hidrofilicas, como grupos carboxila, hidroxila, éteres, aminas e sulfatos presentes nas

estruturas que formam as particulas.

H4 uma tendéncia crescente na indudstria de alimentos para o desenvolvimento de
produtos inovadores por meio do projeto de particulas baseadas na aplicacdo de principios
fisico-quimicos fundamentais (McCLEMENTS, DECKER, PARK, 2009). A principal
razdo para esta tendéncia € que atualmente existe apenas um numero limitado de
substancias que sao permitidas por lei para serem utilizadas nos alimentos, sendo

extremamente custoso e dispendioso a obtenc¢do de novos ingredientes.

Entre os biopolimeros utilizados para obtencao de particulas, os polissacarideos se
destacam, pois sdo abundantes, disponiveis a partir de fontes renovaveis, como, algas,
frutas e plantas. Além disso, possuem estruturas complexas com propriedades especificas
que nio podem ser facilmente sintetizadas, sendo geralmente mais baratos (COVIELLO et
al., 2007; SANDOLO et al., 2007). Adicionalmente sua utilizacio na medicina
experimental permite uma vasta gama de aplicacdes, das quais pode-se incluir sua
utilizacdo na engenharia de tecidos, imobilizagdo de células e liberacdo de farmacos
(HOARE; KOHANE, 2008). Todas essas abordagens exigem conhecimento das
propriedades dos biopolimeros e suas possiveis interagdes na construcdo da matriz da

particula.
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1.2  Técnicas para a obtencao de particulas

Diversos segmentos industriais, dentre eles o alimenticio, utilizam encapsulacdo
para obtencdo de produtos diferenciados. As principais técnicas utilizadas para a
encapsulacdo de ativos incluem a coacervacdo simples ou complexa, gelificagdo idnica,
separacdo por fase organica, envolvimento lipossdmico, spray drying (atomizacgdo), spray
coating, spray chilling, extrusdo, freeze drying (liofilizacdo), polimerizacdo interfacial e
inclus@do molecular (JACKSON; LEE, 1991). As caracteristicas do ativo e do tipo de

particula procurada influenciam a escolha da técnica de encapsulacdo (AZEREDO, 2005).

Muitos estudos foram desenvolvidos para produzir particulas nutricionalmente
eficientes, protetivas, por meio de diferentes técnicas, como secagem por atomizacao
(PICOT, LACROIX, 2004), gelifica¢do idnica utilizando polissacarideos associados a ions
calcio (MAESTRELLI ef al., 2008) e métodos combinados, como leito fluidizado mais
coacervacdo complexa (LAMBERT, WEINBRECK, KLEEREBEZEM, 2008),
coacervacdo complexa mais secagem por spray drying (BARACAT et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2007) e gelificacao idnica mais complexacao eletrostatica (GBASSI et
al., 2009). As particulas podem ser produzidas a partir de biopolimeros comestiveis como
proteinas e polissacarideos e s@o, portanto, adequadas para uso na inddstria alimenticia

(BUREY et al., 2008; MALONE, APPELQVIST, 2003; McCLEMENTS et al., 2007).

Em geral, a encapsulagao € utilizada quando o ativo requer protecdo e/ou isolamento
de condic¢des extremas como umidade, pH, calor, oxigénio e luz (BARANAUKEINE etal.,
2007; RENARD et al., 2002; DESAI PARK, 2005). Na drea de alimentos a encapsulacio
aplica-se como forma de reter compostos voldteis, protecao contra perdas nutricionais, além

de incorporar aos alimentos mecanismos de controle de liberagcdo de ativos (RE, 2000).
1.2.1 Gelificacao ionica

A gelificacdo 10nica € baseada na capacidade de polissacarideos anidnicos, como a
pectina, alginato, goma carragena e goma gelana de formar gel na presenca de ions como o

célcio (BUREY et al., 2008; SILVA et al., 2006). Os mecanismos de gelificacdo iOnica
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para a formacdo de particulas tém sido realizados principalmente por dois processos, sendo

estes a gelificacdo interna e a externa.

O processo de formacgdo de gel € iniciado a partir de uma solug@o de polissacarideo
e uma fonte de ions divalentes como o cdlcio, externa ou interna, que se difunde para a
cadeia do biopolimero; Como resultado da complexacdo ocorre rearranjo estrutural,

produzindo uma matriz s6lida, com caracteristicas de um gel (FUNAMI et al., 2009).

Para obtencdo de particulas utilizando gelificacdo idnica externa uma solucdo de
biopolimero contendo o material de interesse € gotejada sobre uma solu¢do idnica em
concentragdes adequadas podendo-se obter razodveis niveis do ativo encapsulado e
particulas de diferentes formas e tamanhos. As interacdes dos fons com os grupos
carboxilato dos polissacarideos resultam na formacgdo de géis insoldveis. O endurecimento
das particulas ocorre em intervalos minimos de tempo, comecando na superficie na qual os
ions divalentes reagem com as cadeias biopoliméricas carregadas negativamente, formando
uma estrutura tridimensional rigida, com alto teor de dgua, a qual € utilizada pelos ions para
difundir-se para o interior da particula, favorecendo a reticulagido do exterior para o interior

(HELGERUD et al., 2010; SCHOUBBEN et al., 2010; SMRDEL et al., 2008).

O processo de gelificacdo i0nica interna envolve liberacdo dos fons cdlcio a partir de
uma fonte interna de um sal de calcio que € insolivel na solu¢do do polissacarideo. Um
dcido organico € adicionado a solugdo, para acidificagdo do meio, que permite solubilizar
os fons de cilcio. A medida que o 4cido penetra na fase aquosa, ele reage com o sal de

célcio e libera os ions, resultando na formacgdo da matriz do gel (HELGERUD et al., 2010).

A principal diferenca entre a gelificacdo externa e interna € a cinética do processo.
Se o objetivo € controlar a transi¢do sol-gel, no processo de gelificacdo externa os fatores a
manipular sdo a concentragdo de cdlcio e a composi¢do do biopolimero, enquanto que, para
o processo de gelificacdo interna os fatores a considerar sdo a solubilidade e concentragdao

do sal de calcio e a concentragdo do dcido organico (DRAGET, 2000).
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A gelificacdo idnica € um processo simples, que ndo requer o uso de solventes
organicos nem de temperatura ou pH extremos, tornando-se de baixo custo em comparacao
com outras técnicas (PATIL et al., 2010). Além disso, a gelificacdo iOnica permite
encapsular substancias hidrofilicas ou hidrofébicas (McCLEMENTS, 2005). Por outro
lado, apesar das particulas de gelificacdo iOnica serem adequadas para a encapsulagdo, estas
sdo sensiveis a valores de pH extremos. Além disso, seu principal diferencial € a porosidade
da matriz, a qual determina a liberacdo da substincia encapsulada. Para superar essa
limitagdo pode-se modificar a estrutura do gel, a partir da combinagdo de diferentes tipos de
biopolimeros, de forma a garantir o aproveitamento das vantagens da composicdao quimica
de cada composto ou pela complexacdo com polieletrdlitos catidbnicos como proteinas

(PATIL et al., 2010).
1.3  InteracoOes entre biopolimeros

Biopolimeros naturais como proteinas e polissacarideos podem ser utilizados para
formar complexos através de interagdes eletrostdticas, ligacdes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e interagdes covalentes (SCHMITT et al., 1998). Entre essas interagdes, 0s
complexos estabilizados eletrostaticamente sdo sensiveis a dissociacdo devido a mudancas
no meio. Geralmente estes biopolimeros sdo amplamente utilizados como ingredientes

funcionais nas areas de alimentos, farmacéutica e biomédica.

Quando proteinas e polissacarideos sdo misturados, trés diferentes cendrios sao
possiveis (Figura 1.2) (1) incompatibilidade termodinamica (segregacdo), as moléculas se
repelem e duas fases sdo formadas, uma fase concentrada em polissacarideos e outra fase
em proteinas (TOLSTOGUZOV, 1991); (2) co-solubilidade; quando ambas as moléculas
apresentam cargas negativas (WEINBRECK et al., 2003); (3) complexacdo ou separacao
de fase associativa, as moléculas atraem-se mutuamente € formam uma fase concentrada e
uma fase diluida (DE KRUIF, WEINBRECK, DE VRIES, 2004; POLYAKOV,
GRINBERG, TOLSTOGUZOV et al., 1997).
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Figura 1.1 - Principais tendéncias no comportamento de misturas de

proteinas:polissacarideos. Adaptada de De Kruif, Tuiner (2001).

A separacdo de fase associativa ou coacervagdo complexa ocorre geralmente em
concentragdes relativamente pequenas, baixas forcas iOnicas e quando ambos os
biopolimeros apresentam cargas opostas. Portanto, a atracdo eletrostitica entre os
biopolimeros ocorre a um pH entre o ponto isoelétrico (pl) da proteina e o pKa do

polissacarideo (DE KRUIF et al., 2004; DOUBLIER et al., 2000; SCHMITT et al., 1998).

Complexos de proteinas e polissacarideos formam-se espontaneamente em solug¢ao
aquosa por interacdo eletrostdtica entre os grupos de cargas opostas dos biopolimeros
(TOLSTOGUZOV, 2003). A formagao dos complexos € influenciada pelas caracteristicas
dos biopolimeros como densidade de carga, massa molar, concentrac¢do, natureza quimica e
estequiometria, assim como por condicdes ambientais como pH, for¢a i0nica e tipo de ion
(DE KRUIF et al., 2004; WEINBRECK et al., 2003). Os complexos resultantes de
interacOes eletrostaticas entre proteinas e polissacarideos podem ser soluveis ou insoluveis,
formando duas fases, uma contendo alta concentracdo do complexo biopolimérico e a outra

relativamente livre de complexo (WEINBRECK et al., 2003).
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A interacdo eletrostdtica entre biopolimeros pode ser controlada por variacdo nas
suas cargas de superficie, o que pode ser determinado através da medi¢cdo do potencial Zeta.
O potencial Zeta representa a carga da superficie, que ocorre em solu¢do aquosa. A
variacdo do pH da fase aquosa € utilizada para influenciar dois mecanismos: a dissociagdo
dos grupos funcionais e a adsorcdo de fons (SALGIN, SALGIN, BAHADIR, 2012). O
potencial Zeta é um parametro utilizado para vérias aplicagdes, incluindo a caracterizacao
de biopolimeros, como proteinas e polissacarideos. O conhecimento dos valores do
potencial Zeta e do ponto isoelétrico das proteinas pode ser valioso para a identificacdo do
pH da solucdo que vai possibilitar a separacdo das misturas de biopolimeros. O ponto
isoelétrico (pl) € o pH de uma solucdo de proteina em que a carga liquida da proteina é zero

(PATIL et al., 2007).
1.4  Paramétros que influenciam a complexacio entre proteinas e polissacarideos

Diferentes tipos de biopolimeros podem formar complexos em solu¢des aquosas,
utilizando parametros em que as interagdes sdo promovidas como temperatura, pH, forca
idnica, relacdo de quantidades entre os biopolimeros e concentragdo dos biopolimeros

(COVIELLO et al., 2007).
1.4.1 Influéncia da acidez

A carga das proteinas pode variar de positiva a negativa dependendo do ajuste do
pH em relacdo a seu ponto isoelétrico. Assim, a tendéncia para a ocorréncia de agregacao
pode ser controlada através da manipulagdo do pH da solu¢do (JONES, DECKER,
McCLEMENTS, 2010).

Maior rendimento na complexacdo entre proteinas e polissacarideos € obtido em
valores de pH abaixo do ponto isoelétrico das proteinas, condi¢io esta em que as proteinas

possuem carga positiva oposta ao polissacarideo anidnico, produzindo assim méxima

atracdo de carga elétrica (GALAZKA et al., 1999).
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A formacdo de complexos entre B-lactoglobulina e pectina indicou a presenca de
coacervados em valores de pH ~ 5. Quando o pH foi abaixado de 5 para 3,5 a turbidez
aumentou gradativamente, indicando a formacdo de complexos insoliveis (SPERBER et

al., 2009).

1.4.2 Relacao dos biopolimeros

7z

O méximo rendimento em processos de coacervacdo é obtido por uma relacdo
especifica dos biopolimeros envolvidos. Por exemplo, a quantidade de moléculas de
proteina disponiveis por cadeia de pectina é importante na formacdo de complexos
eletrostaticos (GIRARD, TURGEON, GAUTHIER, 2002). Schmitt et al. (1998)
observaram que para a formacdo de complexos entre a B-lactoglobulina e goma ardbica a

relacdo otima é 4:1.

A estequiometria de um complexo eletrostitico depende da conformagao e da carga
total dos biopolimeros. Proteinas globulares e polissacarideos anidnicos rigidos nao
promovem contato entre todos seus grupos carregados, comportamento contririo ao
observado com estruturas de proteinas desdobradas (caseina, gelatina e algumas globulinas
desnaturadas em meio 4cido) que tendem a promover o maximo de contato com

polissacarideos com carga oposta (TOLSTOGUZOV, 2003).

1.4.3 Influéncia da temperatura

A temperatura influencia a formagdo de complexos entre proteinas e
polissacarideos. Kelly et al. (1994) verificaram que o aumento de temperatura e o conteddo
total de biopolimeros apresentam um efeito sinérgico na separagdo de fases. Nanoparticulas
de biopolimeros podem ser formadas por tratamento térmico dos complexos eletrostéticos
de proteinas globulares e polissacarideos anidnicos. Jones, Decker, McClements (2010)
estudaram as propriedades fisico-quimicas de particulas biopoliméricas por meio de
calorimetria diferencial de varredura (DSC). Medidas de DSC revelaram que a pectina de
alto teor de metoxilacdo (HMP), pectina de baixo teor de metoxilagdo (LMP) e carragena

(C) apresentam pouco impacto sobre a temperatura de desnaturacdo térmica da f-
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lactoglobulina (78 °C) em pH 4,75, condi¢Oes estas nas quais sdo formados os complexos
eletrostaticos. A medida de temperatura indicou que a maior agregacdo de biopolimeros
ocorreu acima da temperatura de desnaturacdo para sistemas de B-lactoglobulina/pectina,

mas nao para os sistemas de B-lactoglobulina/carragena.

1.5 Complexaciao de particulas produzidas por gelificacdo ionica com

polieletrolitos cationicos

A adsorcdo de uma molécula de proteina envolve a transferéncia desta molécula de
uma fase (solu¢do) para a superficie sélida da fase adjacente; a acumulacdo destas
moléculas na interface resultante ocorre devido as forcas de ligacdo entre a molécula de
proteina e a superficie do sélido. A adsor¢do de proteina em particulas pode (1) proteger
ativos funcionais e aumentar sua estabilidade, (2) favorecer a liberagcdo modificada, e (3)
melhorar a propriedade de superficie da particula aumentando sua biodisponibilidade

(KHEIREDDIN, ZHANG, AKBULUT, 2013).

Embora os mecanismos de adsor¢do ndo sejam totalmente compreendidos, existem
algumas caracteristicas fisico-quimicas conhecidas que influenciam esse fendmeno
(NAKANISHI, SAKIYAMA, IMAMURA, 2001; VAN TASSEL, 2003). Dentre estas
caracteristicas pode-se citar: tamanho, estabilidade e concentracdo da proteina na fase
aquosa, funcionalidades e interagdes protefna-proteina, carga na superficie, interagcdes
eletrostdticas relacionadas a natureza quimica, densidade e mobilidade de grupos funcionais
da superficie, energia livre de superficie, caracteristicas topograficas da superficie, tempo
de desdobramento, meio circundante (pH, sais, temperatura, etc.). Por outro lado, na
adsorc¢do a partir de uma solu¢do contendo vérias proteinas, como por exemplo, no plasma
sanguineo, fatores cinéticos, como as taxas relativas de espalhamento das diferentes
moléculas de proteina na superficie e as alteracoes de conformacdo das proteinas

adsorvidas sao também importantes (KRISHNAN, 2013).

A adsorcdo de proteina em superficies solidas desempenha um papel importante
devido as diferentes aplicacdes em dreas que incluem dispositivos biomédicos, diagndstico

de doencas, biossensores, processamento de alimentos, incrustacdo e biorreatores (HIRSH
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et al., 2013). Por outro lado, na 4rea biomédica a adsorcdo de proteinas nas superficies de
biomateriais € indesejavel e, portanto, hd interesse em desenvolver materiais que sejam
resistentes a adsorcdao de proteinas (ANDRADE, HLADY, 1986; ELWING, 1998;
GARLAND, SHEN, ZHU, 2012).

Para a encapsulacdo de principios ativos, o polissacarideo mais comum para a
obtencdo de particulas é o alginato de s6dio, devido a sua simplicidade, ndo toxicidade,
biocompatibilidade e baixo custo (KRASAEKOOPT, BHANDARI, DEETH, 2003). No
entanto, essas particulas podem fornecer protecdo limitada a ativos sensiveis a oxidagdo
como os lipidios, devido a suas caracteristicas de estrutura como a porosidade, que pode ser
considerada uma desvantagem quando o objetivo é proteger as células contra condi¢des

desfavoraveis do meio (GOUIN, 2004).

A porosidade das particulas de alginato pode permitir a difusio de fons H" de fora
para dentro das particulas facilmente. Esta desvantagem pode ser superada depositando
uma camada de revestimento proteico (BURGAIN et al., 2011; KRASAEKOOPT,
BHANDARI, DEETH, 2003; RAJAM et al., 2012). Desta maneira, ha relatos na literatura
da utilizacao de microesferas de alginato-amido (SULTANA et al., 2000), proteina do soro
do leite e alginato (RAJAM et al., 2012) e alginato-glicerol (TRUELSTRUP-HANSEN et
al., 2002).

A deposicdo da proteina sobre a superficie do material é espontanea e ocorre em
fragdes de tempo muito pequenas, apds o contato, enquanto que o relaxamento exige
periodos muito mais longos. A primeira camada de proteinas pode ser adsorvida de forma
reversivel ou irreversivel, enquanto que a segunda camada tem tendéncia para absorver
reversivelmente devido a pouca ou nenhuma afinidade entre as moléculas. Essa
reversibilidade da segunda camada proteica se deve a retencao de dgua, ao estado compacto

e ao desdobramento incompleto da proteina (NORDE, HAYNES, 1995).

A forca de adsor¢do de uma proteina € determinada inicialmente pelas propriedades
da superficie. Portanto, vdrias rotas sdo possiveis. Em contato com superficies hidrofébicas

€ adsorvida por meio de pequenos dominios hidrofébicos. Depois disto, a proteina ird se
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desdobrar permitindo maior exposicdo de residuos hidrofébicos internos, favorecendo a
interacdo mais forte com a superficie (AKKERMANS et al., 2008; CASTELLS, VAN
TASSEL, 2005). Por outro lado, superficies hidrofilicas interagem com grupos funcionais
polares e carregados da superficie da proteina. Neste caso, a superficie hidrofilica interage
favoravelmente com 4gua, quando em contato com uma solu¢do aquosa. Isso cria uma
barreira que as moléculas de proteina adsorvida devem romper antes de interagir com a
superficie (WERTZ, SANTORE, 2001). Assim, moléculas de proteina adsorvem mais
fracamente sobre superficies hidrofilicas do que o fazem com superficies hidrofébicas.
Além disso, proteinas com alta estabilidade estrutural adsorvem sobre superficies com
cargas opostas com menos perda conformacional que em superficies hidrofébicas, mas

adotam a orientacao determinada pela superficie (HAYNES, NORDE, 1994).
1.6  Biopolimeros formadores de particulas

Particulas de biopolimeros podem ser preparadas a partir de uma variedade de
macromoléculas, sendo as mais utilizadas os polissacarideos e proteinas de grau
alimenticio, por exemplo, proteinas do soro do leite, caseina, gelatina, proteina de soja,
proteinas da clara do ovo, alginato, pectina, amido, celulose e varios outros hidrocoléides.
As particulas podem conter também outros componentes, como dgua, lipidios, minerais e
actucares, produzindo diferentes interagcdes moleculares que atuam entre os componentes.
Portanto, a funcionalidade de uma particula depende da sua composi¢do, propriedades
fisico-quimicas e caracteristicas estruturais dos biopolimeros utilizados na sua producdo
(JONES, McCLEMENTS, 2010). Como unidades moleculares, as particulas podem ser
usadas para fornecer diferentes atributos funcionais, como estabilidade, textura e percep¢ao

diferencial em muitos sistemas alimentares (TOLSTOGUZOV, 2003).
1.6.1 Polissacarideos

A principal funcionalidade dos polissacarideos € a possibilidade de serem utilizados
para interagdo com ifons divalentes na formacdo do gel ou para complexar com

polieletrélitos de carga oposta. Polissacarideos sdo extraidos de fontes naturais renovaveis,
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como exudados de plantas, de animais, de microrganismos, sementes, frutas, algas e

microalgas (COVIELLO et al., 2007; LAURIENZO, 2010; VENUGOPAL, 2011).

As diferencas quimicas dos polissacarideos promovem diferencas nas propriedades
moleculares, tais como massa molar, conformagdes, ramificacdo, estrutura, caracteristicas
elétricas e de interacdo, as quais determinam as propriedades fisico-quimicas e funcionais
das particulas, como solubilidade, capacidade de ligacdo de dgua, viscosidade, gelificacdo e
atividade de superficie (BELITZ, GROSCH, SCHIEBERLE, 2009). Devido a sua
caracteristica hidrofilica os polissacarideos sdo adequados para a obtencdo de particulas
como carregador de ativos e os mais comumente utilizados sdo o alginato e a pectina

(CENSI et al., 2012).
1.6.1.1 Alginato

O alginato quimicamente é um copolimero que possui estrutura linear de alta massa
molar com seccoes rigidas e flexiveis, formadas por dois tipos de 4dcidos urdnicos, uma
unidade de acido B-D manurdnico (M) e dcido a-L gulurénico (G) com blocos que podem
ser homopoliméricos ou heteropoliméricos (COTTRELL, KOVACS, 1980; DRAGET,
TAYLOR, 2011). Assume-se que as unidades G sao as unicas moléculas do alginato que
formam reticulagdo com ions divalentes e, portanto, é a principal caracteristica estrutural
que contribui para a formagdo de gel (STROM et al., 2009). Em geral, alginatos com
elevado teor de unidades G formam géis estdveis, com permeabilidade elevada quando
comparada com alginatos com um alto teor de unidades M (MARTINSEN, SKJAK-
BRZAK, SMIDSR@D, 1989). Em geral, alginatos formam géis segundo o modelo “caixa
de ovos” (GRANT er al., 1973) e apresentam valor de pKa entre 3,20 — 3,38
(MARTINSEN, STORR@, SKIARK-BRZEK, 1992).

Recentemente, matrizes de alginato tém sido utilizadas na viabilizacdo da
encapsulacdo de probidticos para a alimentacdo de humanos (ZHANG et al., 2011).
Particulas de alginato tém sido utilizadas para imobilizacdo de ilhotas pancredticas e

bactérias probidticas, assim como na aplicacdo de liberacdao controlada (BREKKEN et al.,
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2004; DRAGET, SKJ/OXK—BRAEK, SMIDSR@D, 1997). Particulas de alginato obtidas por
gelificacdo i0nica recobertas com proteinas do soro do leite sem desnaturacdo térmica tém
sido elaboradas para encapsulacdo de probidticos com objetivo especifico de produzir
prote¢do géstrica aos microorganismos (GBASSI er al., 2011). Estas particulas podem,
ainda, ser utilizadas para melhorar as propriedades qualitativas de vdrios lipidios

funcionais, como 6leos de peixes e azeite de oliva (SUN-WATERHOUSE et al., 2011).
1.6.1.2 Pectina

A pectina é um polissacarideo encontrado na parede celular na maioria das plantas
(BACIC, HARRIS, STONE, 1988). A cadeia linear da pectina ¢ formada por unidades
monoméricas de dcido o -(1—4)-D-galacturdnico, parcialmente esterificados com grupos
metoxilicos (BOBBIO, 1989). Alguns agicares neutros como galactose, glicose, raminose,
arabinose e xilose também podem estar presentes na cadeia, sendo que no ponto de ligacao
da raminose ocorre, necessariamente quebra na linearidade da estrutura molecular (RALET
et al., 2003).

A formacdo de gel € a principal caracteristica funcional da pectina e depende
essencialmente das caracteristicas do meio: pH, teor de s6lidos soldveis, cations divalentes,
grau de metoxilagdo (GANCZ, ALEXANDER, CORREDIG, 2006), grau de amidacao,
massa molar (KIM et al., 2008), nimero e arranjo das cadeias laterais e densidade de carga
liquida na molécula (THAKUR, SINGH, HANDA, 1997).

Grupos carboxilicos dos mondmeros do dcido galacturdnico podem ou ndo estar
esterificados com metanol sendo a porcentagem dos grupos esterificados expressa como
grau de metoxilacio (FISHMAN et al., 2006; MESBAHI, JAMALIAN, FARAHNAKY,
2005; YAPO et al., 2007). As pectinas sdo classificadas em funcdo de seu grau de
metoxilacdo. Quando a esterificacdo dos grupos carboxilas é aproximadamente igual ou
superior a 50%, sdo chamadas pectinas de alto teor de metoxilagdo. A pectina de baixo teor
de metoxilacdo tem menos de 50% dos grupos carboxilas esterificados (POMERANZ,
MELOAN, 2000).
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As pectinas de baixo teor de metoxilacdo, amidadas ou ndo, sd@o polissacarideos
muito utilizados industrialmente no setor de alimentos por sua capacidade de formar gel na
presenca de fons Ca** em ampla faixa de pH. Os fons divalentes Ca>* combinam com os
grupos carboxilato da cadeia da pectina encaixando-se nas estruturas do &cido
galacturonico formando uma estrutura tridimensional com caracteristicas de uma “caixa de

ovos” (BRACCINI, PEREZ, 2001).

7z

Pectina € um polidnion que possui pKa em torno de 2,9 e em valores de pH
superiores a0 pKa apresentam carga elétrica negativa. Em pHs préximos ao valor do seu
pKa ocorre perda da carga elétrica, enquanto em valores abaixo do pKa a dissociacdo dos

grupos carboxilicos € suprimida (RALET et al., 2001).

Diferentes estudos utilizando microesferas de pectina foram otimizados com
objetivo de minimizar a liberacdo de farmacos em meio gastrico e atingir completa
liberacio no ambiente intestinal (DAS, NG, 2010; JAIN, GUPTA, JAIN, 2007;
SRIAMORNSAK, 1998) devido a sua degradacdo seletiva pela microflora presente no
cOlon (Bacterioides ovatus), bem como sua resisténcia a proteases e amilases do trato

gastrointestinal (CHOURASIA, JAIN, 2004; WONG, COLOMBO, SONVICO, 2011).
1.6.2 Proteinas

Uma das caracteristicas importantes das moléculas de proteina é que podem ser
utilizadas como material de parede para fornecer protecdo ao pH, barreira contra o
oxigénio, luz e vapor de &4gua. Podem ser aderidas as particulas utilizando vérios
mecanismos fisico-quimicos ou podem ser adsorvidas a matriz por interacdes especificas,
ligacdo covalente ou nio covalente. Proteinas sdo macromoléculas compostas de varios
aminodcidos unidos por ligagdes covalentes denominadas peptidicas (DAMODARAN,

2008).

Segundo Verbeek e van den Berg (2010), proteinas apresentam estrutura
macromolecular tridimensional, que abrange as estruturas primdria, secunddria, tercidria e

z

quaterndria. Esta estrutura tridimensional € estabilizada por interagdes hidrofébicas,
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eletrostaticas, ligacdes covalentes, ligacdes de hidrogénio e ligacdes dissulfidicas entre os
grupos laterais dos aminodcidos. O tipo, nlimero e sequéncia de aminodcidos ao longo da
cadeia polipeptidica determinam uma variedade de diferentes estruturas, por exemplo,
proteinas de configuracdo aleatéria, abertas ou globulares (BELITZ, GROSCH,
SCHIEBERLE, 2009).

Proteinas globulares apresentam cadeia polipeptidica normalmente dobrada, em
uma conformacdo compacta esferéide, com a maior parte dos aminodcidos apolares
confinados no interior da molécula e os aminoécidos polares expostos para o exterior
(SENO, TROVATO, 2007). As interacdes entre proteinas podem ser complexas,
envolvendo, por exemplo, sitio de ligacdo especifica (NICOLAI, DURAND, 2007). Esta
propriedade ird influenciar sua estabilidade e, por conseguinte, o grau de alteracdo
conformacional no momento de sua adsor¢do nas superficies sélidas (NORDE, ANUSIEM,

1992).
1.6.2.1 Proteinas da clara do ovo

A clara de ovo é composta de 9,7-10,6% de proteina em massa. Mais de 24
proteinas diferentes foram identificadas e isoladas a partir da clara de ovo (MINE,
SHAHIDI, 2006). Algumas das principais proteinas incluem ovalbumina (54%),
conalbumina (12%), ovomucdide (11%), ovomucina (3,5%), e lisozima (3,4%) (MINE,
1995).

A proteina mais abundante e fundamental para as propriedades funcionais da clara
de ovo € a ovalbumina, a qual possui estrutura globular, com alto valor nutritivo e
propriedades funcionais, tais como a atividade de superficie (DELBEN, STEFANCICH,
1998). Ovalbumina tem massa molar 44,5 kDa e € uma fosfoglicoproteina monomérica
com uma sequéncia de 385 residuos de aminoacidos (DOI, KITABATABE, 1997) e ponto
isoelétrico (pI) de 4,8 (OAKENFULL, PEARCE, BURLEY, 1997). Seus mondmeros
apresentam forma elipsoidal, com dimensdes de 7,0 nm x 4,5 nm x 5,0 nm
(MATSUMOTO, INOUE, 1993). Apresenta em sua estrutura pontes dissulfeto (S-S) em
cistina e quatro grupos sulfidrila livres (-SH) (DOI, KITABATAKE, 1997; FOTHERGILL,
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FOTHERGILL, 1970). A estrutura secunddria € composta de 30,6% de a-hélices e de
31,4% de B-folha (HU, DU, 2000).

Particulas produzidas por camadas multiplas com fibrilas de ovalbumina e pectina
de alto grau de metoxilacdo apresentaram distribuicdo de tamanho normal com didmetro
médio disperso, observando-se também que o incremento do nimero de camadas diminuiu
a taxa de liberacdo do ativo (HUMBLET-HUA et al., 2011). A ovalbumina pode ser
utilizada como material carregador para entrega de firmacos devido a sua disponibilidade e
baixo custo em comparacdo com outras proteinas. Além disso, apresenta vdrias
caracteristicas importantes, incluindo a capacidade para formar redes de gel, de
estabilizacdio de emulsdes e espumas e a liberacdo modificada de farmacos

(WONGSASULAK et al., 2010).
1.6.2.2 Proteinas do soro do leite

As proteinas do soro do leite sdo biopolimeros, amplamente utilizadas na area de
alimentos, devido a seu elevado valor nutricional e propriedades funcionais para formar
hidrogéis e emulsdes (LEFEVRE, SUBIRADE, 2000). Geralmente sdo comercializadas
como isolados (WPI), concentrados (WPC) e hidrolisado proteico de soro (HWP) produtos
estes que podem apresentar diferentes propriedades funcionais, devido as diferencas na
composicdo do leite e nas condi¢gdes de producio (HUFFMAN, 1996; MORR,
FOEGEDING, 1990).

As proteinas do soro do leite sdo a principal fonte de proteinas globulares em
produtos alimenticios, representando entre 18-20% do total de proteinas do leite, composto
por quatro principais proteinas: B-lactoglobulina (50-75%), a-lactoalbumina (15-25%),
albumina de soro bovino (10%) e imunoglobulina (10%) (DONOVAN, MULLHUILL,
1987; VERHEUL, ROEFS, 1998). As demais proteinas incluem lactoferrina,
lactoperoxidase (MARSHALL, 2004) e tracos de lactose e sais também estdo presentes
(DONNELLY, DECKER, McCLEMENTS, 1998).
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A B-lactoglobulina € a principal proteina do soro do leite. Contém 162 aminoécidos,
um grupo tiol livre, duas pontes dissulfeto e massa molar de 18,30 kDa (THOMPSON,
BOLAND, SINGH, 2009). A estrutura quaterniria da proteina varia entre mondmeros,
dimeros ou oligdmeros, dependendo do pH, temperatura e forca idnica. O dimero € a forma
predominante em condicdes fisiologicas (THOMPSON, BOLAND, SINGH, 2009),
enquanto a dissociacdo em mondmeros ¢ reforcada pela baixa concentracdo de proteina,
baixa forca i0nica, acidez/alcalinidade extremas e aumento da temperatura (VERHEUL,

ROEFS, 1998).

Proteinas do soro do leite sdo utilizadas na obten¢do de micro ou nanoparticulas
para encapsulacdo e liberacdo modificada de compostos bioativos (GUNASEKARAN, KO,
XIAO, 2007), sendo que esses materiais podem apresentar caracteristicas hidrofilicas e
hidrofébicas (CHEN, REMONDETTO, SUBIRADE, 2006). Proteinas do soro podem ser
utilizadas apenas como material inico de cobertura (HOGAN, MCNAMEE, HEBRARD et
al., 2006; O’RIORDAN, O’SULLIVAN, 2001) ou em misturas (WICHCHUKIT et al.,
2013). Em fung¢do do cardter catibnico podem também ser complexadas com
polissacarideos anionicos (DOHERTY er al., 2012), como sistema de prote¢cdo no
transporte de leveduras através do sistema gdstrico (HEBRARD et al., 2006) e como
material para encapsular gordura de leite (MOREAU, ROSENBERG, 1996). H4 relatos de
que o isolado proteico do soro apresenta uma barreira eficaz contra a oxidacdo de 6leo de

laranja encapsulado (KIM, MORR, 1996).
1.6.2.3 Gelatina

A gelatina € uma proteina de alta massa molar obtida a partir da hidrdlise parcial do
coldgeno, derivado de pele animal, tecido conjuntivo e ossos (GOMEZ-GUILLEN ef al.,
2011; MORRISON et al., 1999). Contém teores elevados de hidroxiprolina, prolina e
glicina (OKUYAMA et al., 2006). A presenga da prolina e da hidroxiprolina atribui a
gelatina conformacao aberta, formando uma estrutura tripla hélice distendida, que apresenta
cadeias laterais de aminodcidos na parte externa da molécula (Figura 1.1)

(KOMMAREDDY, SHENOY, AMIJI, 2005). O teor de prolina e hidroxiprolina €
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particularmente importante na gelificacdo, facilitando a interacdo proteina-proteina

(GOMEZ-GUILLEN ez al., 2011; LI, GU, 2011).

A gelatina € produzida em dois tipos principais: Tipo A, que é derivada de coldgeno
quando o pré-tratamento € realizado por um dcido e possui ponto isoelétrico de 7-9, e do
tipo B, quando o pré-tratamento € realizado por uma base (hidréxido de calcio), possuindo
ponto isoelétrico entre 4,6 e 5,2 (SCHRIEBER, GAREIS, 2007; TAHERIAN et al., 2011).
A gelatina como as demais proteinas é um polieletrélito anfétero, pois apresenta carga
elétrica negativa ou positiva dependendo do valor do pH em relacdo ao seu ponto
isoelétrico (ARVANITOYANNIS, 2002). Por esta razdo, a gelatina apresenta alta
capacidade em formar complexos com outros biopolimeros (LI et al., 2011). A gelatina é
uma proteina soldvel em dgua quente e capaz de formar géis por meio de resfriamento. E
util como agente de gelificacdo para a encapsulacio e tem sida usada em muitas aplicacdes
de engenharia de tecidos, devido a sua biocompatibilidade. Além disso, devido a sua
funcionalidade, é amplamente utilizada na area de alimentos para uma variedade de

aplicacoes (KARIM, BHAT, 2008). Na éarea farmacéutica é utilizada principalmente na
fabricacdao de microcapsulas (JONES, 2004).
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Figura 1.2 — Estrutura quimica da gelatina. Fonte: Kommareddy, Shenoy, Amiji (2005).
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1.7  Oxidacao lipidica

Reacdes de oxidacdo de lipidios levam a geracdo de compostos téxicos, sendo os
dcidos graxos poli-insaturados altamente suscetiveis a oxidacdo, o que pode levar a
formacdo de radicais livres que podem ter efeitos adversos sobre a saude (LEE, YING,
2008), além da perda da qualidade sensorial devido a rancificacdo que causa odores e

sabores indesejados (LEE, YING, 2008; LUKASZEWIC et al, 2004).

Dessa forma, a estabilidade oxidativa do alimento é um fator importante na
determinacdo de sua vida de prateleira. A maioria dos métodos usados para determinar o
ponto de inducdo e a sensibilidade dos Oleos e gorduras a oxidagdo baseia-se
principalmente na determinagcdao dos compostos oxidados, como indice de perdxidos, de
espécies reativas ao 4cido tiobarbitirico, indice de anisidina, quantidade de dienos
conjugados ou por meio da andlise dos produtos voléteis de oxidacdo (VERLEYEN et al.,

2005).

Um dos mecanismos para controle da oxidacdo € a utilizacdo de antioxidantes.
Outro método para proteger os lipidios insaturados da oxidagdo é por meio da
encapsulacdo. Este processo tem sido utilizado em varios estudos para encapsular lipidios
bioativos com objetivo de protegé-los da oxidacdo, uma vez que a encapsulacio
proporciona uma barreira ao oxigénio e a outros fatores ambientais responsdveis pela
oxidacdo (AHN er al, 2008; AUGUSTIN er al., 2006; BERISTAIN er al., 2001). A
encapsulacdo também pode ser utilizada para mascarar sabores e aromas indesejaveis da
oxidacao lipidica, de forma a manter o apelo sensorial e a satisfacdo do consumidor em

relacdo ao alimento (CHAMPAGNE, FUSTIER, 2007).

H4 varias vias para o desenvolvimento da oxidacdo dependendo do meio e dos
agentes catalisadores. Nos sistemas bioldgicos, os lipidios sofrem oxidacdo por trés
principais meios: foto-oxidagdo, autoxidagdo e oxidacdo enzimatica (LAGUERRE,

LECOMTE, VILLENEUVE, 2007; WOJCIAK, DOLATOWSKI, 2012).
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A autoxidacdo é o mecanismo mais reconhecido para a oxidacdo lipidica, que
consiste em trés fases principais: inicia¢do, propagacdo e terminacdo (LAGARDE, 2010).
A taxa de oxidacdo lipidica depende de varios fatores como o grau de insaturagdo dos
acidos graxos. Lipidios poli-insaturados sdo mais rapidamente oxidados que os

monoinsaturados; ja os saturados praticamente sio estaveis (KANNER, 1994).

Na primeira fase, a reacdo entre o oxigénio singleto e uma insaturacdo da molécula
de lipidio gera peréxidos instdveis que se decompdem rapidamente para produzir espécies
reativas de oxigénio, como o radical hidroxila (-OH), hidroperoxila (-OOH) e alcoxila
(-OOR). Estes compostos reagem com os lipidios insaturados na fase de propagacdo, de
modo a produzir mais radicais livres. A reacdo de propagacdo continua até que a
concentragao das espécies de radicais sejam suficientes para resultar em reacoes entre si, de
modo a produzir as espécies nao radicais (fase de terminagdo), como aldeidos e cetonas

(McCLEMENTS, DECKER, 2000).

A tipica curva cinética de oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados pode ser
dividida em trés fases: a fase de inducdo (ou fase lag), onde a taxa de oxidacdo ¢é
extremamente baixa; uma segunda fase de propagacdo (fase exponencial), na qual a taxa de
oxidacdo aumenta drasticamente até um valor maximo de peréxidos, posteriormente a taxa
de decomposi¢ao de hidroperéxidos € reduzida e quantidades pequenas de produtos de
oxidacdo secunddrios sdo formadas. A terceira fase € a de decomposicao dos
hidroperéxidos (ou fase estaciondria), no qual a taxa de degradacdo dos hidroperdxidos é
maior do que a sua taxa de formacdo. Essa etapa € terminada quando dois radicais reagem

entre sim para formar um ndo radical (KAMAL-ELDIN, YANISHLIEVA, 2005).
1.8  Resisténcia das particulas submetidas a passagem pelo trato gastrointestinal

Particulas a base de polissacarideos apresentam caracteristicas favordveis como
carregadoras de substancias sensiveis para a liberacao em locais especificos, devido as suas
propriedades, tais como sensibilidade ao pH, inchamento, estabilidade na secao superior do

trato gastrointestinal e adequada degradabilidade pelas enzimas especificas do intestino
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delgado ou do célon (KIM et al., 2012; LIU et al., 2007, TAVAKOL et al., 2009;
VANDAMME et al., 2002).

O principio desta tecnologia envolve a protecdo de compostos biologicamente
ativos ou células, tais como bactérias probidticas para liberagdo em sitios especificos. Em
geral os compostos ativos precisam de liberacdo gradual como no caso de vitaminas e
outros ingredientes funcionais no trato gastrointestinal, com baixa permeabilidade em
condicdes 4cidas do estdmago e alta permeabilidade ao ambiente neutro do intestino
(SAUER, STREICH, MEIER, 2001). Além disso, as substincias sensiveis as enzimas no
trato gastrointestinal, baixa absorcdo, e capacidade limitada para ser transportada por meio
da barreira epitelial intestinal, precisam de matrizes capazes de fornecer protecao.

Portanto, é necessario que as matrizes permanecam intactas a passagem pelo trato
gastrointestinal superior, a fim de proteger os ativos incorporados da degradacdo quimica e
enzimdtica. Em segundo lugar, devem liberar o ativo imediatamente apds atingir o
segmento do trato gastrointestinal inferior (LIU et al., 2003).

A simulacdo das condi¢des adversas quando os ativos encapsulados sdo submetidos
a passagem pelo trato gastrointestinal € utilizada como referéncia para avaliar a resisténcia
das particulas de biopolimeros na liberacdo de ativos em diferentes locais. Diferentes
condicdes incluem varia¢des de pH, como do estdbmago que foi relatado na faixade pH 1 a
2,5, o pH do intestino delgado de 6,15-7,35 (EVANS et al., 1988) e a presenca de enzimas
proteoliticas, como a pepsina, pancreatina e sais biliares (PRESS et al., 1998). Apés a
passagem através do intestino delgado, as particulas atingem o intestino grosso no qual o
pH diminui ligeiramente para 5,26 - 6,72 no célon (PRESS et al., 1998). De forma geral,
diversos estudos indicam que a passagem pelo trato géstrico € prejudicial a viabilidade dos
ativos sensiveis e probioticos (CORONA-HERNANDEZ et al., 2013).

Por este motivo, considera-se importante que uma matriz apropriada para sistemas
de liberacdo gastro-resistente, seja capaz de proteger o ativo durante a sua passagem pelo
estdmago. Estudo recente com particulas de pectina utilizadas para liberacdo de
indometacina sob as condi¢des gastrointestinais in vitro mostrou liberacio acumulada de

menos de 15% nas condigdes gastricas utilizadas (JUNG et al., 2013).
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O efeito protetor conferido a probidticos frente a condi¢des dcidas (pH 1,5 por 2
horas) foi avaliado ap6s recobrimento de particulas de pectina. Os resultados indicaram que
as particulas recobertas com proteinas do soro do leite ndo conferiram maior protecdo para
os probidticos quando comparados com as particulas sem cobertura (GEBARA et al.,

2013).

A grande maioria dos estudos mostra que a encapsulacdo de ativos confere maior
viabilidade aos mesmos durante a exposicdo as condi¢des que simulam a passagem pelo
trato gastrointestinal, sendo efetiva sua protecdo as condi¢des adversas. Entretanto, a
eficiéncia dessa protecao depende de diversos fatores como a técnica e os materiais

utilizados na encapsulacao.
1.9  Conclusoes

Particulas podem ser produzidas a partir de biopolimeros, como polissacarideos e
proteinas, utilizando diferentes técnicas. Entretanto, a producdo de particulas de
biopolimeros com atributos especificos funcionais ainda € bastante limitada ¢ uma melhor
compreensdo de relacdes estrutura-funcdo € necessaria. A identificacdo dos materiais
encapsulantes e as condi¢cdes requeridas para produzir uma particula com propriedades
adequadas requer o conhecimento das caracteristicas moleculares e funcionais dos
biopolimeros a serem utilizados, bem como dos mecanismos fisico-quimicos envolvidos na
formacdo de particulas por gelificacio idnica e a complexacdo com polieletrdlitos
cationicos. Futuros estudos sobre sistemas de particulas para aplicagdes em alimentos

devem ser focados na utilizagdo de técnicas combinadas.
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CAPITULO 2

PARTICULAS DE ALGINATO E PECTINA, RECOBERTAS COM PROTEINAS
DA CLARA DE OVO E DO SORO DO LEITE: OBTENCAO, CARACTERIZACAO

E PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar particulas obtidas por gelificacio
idnica com pectina de baixo teor de esterificacio amidada ou alginato, recobertas com
proteinas da clara de ovo (OVA), do soro do leite (WPC) e uma mistura de ambas
(OVA:WPC,1:1) e adicionalmente avaliar sua prote¢ao contra a oxidagao lipidica. Solugdes
de pectina ou alginato de sédio (2%, m/m) foram emulsificadas com 6leo de girassol
(1,65%, m/m) e pulverizadas em solucdo de cloreto de célcio (2%, m/m) utilizando um
atomizador duplo fluido. As particulas formadas foram recobertas com proteinas (OVA,
WPC e OVA:WPC) em diferentes concentracdes de proteina em solucdo (2, 4, 6 € 8%) em
pH 4.,0. Posteriormente, o 6leo de girassol foi substituido por um 6leo modelo rico em
acidos graxos poli-insaturados e as particulas sem cobertura e as recobertas com as maiores
quantidades de proteinas adsorvidas foram liofilizadas e armazenadas (45 °C), durante
quatro semanas, para avaliacdo da estabilidade oxidativa do dleo encapsulado através da
formacdo de per6xidos. Inicialmente, o potencial Zeta das solugdes proteicas, dos
polissacarideos e das emulsdes foi determinado na faixa de pH de 3,0 — 7,0. Particulas
umidas e liofilizadas foram caracterizadas quanto ao tamanho médio (d 0,5), teor de s6lidos
totais e morfologia. A eficiéncia de encapsulacdo em relacio ao oleo de girassol
encapsulado e o teor de célcio foram determinados nas particulas obtidas por gelificacao
10nica. Os teores de proteina adsorvida e de s6lidos foram determinados para as particulas
umidas recobertas em funcio das diferentes quantidades de proteina em solu¢do. Particulas
contendo maior quantidade adsorvida da mistura OVA:WPC foram avaliadas por
microscopia confocal de varredura e por eletroforese em gel de poliacrilamida. As maiores

adsorc¢Oes proteicas foram obtidas quando a maior concentragdo de proteina em solucao foi
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utilizada. Elevadas eficiéncias de encapsulagcdo, 91,70 = 1,80% e 95,50 + 2,42%, foram
observadas para particulas de alginato e pectina, respectivamente. O tamanho médio das
particulas de gelificacdo i6nica foi de 140,09 + 10,05 um para particulas de alginato e
215,41 = 10,05 um para particulas de pectina. Apds o recobrimento proteico as particulas
produzidas com alginato aumentaram de tamanho, enquanto particulas produzidas com
pectina recobertas diminufram de tamanho, indicando que particulas produzidas com
pectina em mais frageis. Independentemente do tipo de proteina, o aumento da quantidade
de proteina em solu¢do aumentou a quantidade de proteina adsorvida e o teor de matéria
seca nas particulas. Observou-se menor quantidade de célcio nas particulas produzidas com
pectina (1,44 + 0,02 pmol Ca**/mg de particulas em base seca) comparado as particulas
produzidas com alginato (2,48 + 0,10 umol Ca®*/mg de particulas em base seca). Avalia¢io
por eletroforese das particulas contendo maior quantidade de proteina adsorvida da mistura
OVA:WPC, indicou que ambas as proteinas foram adsorvidas nas particulas e que
aparentemente as proteinas também difundiram para o seu interior conforme observado por
microscopia confocal. As particulas recobertas com proteina, independentemente do tipo,
apresentaram maior protecdo frente a oxidacdo lipidica comparada com as particulas sem
recobrimento. Maior capacidade protetiva apds quatro semanas foi observada para

particulas produzidas com pectina e recobertas com proteinas da clara de ovo.
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ABSTRACT

The aim of this work was to produce and characterize particles obtained by ionic gelation
with low methoxyl amidated pectin or alginate coated with proteins from egg white (OVA),
whey (WPC) and a mixture of both (OVA:WPC, 1:1) and further assessing its protection
against lipid oxidation. Solutions of pectin or sodium alginate (2% w/w) were emulsified
with sunflower oil (1.65% w/w) and sprayed into a calcium chloride solution (2% w/w)
using a double fluid atomizer. The particles were coated with proteins (OVA, OVA:WPC
and WPC) at different protein concentrations in solution (2, 4, 6 and 8%) at pH 4.0.
Thereafter the sunflower oil was replaced by a model oil and particles lyophilized uncoated
and coated with larger amounts of adsorbed proteins were stored (45 °C) for four weeks to
assess the oxidative stability of the encapsulated oil through the formation of peroxides.
Initially, the Zeta potential of protein solutions, and emulsions of polysaccharides was
determined in the pH range 3.0 to 7.0. Moist and lyophilized particles were characterized
by medium size (d 0.5), content of total solids and morphology. The encapsulation
efficiency of sunflower oil and calcium content were determined in the particles obtained
by ionic gelation. The amount of adsorbed protein and solids were measured for the wet
coated particles according to the different amounts of protein in solution. Particles
containing higher amount of adsorbed OVA:WPC were evaluated by confocal scanning
microscopy and polyacrylamide gel electrophoresis. The major protein adsorption was
obtained when higher concentrations of protein in solution were used. High encapsulation
efficiencies, 91.70 + 1.80% and 95.50% + 2.42% were observed for particles of alginate
and pectin respectively. The average particle size of ionic gelation was 140.09 £+ 10.05 pm
for particles of alginate and 215.41 + 10.05 pum for particles of pectin. After the protein
coating, the particles produced with alginate increased in size, while particles produced
with pectin and coated with protein decreased in size, indicating that particles produced
with pectin were more fragile. Regardless of the type of protein, the increased amount of
protein in solution increased the amount of adsorbed protein and dry matter content of the
particles. Lower amount of calcium was observed for particles made with pectin (Ca 1.44 +

0.02 umol Ca/mg of particle dry basis) compared with particles produced with alginate (Ca

58



CAPITULO 2

2.48 + 0.10 mg of particle dry basis). Evaluation by electrophoresis of particles containing
greater amounts of protein adsorbed OVA:WPC indicated that both proteins were adsorbed
on the particles and proteins also appear to spread inside them as observed by confocal
microscopy. The particles coated with protein, regardless of type, showed greater protection
against the lipid oxidation compared with the uncoated particles. Higher protective capacity
after four weeks was observed for particles made with pectin and coated with egg white

protein.
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2.1  Introducao

A encapsulacao apresenta-se como uma das técnicas de preservacdo da qualidade de
substancias sensiveis € € um método para a producdo de materiais com novas propriedades
(JYOTHI et al., 2012). A tecnologia de encapsulacao tem aplica¢des na medicina, indistria
farmaceéutica, de cosméticos, produtos quimicos, agricolas e na industria de alimentos

(CHAMPAGNE, FUSTIER, 2007; MADENE et al., 2006).

Os objetivos da tecnologia de encapsulacdo na indistria de alimentos incluem o
mascaramento de odores ou sabores, interacdes com agentes ativos, liberacdo modificada
em determinados sitios de acdo, protecao contra umidade, calor, oxigénio e luz (GIBBS et
al., 1999; UBBINK, KRUGER, 2006), de maneira a reduzir os processos de degradacdo
quimica durante o processamento, armazenamento e, também, a compatibilidade com
outras substincias do meio (McCLEMENTS, DECKER, 2000; WEISS, TAKHISTOV,
McCLEMENTS, 2006).

Novos materiais e tecnologias de encapsula¢do tém sido propostos para produzir
matrizes encapsulantes, para a obten¢do de nano e microparticulas a partir de biopolimeros
reconhecidos como seguros para alimentos (RACOVITA et al., 2009). Alginato, pectina ou
uma mistura deles pode ser utilizada para formacdo das particulas (MESTDAGH,

AXELOS, 1998).

Alginatos sdo polissacarideos extraidos de algas marrons, compostos de 4cidos
gulur6énicos e manurdnicos formando regides de blocos manurdnicos, gulurdnicos e regides
de sequéncia e quantidades alternadas, que s@o determinadas pelo tipo de alga de onde o

alginato € extraido (MARTINSEN, SKJAK—BRAEK, SMIDSR®@D, 1989).

Pectinas sdo componentes estruturais de paredes celulares, cujas fontes principais de
extracdo sdo subprodutos citricos. A pectina € um polissacarideo anidnico composto
basicamente por dcidos galacturdnicos (o, 1-4) contendo agucares neutros como arabinose,

galactose e xilose, além de residuos de ramnose (THAKUR, SINGH, HANDA, 1997).
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Alginatos e pectinas podem se associar com fons bivalentes através de interacdes
idnicas fortes formando gel apds a adicdo de cations bivalentes. Essas matrizes de gel
propiciam a encapsulacdo de compostos hidrofébicos, como dcidos graxos poli-insaturados
(SMRDEL et al., 2006; YOO et al., 2006). A técnica tem sido utilizada para encapsular
6leos; no entanto, apresenta uma desvantagem frente a oxidacdo dos 4cidos graxos de
cadeia longa, devido a alta porosidade da superficie da particula, quando expostos a

temperaturas elevadas e a presencga de oxigénio (BEINDORFF, ZUIDAM, 2010).

Acidos graxos poli-insaturados sdo suscetiveis a deterioracio oxidativa e
consequente producdo de odores indesejados. Assim ha necessidade de proteger esses 6leos
de forma a tornd-los mais estdveis durante manuseio, processamento € estocagem
(CARNEIRO et al., 2013). A encapsulacio de o6leos com propdsitos nutricionais,
terapéuticos e de aromatizacdo tem sido reportada na literatura incluindo 6leo de peixe,
tocoferol, 6leo de germe de trigo, limdo e citronela entre outros, utilizando também Gleos

modelo encapsulados em particulas de alginato de cdlcio (CHAN, 2011).

A busca de uma melhor funcionalidade das particulas tem sido alvo de inimeras
pesquisas. Entre elas, a utilizacdo de técnicas combinadas, que incluem a gelificacdo idnica
e a complexacdo com polieletrélitos catidnicos, incluindo proteinas (ANNAN; BORZA;
TRUELSTRUP HANSEN, 2008; PATIL et al., 2010). Embora os mecanismos de
complexacdo ndo sejam totalmente compreendidos, existem caracteristicas que influenciam
esse fendmeno, como as caracteristicas moleculares das proteinas, do meio circundante e a

topografia da superficie (ROACH, FARRAR, PERRY, 2005; VAN TASSEL, 2003).

A hipétese deste estudo foi que a adsor¢do de uma camada de proteina a particula de
gelificacdo 10nica pode melhorar a protecio do Oleo encapsulado contra a oxidagdo.
Adsorcoes proteicas (OVA, WPC e mistura OVA:WPC, 1:1) sobre particulas produzidas
por gelificacdo 10nica com alginato ou pectina foram avaliadas. Particulas foram
caracterizadas, bem como as melhores condicdes de adsorcdo eletrostdtica das proteinas
sobre a superficie das particulas. Um 6leo modelo contendo 4cidos graxos poli-insaturados
foi encapsulado e a deterioracdo oxidativa foi monitorada durante quatro semanas a 45 °C

através da formacdo de perdxidos.
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Material e métodos
Material

Os materiais utilizados foram: alginato de s6dio (ALG) (alta massa molar,
alto conteddo de 4cido gulurdnico, lote G4200301 MANUGEL DMB, FMC
Biopolymer, Campinas, SP, Brasil), pectina citrica (PEC) GENU® de baixo teor de
metoxilacdo amidada (conteido de &4cido galacturdnico 81,3 = 1,2%, grau de
esterificacdo 30,4 = 1,6% e grau de amidacdo 10,1 £ 1,0% determinado de acordo
com FAO, (2009), CP Kelco, Limeira, SP, Brasil). Para o recobrimento,
concentrado proteico do soro do leite (WPC) (Lacprodan - lote: Lac804U17601, 76,
Arla Foods Ingredients, Portefia, Provincia de Cérdoba, Argentina) e proteinas da
clara de ovo (OVA) (Salto’s Alimentos Ltda., Salto, SP, Brasil) foram utilizados,
6leo de girassol comercial e um 6leo modelo foram utilizados como ativos, cloreto
de calcio anidro (M.M: 110,99, lote 36308, Dindmica, Diadema - SP, Brasil), acido
cloridrico (M.M.: 36,46, Merck, Alemanha), hidréxido de sédio (M.M: 40,
Diadema, SP, Brasil), 4cido sulftrico (Synth, Diadema, SP, Brasil), isotiocianato de
fluoresceina FITC (lote 90K5316, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil),
rodamina (lote 47H3506, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil), vermelho do nilo
(lote 47H3425, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil). Agua deionizada e os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

Métodos

2.2.2.1 Caracterizacao dos biopolimeros

Concentrado proteico de soro do leite (WPC) e proteinas da clara de ovo (OVA)

foram caracterizados com relacdo ao teor de proteina e umidade segundo metodologia da

Association of Olfficial Analytical Chemistry (AOAC, 2006) e quanto ao conteudo de

lipidios, segundo Bligh e Dyer (1959). Utilizou-se a metodologia de Kjeldahl para

determinagdo de nitrogénio total, adotando-se 6,38 e 6,68 para WPC e OVA

respectivamente, como fator de conversdo de nitrogénio em proteina.
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2.2.2.2 Potencial Zeta

Inicialmente foi determinado o potencial Zeta das solu¢des das proteinas (SOLova,
SOLova:wpc € SOLwpc) e dos polissacarideos (SOLaLG € SOLpgc), bem como nas emulsdes
contendo o 6leo de girassol. Todas as determinagdes do potencial Zeta foram realizadas no
equipamento Zetasizer modelo Nano-Z (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,

U.K.), em triplicata.

2.2.2.2.1 Potencial Zeta das solucoes

Solu¢des de OVA, mistura OVA:WPC e WPC, PEC e ALG foram preparadas na
concentracdo de 0,2% (m/m) e mantidas sob agitacdo overnight. O potencial Zeta das
solu¢des foi medido na faixa de pH de 3,0 a 7,0 a temperatura ambiente. O pH das solugdes

foi ajustado manualmente, utilizando 4cido cloridrico (HCI) ou hidréxido de s6dio (NaOH)

0,1 Ne0,5N.
2.2.2.2.2 Potencial Zeta das emulsoes

Foram preparadas trés solucdes de alginato e pectina na concentragao de 2% (m/m).
As solucdes foram entdo emulsificadas com 1,65% (m/m) de 6leo de girassol em agitador
Turrax 14000 rpm por 3 minutos (IKA, Works do Brasil, RJ). As emulsdes de alginato e
pectina foram diluidas para a concentracdo de 0,2% (volume de emulsdo /volume de dgua)
e suas cargas superficiais foram medidas, variando o pH de 3,0 a 7,0 a temperatura

ambiente.
2.2.2.2.3. Potencial Zeta das particulas de alginato e pectina

O potencial Zeta das particulas foi determinado usando um equipamento SurPASS
Electrokinetic Analyzer (Anton Paar GmbH, Austria) equipado com uma célula cilindrica.
O potencial de fluxo foi medido por eletrodos de Ag/AgCl. Para cada determinacao, ~0,5
mL de particulas imidas foram transferidas para o cilindro de vidro na célula de medida.
Antes de iniciar as determinagdes, as particulas foram lavadas com agua deionizada. Um

eletrolito de 1 mmol/L de solucdo de KCl foi utilizado. O potencial Zeta fo1 obtido a partir
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da medida do potencial de fluxo baseado na equacdo de Smoluchowski conforme
procedimento descrito por Xie et al. (2009). Esta determinacdo somente foi possivel pela
gentileza da Anton Paar, que a realizou em seus laboratdrios na Austria. As determinacdes

foram feitas em triplicata.
2.2.2.3 Determinacio do teor de calcio das particulas de alginato e pectina

A concentragdo de cdlcio nas particulas foi determinada utilizando
espectrofotometro de absor¢do atdmica (Analytik Jena AG-NOVAA300, JENA,
ALEMANHA) e solucdo padrao de cdlcio (1000 pg/mL, SCP Science, lot S120221015) no
modo de absor¢cdo com detector de chama ar-acetileno. Amostras de particulas imidas (400
mg) foram dissolvidas em 25 mL de solucdo de citrato de s6dio a 3% (SRIAMORNSAK e
KENNEDY, 2008). Testes preliminares mostraram que a solucdo de citrato de s6dio nio

interfere com a andlise do cdlcio. Cada determinagdo foi realizada em triplicata.
2.2.2.4 Producao de particulas de alginato e pectina

As emulsdes foram preparadas com solu¢des aquosas de alginato ou pectina (2%,
m/m de solucdo), contendo 6leo de girassol ou 6leo modelo (1,65% m/m), a 25 °C
utilizando homogeniezador Ultra Turrax a 14000 rpm durante 3 minutos (IKA, Works do
Brasil, RJ). A emulsdo foi atomizada sobre uma solucdo de cloreto de célcio (2%, m/m)
com pH ajustado para 4,0 utilizando atomizador duplo fluido com orificio de 1 mm de
diametro, altura de 12 cm entre o bico atomizador e a solucao de cloreto de cdlcio, pressao
do ar de 0,185 kgf/cm2 e velocidade de atomizacdo de 555 mL/hora. Durante a atomizagao,
a emulsdo permaneceu em agitacdo constante a temperatura de 25 °C para a EMULpgc e
50 °C para EMUL G, considerando que a emulsdo com alginato era mais viscosa. Apds a
atomizacgdo, as particulas foram mantidas em solucdo de cloreto de calcio por mais 30
minutos (hardening time). Posteriormente, as particulas foram separadas e lavadas em
peneiras de malha de aco (¢ 53 pwm) com agua deionizada (pH 4,0). Foram feitas trés
produgdes independentes de particulas. Uma fragdo das particulas umidas foi congelada e

liofilizada (Mod. 501, Edwards Pirani, Crawley, West Sussex, UK) a -40 °C, pressdo de 0,1
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mmHg, tempo total do ciclo de 48 h. As particulas secas foram acondicionadas em frascos

com tampa e mantidas sob refrigeracao.

2.2.2.5 Recobrimento de particulas de alginato e pectina, com OVA, OVA:WPC e
WPC

A cobertura de 40 e 50 g de particulas imidas de alginato ou pectina obtidas no item
2.2.2.4, foi feita transferindo-se as particulas para 200 mL de solu¢do aquosa de proteina
(SOLova, SOLova:wpc € SOLwpc) ajustadas a pH 4,0. Foram utilizadas as concentracdes de
2,4, 6 e 8% (m/m) para as solucdes proteicas. As particulas foram mantidas nas solugdes
contendo proteina durante 30 minutos, em agitacdo constante (500 rpm), a temperatura
ambiente. As particulas foram posteriormente lavadas em peneiras de malha de ago (¢ 53
pum) com agua deionizada (pH 4,0) para remover a proteina que ndo foi adsorvida nas
particulas. Foram feitas trés produgdes independentes de particulas para cada concentracao
avaliada. As particulas foram analisadas em triplicata em relacdo ao seu tamanho e teor de
proteina e umidade. Uma fracdo das particulas umidas foi congelada e liofilizada. As

particulas secas foram acondicionadas em frascos com tampa e mantidas sob refrigeragao.
2.2.2.6 Caracteristicas fisico-quimicas das particulas

2.2.2.6.1 Composicao centesimal das particulas de alginato e pectina, recobertas com

OVA, OVA:WPC e WPC

O teor de proteina e matéria seca das particulas foi determinado de acordo com a
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2006). Para determinar o teor de
proteina presente nas particulas, utilizou-se a metodologia de Kjeldahl, com fator de
conversdo de nitrogénio em proteina de 6,68; 6,53 e 6,38 para OVA, OVA:WPC e WPC,
respectivamente. O teor de nitrogénio das particulas de pectina foi determinado e utilizado
para correcdo do conteudo total de nitrogénio das particulas contendo proteina adsorvida.
As particulas também foram caracterizadas, em triplicata em relacdo ao teor de lipidios

segundo Bligh e Dyer (1959).
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2.2.2.6.2 Eficiéncia de encapsulacao das particulas de alginato e pectina

Para determinacdo do 6leo total das particulas utilizou-se a seguinte metodologia.
Adicionou-se uma soluciao aquosa de citrato de sédio na concentracdo de 3% (m/m) a 5g.
de particulas umidas, para liberacdo do 6leo. Apds essa etapa, a quantificagdo do 6leo foi
feita segundo a metodologia de Bligh e Dyer (1959). A eficiéncia de encapsulacdo foi

determinada pela relacao:

Oleo total das particulas (g)/solidos totais (g)
EE (%) = x 100
Oleo inicial ( g)/solidos totais (g)

2.2.2.6.3 Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das particulas com e sem

recobrimento proteico

O tamanho médio (d 0,5) das particulas umidas foi determinado utilizando o
equipamento Mastersizer 2000 (Malvern, Worcestershire, WR, UK), unidade de
amostragem Hydro 2000S (Malvern, Worcestershire, WR, UK). O material dispersante
usado para fazer a leitura das amostras foi dgua deionizada em pH 4,0. A leitura foi
realizada, em triplicata, adicionando a amostra dentro da unidade de amostragem na
quantidade adequada, atingindo a faixa de obscuracdo de 3 a 20%, conforme recomendacdo

do fabricante.

2.2.2.6.4 Morfologia das particulas de alginato e pectina com e sem recobrimento de

proteinas, imidas e secas

A morfologia das particulas imidas com e sem cobertura foi observada em
microscopio otico JENAVAL, Carl Zeiss, Toronto, Canada) utilizando objetivas de 12,5 e
25 X, e Optovar de 1,0 e 1,25 x. A captacdo das imagens foi realizada com a utilizacdo do
software EDN-2 — Microscopy Image Processing System. As particulas liofilizadas foram
observadas em microscopio eletronico de varredura (modelo JMS — T300 Jeol, Tokyo,

Japan). As amostras foram fixadas em “stubs” com fita metdlica dupla face de cobre e
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recobertas com uma fina camada de ouro (180 segundos e corrente de 40 mA) por meio de
um evaporador Balzer (Baltec SCD50, Liechtenstein). As condi¢cdes de andlise foram

aceleracdo de voltagem de 15 e 20 kV.

2.2.2.6.5 Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) de particulas de alginato

recobertas com proteinas

A andlise de microscopia confocal foi baseada na metodologia proposta por
Lamprecht, Schifer e Lehr (2000) com algumas adaptacdes. As particulas foram
produzidas com materiais corados previamente. A solu¢do de ovalbumina foi corada com
dois tipos de corantes: isotiocinato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP,
Brasil) e a Rodamina B Isotiocianato (RBITC) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil). A
solu¢ao de WPC foi corada com Isotiocinato de fluoresceina (FITC) e o 6leo de girassol
corado com vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil). A morfologia das
particulas Umidas produzidas com as proteinas e o Oleo associados aos corantes foi
observada em microscopio confocal modelo Zeiss LSM780 — NLO (Carl Zeiss, Alemanha),
objetiva EC Plan — Neofluar 40x/1.3 Oil DIC. As imagens foram coletadas utilizando lasers
com comprimentos de onda de 488 e 543 nm para excitacdo do FITC e da Rodamina,

respectivamente e 528 nm para vermelho do nilo.
2.2.2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Particulas imidas com aproximadamente 0,4% de proteina foram adicionadas a um
tubo contendo solucdo de citrato de sédio a 3% (m/m). As amostras foram agitadas durante
10 minutos até se observar completa dissolu¢do das particulas. A eletroforese foi feita
segundo o método de Laemmli (1970) e Hames e Rickwood (1990), conduzida em gel de
10%, (SDS-PAGE) a 120 V, com amostras de 0,1 mg de proteinas dispersas em tampao
redutor (Tris-HC1 0,5 M; pH 6,8; 5% de B-mercaptoetanol; 20% de glicerol; SDS 10%; azul
de bromofenol 0,1%) e desnaturadas a 95 °C por 5 minutos, aplicando 10 pLL de amostra. A
andlise foi conduzida em um sistema miniprotean II (Biolaboratories Ltda, cod. 165-2940)

com gel de 0,75 mm de espessura. O gel foi corado em solu¢do contendo metanol (40%),
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acido acético (10%) e Comassie Brillant Blue —G250 (0,1%), sendo o excesso de corante
removido com a mesma solucdo sem o corante. As massas molares das bandas observadas
foram estimadas por compara¢cdo com padrao de massa molar contendo fosforilase b (97,4
kDa), albumina sérica (66,2 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica (31,0 kDa),
inibidor de tripsina (21,5 kDa) e lisozima (14,4 kDa) (padrdes, BIO RAD).

2.2.2.8 Composicao de acidos graxos do 6leo modelo

As andlises de dcidos graxos do 6leo modelo foram determinadas em cromatdgrafo
a gés capilar (CGC Agilent 6850 Series GC System, Santa Clara, CA, USA). As amostras
foram preparadas na forma de metil-ésteres de 4cidos graxos, segundo o método de
Hartman e Lago (1973). Os ésteres metilicos dos dcidos graxos foram separados de acordo
com o procedimento da AOCS Ce 1196- (2009) em coluna capilar DB-23 Agilent (50%
cyanopropyl — Imetilpolysiloxan, Santa Clara, CA, USA) de dimensdes: 60 m x 0,25 mm ¢
interno x 0,25 pm filme. As condicdes de operagdo do cromatégrafo foram: vazdo da
coluna = 1,0 mL/min; velocidade linear = 24 cm/s; temperatura do detector 280 °C;
temperatura do injetor 250 °C. A temperatura da coluna foi mantida inicialmente a 110 °C
por 5 min, depois programada com rampa de 5 °C/min até 215 °C, depois mantida a 215 °C
por 24 min; gas de arraste hélio; volume de inje¢cdo 1 uL. Os ésteres metilicos dos dcidos
graxos foram identificados por comparacdo com os tempos de retengdo dos padrdes Nu

Check Inc. (Elysian, IL) e a quantificagdo realizada por normalizac¢do de area.
2.2.2.9 Monitoramento da estabilidade oxidativa do 6leo modelo livre e encapsulado

A estabilidade oxidativa do 6leo modelo livre e encapsulado nas particulas com e
sem recobrimento de proteinas foi avaliada pela determinacdo do indice de perdxidos
estocadas durante quatro semanas, a 45 °C. Essa temperatura de armazenamento foi
empregada com objetivo de acelerar o processo de oxidagdo. A primeira etapa foi a
extragdo do Oleo das particulas. Para as particulas sem cobertura, 0,5g de particulas
liofilizadas foi suspensa em 8 mL de dgua deionizada e hidratada por 18 h. Apds essa etapa,

foi adicionado citrato de s6dio na concentragdo de 3%, para liberacdo do Oleo. Para as
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particulas recobertas com proteinas, 0,5g de particulas liofilizadas foi suspensa em 8 mL de
agua deionizada e entdo foi realizada uma digestdo enzimatica. Para isso, o pH foi ajustado
para 7,0, com NaOH 0,5 N e foi adicionada pancreatina na concentracdo de 0,5 mg/mL,
sendo essa reacdo mantida a 37 °C, por 18 h. Apds essa etapa, foi adicionado citrato de
s6dio na concentracdo de 3%, para liberacdo do 6leo. Apds essa etapa, o meio de extracao,
que contém o Gleo foi obtido segundo a metodologia de Bligh e Dyer (1959). As extracdes
foram realizadas em duplicata para cada amostra. A determinagdo do valor de peréxidos foi
realizada espectrofotometricamente de acordo com o método padrao IDF 74A:1991. 0,01 g
6leo modelo foi pesado e diluido em 4 mL da mistura de cloroférmio/metanol (7:3, v:v) e
uma aliquota de 200 uL foi retirada para reacdo. No caso das particulas, a uma aliquota de
200 uL do meio de extragdo, descrito acima, foi adicionada 9,6 mL de uma mistura de
cloroférmio/metanol (7:3, v:v). Para a formacdo de cor, foram adicionados 50 pL de
solugdes de cloreto de ferro (II) e 50 uL de tiocianato de amdnia 3,94 M. A amostra foi
agitada, mantida em repouso, no escuro por 5 minutos e entdo medida a absorbancia a 500
nm, em espectrofotdmetro (Bioespectro, modelo SP 220, Merse, SP, Brasil). As medidas
foram realizadas em triplicata. A quantidade de perdxidos foi determinada usando uma
curva padrio de Fe’*, com concentracdes variando de 1 a 20 pg, de acordo com Shantha e

Decker (1994).
2.2.2.10 Analise estatistica

Diferencas significativas entre as médias para os valores obtidos foram avaliadas
utilizando ANOVA e teste de Tukey com o auxilio do programa SAS, em nivel de 5% de
significincia. Cada tipo de particula foi produzido em trés lotes independentes e para cada

lote, as determinacdes foram feitas em triplicatas.
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2.3  Resultados e discussao
2.3.1 Caracterizacao dos biopolimeros e do 6leo modelo

A composi¢do centesimal dos biopolimeros utilizados esta apresentada na Tabela 2.3.1

confirmando o alto teor de proteina das fontes proteicas utilizadas.

Tabela 2.3.1 — Composi¢do centesimal dos biopolimeros (base seca)

Composicao centesimal (%)

Produtos Proteina Lipidios Carboidratos™ Cinzas
WPC 80,53 £ 0,35 7,58 £0,31 7,96 3,93 £ 0,04
OVA 90,48 + 0,78 0,44 = 0,06 4,10 4,98 £0,12

(*) por diferenga

As emulsdes para a produgdo e caracterizagao das particulas foram preparadas com
6leo de girassol e, posteriormente para a avaliacdo da estabilidade oxidativa, o 6leo foi
substituido por um 6leo modelo. A composi¢cao dos dcidos graxos do 6leo modelo € do Sleo

de girassol sdo apresentados na Tabela 2.3.2.

Tabela 2.3.2 - Composi¢ao de dcidos graxos do 6leo modelo

Acidos graxos (%)

Oleo Palmitico Estedrico Oleico Linoleico Linolénico
Modelo 10,04 £ 0,07 5,13+0,68 20,17 +0,40 50,68 +0,07 10,18 +0,30
Girassol (*) 6,4 42 26,9 61,4 0,3

(*) Fonte. Peterson, Wagner, Auld (1983).

Neste estudo para avaliar a estabilidade oxidativa do o6leo encapsulado, foi
escolhido um 6leo com alto teor de dcidos graxos poli-insaturados, devido a avaliacdo e
controle da oxidacdo lipidica ser de grande significncia porque resulta em perda de valor
nutricional e desenvolvimento de compostos voldteis que podem ser prejudiciais a saude
(O’BRIEN, 2009). Com a encapsulagdo, a oxidagdo de Oleos poli-insaturados pode ser

inibida e a vida de prateleira dos produtos durante o armazenamento € 0 processamento
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pode ser melhorada. O nivel de protecdo contra a oxidacdo depende do encapsulante

utilizado e da integridade da particula (ANDERSEN, 1998).
2.3.2 Determinacao do potencial Zeta das solu¢oes dos biopolimeros

O potencial Zeta permitiu determinar a quantidade de carga liquida em solucdo e
emulsdo dos polissacarideos e solugdes das proteinas podendo, assim, identificar em que
faixa de pH pode ocorrer maior intensidade de interacdo dos grupos funcionais carregados
nos biopolimeros utilizados neste estudo. Os valores do potencial Zeta estdao apresentados
na Figura 2.3.1. Ao analisar o potencial Zeta da solucdo e emulsdo de alginato (Figura
2.3.1-A) observou-se que ambas apresentaram carga negativa em toda a faixa do pH
estudada, tendo sua eletronegatividade aumentada com elevac¢ao do pH, variando de -36,10
+ 5,8 mV e -34,70 £ 6,3 mV (pH 3,0) a -74,50 £ 4,20 mV e 71,60 £6,8 mV (pH 7,0)
respectivamente, apresentando praticamente os mesmos valores de carga, sem diferencas
significativas, indicando desta forma, que a adi¢do do 6leo ndo alterou a carga total do

polissacarideo (Figuras 2.3.1 A e B).

A Figura 2.3.1-B mostra os valores de potencial Zeta da solu¢do e emulsdo de
pectina. Observa-se que a pectina também apresentou valores de potencial Zeta negativos
em toda faixa de pH avaliada, variando de -19,20 = 4,30 mV e -18,80 £ 3,90 mV (pH 3) a
-51,60 £ 4,80 mV e -50,90 £ 5,30 mV (pH 7,0). Também neste caso a adicdo do éleo nao
alterou significativamente o total de cargas da solucdo comparada a emulsdo quando a
pectina foi utilizada. Ao se comparar os valores de potencial Zeta da pectina com os valores
obtidos para o alginato observou-se que a pectina apresentou menor valor, o que pode ter

sido decorréncia da menor quantidade de grupos carboxilatos na cadeia da pectina.
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Figura 2.3.1 - Potencial Zeta dos biopolimeros (A) solucdo e emulsdo de alginato (B)

solu¢do e emulsdo de pectina (C) proteinas (OVA, OVA:WPC, WPC), na concentragdo de
0,2% (m/m), pH 3,0 a 7,0.
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Estes resultados, como esperado, indicam que, quando o pH do meio foi aumentado
e portanto se distanciando do pKa da pectina (~2,9, RALET et al., 2001) ou do alginato
(pKa 3,20 — 3,38, MARTINSEN, STORR®, SKJARK-BR}EK, 1992), os Aacidos
carboxilicos tornam-se mais dissociados (-COO", H"), resultando em aumento da carga
negativa. Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho, foram reportados na
literatura, variando para a solucdo de alginato de -8,7 mV para -68,4 mV, quando o pH foi
incrementado de 2 para 8 (HARNSILAWAT, PONGSAWATMANIT, McCLEMENTS,
2006). As pequenas diferencas de valores encontradas podem ser devida a diferentes
alginatos e aos diferentes pHs considerados pelos diferentes trabalhos. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Opanasopit et al. (2008) avaliando o potencial
Zeta de solugdes de pectina de baixo teor de metoxilagdo amidada a 0,1%. Os autores
encontraram valores de -4 a -54 mV, quando o pH variou de 2,0 a 5,5. Jones et al. (2010)
encontraram valores negativos para o potencial Zeta das solu¢des de pectina na faixa de pH

3,0a7,0.

O potencial Zeta da solugdo das proteinas do soro do leite variou de 20,61 + 4,99
mV (pH 3) a -19,70 £ 3,00 mV (pH 7,0), sendo que o ponto isoelétrico foi
aproximadamente 4,35 (Figura 2.3.1.C). Esse resultado é similar ao ponto isoelétrico
reportado na literatura para as proteinas do soro do leite, que varia de 4,4 a 5,2 (CHEN, et
al., 2012; LY et al., 2008; WALKENSTROM, HERMANSSON, 1997). Os valores
encontrados sao também préximos ao determinado anteriormente para o ponto isoelétrico
da B-lactoglobulina, ~4,6 (CHANASATTRU et al., 2009). Em pHs inferiores ao pl, a
solucdo proteica apresentou-se carregada positivamente. Em pH mais baixo que o ponto
1soelétrico os grupos acidos e basicos de uma proteina estdo totalmente protonados, o que
confere carga positiva 2 molécula. A medida que o pH aumenta, a proteina perde prétons,
como um 4cido poliprético, e torna-se menos positiva, devido aos grupos carboxila
desprotonados (-COO) e, em parte, porque alguns dos grupos amina tornam-se neutros
(-NH>), até atingir seu ponto isoelétrico (pI). Para valores de pH maiores que pl, a carga da
proteina torna-se cada vez mais negativa, dada a perda de fons H* (KULMYRZAEV,
CHANAMAI, McCLEMENTS, 2000).
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Para as proteinas da clara de ovo o potencial Zeta variou de 23,74 + 5,00 mV (pH
3,0) a -20,85 £ 2,00 mV, sendo que o equilibrio entre cargas negativas e positivas (ponto
isoelétrico) foi de 4,80. A mistura das proteinas OVA:WPC (1:1) apresentou valores de
potencial Zeta positivos em pHs 3,0 e 4,0 (20,10 £ 6,10 mV e 8,50 + 4,70 mV) e negativos
em pHs 5,0, 6,0 e 7,0 (-5,67 = 3,97 mV, -15,35 + 5,14 mV e -19,70 £ 3,00 mV)

respectivamente, sendo que a carga liquida zero (pl) foi encontrada em pH 4,50.

De acordo com os resultados obtidos em funcdo da distribuicio de carga dos
biopolimeros observada nos diferentes pH, para a complexacdo das particulas com as
solu¢des de proteinas, o pH das solucdes foi ajustado para 4,0. Este valor de pH foi
previamente utilizado para avaliar interacdes entre pectina de beterraba e -lactoglobulina
(SANTIPANICHWOHG et al., 2008). Os valores do potencial Zeta para os biopolimeros a
pH 4,0 sdo apresentados na Tabela 2.3.3. Neste pH, as solugdes proteicas apresentaram

carga liquida positiva e as emulsdes de polissacarideos apresentaram carga liquida negativa.

Tabela 2.3.3 - Potencial Zeta dos biopolimeros na concentragdo de 0,2% (m/m), pH 4,0.

Potencial Zeta (mV)

Concentracéo SOLova SOLovawpc SOLwpc EMULA G EMULpgc

0,2 % 12,76 £ 4,44 8,54 t4,774 5,66 +3,49 -55,14+9,26 -36,63 + 5,49

2.3.3 Determinacio do potencial Zeta das particulas de alginato e pectina

A carga liquida, determinada pelo potencial Zeta das solu¢des de polissacarideos é
produzida pelos grupos carboxilato (COO") para valores de pH acima de seu pKa. Solucdes
de pectina com pKa ~2,9 (RALET et al., 2001) apresentaram valores de potencial Zeta
-37,34 £ 4,56 a pH 4,0 enquanto as solu¢des de alginato (pKa 3,20 — 3,38, MARTINSEN,
STORR®, SKJARK—BR}EK, 1992), apresentaram potencial Zeta -58,80 + 5,41 a pH 4,0. A
avaliacao dos potenciais Zeta mostrou que o alginato é mais eletronegativo que a pectina de

baixo teor de metoxilacdo amidada.
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O potencial Zeta, medido a pH 4,0, de particulas produzidas com alginato foi -0,68
+ 0,08 mV, enquanto o potencial Zeta das particulas de pectina foi -3,8 £ 1,7 mV. Em outro
estudo, foram obtidos valores de potencial Zeta para particulas de alginato -1,5, -5, -9 e -14
para valores de pH de 2,67, 4,82, 6,75 e 7,92 respectivamente. O potencial Zeta das

particulas decresceu com o decréscimo do pH, como esperado (YOU et al., 2001).

Os valores do potencial Zeta para as particulas determinados no presente trabalho
podem estar subestimados, uma vez que para a passagem do eletrélito através da amostra, é
necessario compacté-la, o que pode ter diminuido a drea de superficie disponivel para a
passagem do eletrélito. Menor adsor¢do do polieletrélito produz, como consequéncia,
menor valor do potencial Zeta. Durante a gelificacdo idnica, nem todos os grupos
carboxilato interagem com os fons célcio, conferindo um excedente de carga negativa na
particula, que pode permitir associagdo com polieletrélitos carregados positivamente (DE
VOS et al., 2007; MAESTRELLI et al., 2008). A comparagdo dos resultados do potencial
Zeta para as solugdes dos polissacarideos sem adi¢do de cdlcio (Figura 2.3.1 - C) e os
valores encontrados para as particulas, mostra diminui¢do significativa de carga nas
particulas, corroborando a diminui¢do de cargas negativas apds a gelificacdo iOnica.
Opanasopit et al. (2008) utilizando pectina com baixo teor de esterificacdo amidada
obtiveram um valor para o potencial Zeta -30 mV para uma solucdo de pectina de 0,1% em
pH 4,0 e potencial Zeta de -10,4 + 0,8 mV quando particulas de pectina foram avaliadas,
indicando que a complexacdo com fons cdlcio durante a gelificagdo idnica, comprometeu
grupos carboxilato livres, diminuindo assim a carga liquida das particulas comparada a

solu¢do de pectina sem adic¢ao de ions cdlcio.

. - en . . L, , 2 . .
A gelifica¢do idnica entre o polissacarideo e fons Ca™" utiliza grupos carboxilato
livres diminuindo a carga liquida do sistema apds a formacdo das particulas.

(MAESTRELLI et al., 2008; SMRDEL, BOGATAJ, MRHAR, 2008).

Quando as solucdes sdo comparadas, o valor do potencial Zeta para o alginato é
muito mais eletronegativo que o valor do potencial Zeta obtido para pectina (Figura

3.2.1.C, Tabela 2.3.3) indicando maior quantidade de grupos carboxilato disponiveis. No
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entanto, o potencial Zeta das particulas de pectina € um pouco mais eletronegativo que o da
particula de alginato, uma indicacdo que menos grupos carboxilato foram ligados ao célcio
ou que uma menor quantidade de cdlcio foi ligada durante a gelificacdo i6nica nas
particulas de pectina. A observacdo visual e a textura das particulas, mostrou que as

particulas produzidas com pectina foram mais frageis em comparagdo as de alginato.
2.3.4 Teor de calcio em particulas de alginato e pectina

O teor de célcio nas particulas de alginato e pectina sem adi¢ao de 6leo, para evitar
interferéncias na determinacdo do ion, foi quantificado apds a formagdo das particulas
utilizando-se solucdo de polissacarideo (2%) que foi atomizada numa solu¢do de cloreto de
cdlcio na concentracdo de 2%. Os teores de cdlcio em particulas de alginato e pectina,
obtidas por gelificacdo i0nica, estdo apresentados na Tabela 2.3.4. A associacdo com ions
célcio dos grupos carboxilicos da cadeia polimérica do exterior das gotas pulverizadas dos
polissacarideos é imediatamente formada devido a alta solubilidade do cloreto de cdlcio na
solu¢do aquosa, mas no interior da gota € dependente do processo de difusdo de fons célcio

(CHAI et al., 2004).

Tabela 2.3.4 - Teor de calcio em particulas de alginato e pectina, produzidas por gelificagao

idnica em pH 4.0.

Matéria seca

Particulas pmol Ca / mg de matéria seca
g/100g

PaG 3,75 2,48 +0,10°

Pprc 2,83 1,44 £0,02°

Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferencga significativa (p<0,05) entre

as médias obtidas através do teste Tukey.

As particulas produzidas com pectina apresentaram teor de calcio significativamente
menor (Tabela 2.3.4.) quando comparado ao teor de célcio obtido nas particulas produzidas
com alginato (p<0,05). Estes resultados podem ser devido a um numero inferior de ligagdes

dos grupos carboxilato da pectina com ions cédlcio. Além disso, a presenga de grupos amida
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na estrutura da pectina pode ter conduzido a uma diminuicdo de grupos carboxilato livres
para a reticulag@o idnica (KIM, RAO, SMIT, 1978). Menor quantidade de {ons célcio nas
particulas de pectina pode ter sido responsdvel pela maior fragilidade das particulas de

pectina comparada as particulas de alginato.

Resultados semelhantes foram observados por Sriamornsak e Kennedy (2008) que
avaliaram o inchamento e difusdo de célcio em filmes de pectina e alginato. Os autores
encontraram maior teor de cdlcio em filmes de alginato quando comparado com os de
pectina, observando menor inchamento nos filmes de alginato. Esse comportamento pode
ser devido ao maior teor de célcio que pode ter contribuido para uma reticulacdo mais
eficaz. O alginato € caracterizado pela sua proporcio M/G e o tamanho dos blocos G,
enquanto a pectina é geralmente caracterizada pelo seu grau de esterificagdo e, em alguns
casos, também pelo seu grau de amidacdo. Sabe-se também que os mecanismos de
gelificacdo da pectina sdo influenciados por fatores como a distribui¢do de carga ao longo
da cadeia principal (CAPEL et al., 2006; LOFGREN, GUILLOTIN, HERMANSSON,
2006). Filmes de pectina, apesar de utilizar o mesmo processo de reticulacdo apresentaram
teores de cdlcio inferiores, quando comparados com filmes de alginato, indicando
reticulacdo menos eficaz para os filmes de pectina (DA SILVA, BIERHALZ,
KIECKBUSCH, 2009).

Em outro estudo com pectinas amidadas e ndo amidadas onde o conteido de célcio
foi quantificado, pectinas ndo amidadas permitiram melhor encapsulacao da proteina que a
pectina amidada. Somente uma pequena quantidade de célcio ficou retida nas particulas,
representando aproximadamente 10% do total de célcio antes e apds lavagem das
particulas. Em relagdo ao célcio presente nas particulas foi observado que somente uma
pequena parte de ions célcio disponivel foi utilizada na formacdo da matriz, onde a grande

maioria estava na forma livre (BORUGEOIS, 2006).

Pectinas sdo polissacarideos contendo principalmente unidades de &cidos
galacturdnicos. Os grupos carboxilicos presentes nos acidos urOnicos podem estar na forma

de um sal com sodio, potdssio, cdlcio ou amodnio, ou naturalmente esterificados com
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metanol. A presenca de alguns grupos na forma amidada (tipicamente entre 15 — 18%),
como a pectina utilizada no presente trabalho, permite que a pectina tolere maior variacao
na quantidade de cilcio e que produza géis com maior grau de termo-reversibilidade. E
geralmente aceito que os grupos amida desempenham papel importante na gelificacao,
usualmente requerendo menos cdlcio para a gelificacdo e produzindo géis mais eldsticos e
transparentes que aqueles produzidos com pectinas com baixo teor de metoxilacio (LOPES

DA SILVA, RAO, 2006).

Adicionalmente, a amidacdo aumenta a habilidade de formacdo de géis de pectinas
de baixo teor de metoxilagdo resultando em maior temperatura de gelificagdo e decréscimo
na quantidade de cdlcio necessdria para a formacdo do gel. Neste caso, os grupos amida
favorecem a ocorréncia de outros tipos de associagao em adicao as interagdes eletrostéticas
mediadas por fons célcio, especialmente através de ligacdes de hidrogénio (RACAPE et al.,
1989). Apesar de ter uma reduzida capacidade de ligacdo do cdlcio, a pectina forma
particulas estaveis através da formacao de ligacdes de hidrogénio entre as regides amidadas
(ALONSO-MOUGAN et al., 2002). No entanto, o maior teor de cdlcio em particulas de
alginato pode ser devido a presenca de residuos de longos blocos G presentes na sua
estrutura (MOE et al., 1995), que podem conduzir a reticulagdo mais eficaz. Tem sido
demonstrado que os blocos-G sdo os mais importantes para a formagao das zonas de jungao
em géis de alginato (BRACCINI, GRASSO, PEREZ, 1999; DRAGET er al., 1996),

especialmente quando o célcio é usado para reticulagao ibnica (M@RCH et al., 2006).

Fang et al. (2007) propuseram um modelo de reticulagdo com cdlcio para alginato,
consistindo de uma mono-complexacao, dimerizacdo e posterior associacao lateral, para
formar géis como base para fungdes bioldgicas e aplicagdes tecnolégicas. Em outro estudo,
Fang et al. (2008) compararam esses resultados utilizando pectina com baixo teor de
metoxilacdo, observando menos dimeriza¢do e nenhuma associagcdo lateral significativa,
para a pectina. Segundo os autores, esse comportamento pode ser interpretado em termos
de caracteristicas estruturais da pectina, que induz a defeitos na formacao de dimeros do
modelo “caixa de ovos” e ainda dificulta a associacdo posterior dos dimeros laterais. A

distribuicdo aleatdria dos grupos éster e dos grupos amidas na cadeia da pectina com baixo

78



CAPITULO 2

teor de esterificacio amidada introduz muito mais defeitos na formacdo de dimeros no
modelo caixa de ovos e adicionalmente pode impedir/dificultar a subsequente associacado
lateral em contraste ao alginato. A gelificacdo induzida pelo célcio resulta de interagdes
especificas e fortes entre os fons cdlcio e blocos gulurdnicos e galacturdnicos no alginato e
na pectina, respectivamente. Segundo os autores, o conteido de residuos gulurénicos em
alginatos varia de 46 a 64% (m/m). O conteido de 4cidos galacturdnicos de pectinas com
baixo teor de esterificacdo e de alto teor de esterificacdo € de 46,2 e 26,1% (m/m),
respectivamente. Desta forma pectinas com baixo teor de metoxilagdo e alginato
apresentam proporcoes semelhantes de sitios especificos para associacdo com fons calcio.
No entanto apresentam comportamento de associagdo ao célcio diferente, e estas diferencas
podem ser decorrentes de diferengas estruturais entre pectina de baixo teor de metoxilacao

e alginato.

Alginatos apresentam em geral, uma distribuicio em blocos de sitios de ligacdo
guluronatos enquanto pectina apresenta uma distribui¢do de residuos galactur6nicos
totalmente ao acaso. Em rela¢do a distribui¢do em blocos dos acidos gulurdnicos para o
alginato, a distribui¢do ao acaso dos grupos galacturOnicos observada na pectina pode
introduzir mais defeitos durante a formacdo da estrutura caixa de ovos, podendo também
suprimir a dimerizacdo das cadeias em alguma extensdo. O padrdo de distribuicao ao acaso
poderia também ser responsdvel pela auséncia de associa¢des laterais na pectina desde que
este arranjo dos sitios de liga¢do poderia criar impedimento estérico pelas unidades éster e
amidas na formagdo de associacdes laterais dos dimeros “caixa de ovos” (FANG et al.,
2008; SRIAMORNSAK, KENNEDY, 2008). O modelo ‘“caixa de ovos” tem sido
questionado por argumentos tedricos e experimentais com relacdo a gelificacdo de pectinas
com baixo teor de esterificacdo e/ou amidada. O argumento mais importante é com relacao
a coordenagdo do ion cdlcio e a detalhes conformacionais relacionados aos sitios de ligagao

(BRACCINI, GRASSO, PEREZ, 1999).
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2.3.5 Producao de particulas de alginato e pectina

As particulas de alginato recobertas, apresentaram intensidade de coloracdo
diferenciada ligeiramente amarelada, em funcdo do tipo de proteina (Parc-ova<Parc-
ova:wpc<Parg-wpc) utilizada, semelhante a cor das proteinas (OVA, OVA:WPC, WPC) em
p6, e um aspecto mais seco quando comparado as particulas de gelificacdo idnica, que
aparentemente sao brancas, macias e Umidas. As particulas de pectina recobertas (Ppec.ova,
Ppec.ova:wee, Ppec-wpc) apresentaram maior intensidade de coloragdo apds recobrimento

com as proteinas quando comparadas com as particulas de alginato recobertas.

O recobrimento de particulas de alginato e pectina com polieletrélitos catidnicos foi
amplamente utilizado em numerosas aplicacdes, na tentativa de modificar a funcionalidade
da particula (XIE et al., 2009; SOUZA et al., 2012), liberacdo controlada de moléculas
bioativas (YU et al., 2009; YU et al., 2010), protecao de probidticos (GBASSI et al., 2011;
GEBARA et al., 2013; GEREZ et al., 2012).

2.3.6 Caracterizacao das particulas de alginato e pectina
2.3.6.1 Teor de umidade das particulas

O teor de umidade das particulas de alginato e de pectina obtidas por gelificacdo
idnica variam entre 94,17 £ 0,07% e 95,01 £ 0,79%, respectivamente, sem diferencas
estatisticas (p>0,05). Esses resultados mostram que as particulas obtidas com biopolimeros
como o alginato e pectina sdo redes tridimensionais hidrofilicas, com alta capacidade de
retencdo de d4gua, mimetizando tecidos biolégicos (LIU, FISHMAN, HICKS, 2007;
PEPPAS et al., 2000; SAKIYAMA-ELBERT, HUBBELL, 2001).

2.3.6.2 Tamanho médio das particulas

O didmetro médio das particulas de polissacarideos, produzidas por gelificacao
10nica, € afetado por muitos parametros, como didmetro da agulha do atomizador, distancia

da agulha ao nivel da solucdo catidnica, concentracdo e estrutura dos polissacarideos
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(SMRDEL, BOGATAJ, MRHAR, 2008), sendo que os tamanhos médios foram 140,09 +

10,05 pume 215,41 £ 16,26 um para particulas de alginato e pectina, respectivamente.

Em geral, os tamanhos médios das particulas de pectina foram maiores em 53,80%
quando comparado com as particulas de alginato. Esse resultado provavelmente poderia
atribuir-se a uma maior quantidade de ligacdo de moléculas de 4gua, formando uma
estrutura menos reticulada influenciada pela estrutura da pectina. Resultado semelhante
também ¢ reportado na literatura. Particulas produzidas com alginato também apresentaram
tamanho menor quando comparado com particulas de pectina ou mistura de pectina e
alginato (SANDOVAL-CASTILLA et al., 2010). O tamanho da particula também
determina a drea de superficie, particulas de tamanhos menores apresentam maior area de
superficie por unidade de massa, enquanto as maiores apresentam maior area de superficie

por particula (VAN TOMME et al., 2008).
2.3.6.3 Eficiéncia de encapsulacao das particulas

Neste estudo, a quantidade de 6leo utilizada inicialmente foi 45,20% dos sélidos
totais (2,0 g de polissacarideo + 1,65 g de 6leo, 100 mL de emulsdo). As particulas imidas
de alginato e pectina, utilizando o 6leo como material de recheio, apresentou teor lipidico
de 41,45 £ 0,80% e 43,20 £ 1,10%, respectivamente, obtendo-se alta efici€éncia de
encapsulacdo de 91,70 £ 1,77% e 95,50 £ 2,42% em relacdo ao O6leo encapsulado,
mostrando que a gelificacdo idnica é uma técnica eficiente para encapsulagdo do material
lipidico. Chan (2011) encontrou também alta eficiéncia de encapsulacdo com resultados
superiores a 90%, utilizando 1,5% de concentrag@o de alginato e 40% de 6leo em volume,

valores proximos aos encontrados no presente estudo.

Em trabalho recente (SOLIMAN et al., 2013), foram encapsulados 6leos essenciais
em matrizes de alginato. Os autores utilizaram 2% (m/v) de alginato de sodio, 0,5% (p/v)
de cloreto de calcio e 20 minutos de reticulag@o i0nica e altas eficiéncias de encapsulacio

foram observadas (6leo de tomilho: ~94%, 6leo de cravo ~94%, 6leo de canela ~90%).
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2.3.6.4 Microestrutura e morfologia das particulas

A Figura 2.3.2 apresenta a morfologia e microestrutura das particulas de alginato e
pectina imidas e liofilizadas produzidas por gelificacdo idnica. As imagens da microscopia
Otica mostram que o método de gelificacdo i6nica € adequado para a producdo das
particulas de biopolimeros com formato esférico (Figura 2.3.2 A-C). As particulas de
alginato e pectina, liofilizadas, apresentaram superficies dsperas com formacdo de rugas e

gotas de dleo visiveis e aparentemente recobertas na superficie (Figura 2.3.2 B-D).

Também é possivel observar que as particulas foram resistentes ao processo de
secagem, porém com alguma perda de seu formato esférico quando comparadas com as
imagens da microscopia 6tica. Adicionalmente, quando a pectina foi utilizada as particulas
apresentaram superficies deformadas com mais rugosidade e de forma alongada. Esse
resultado evidencia a fragilidade das particulas de pectina. Jaya, Durance, Wang (2009)
observaram microestrutura semelhante para particulas secas quando utilizaram alginato e
pectina. Além disso, eles observaram que a estrutura interna das particulas apresentam
poros interligados e a forma alongada das particulas de pectina foi atribuida a natureza de

sua estrutura que apresenta cadeias laterais com presenca de agucares.

Lei, Kim, e Jeon (2008) observaram que microesferas de alginato apresentaram
superficie lisa com formato esférico, indicando que a liofilizacdo poderia reduzir a
rugosidade e eliminar fissuras na superficie das particulas. No entanto, os autores

observaram alta porosidade na secdo transversal das microesferas.
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Figura 2.3.2 — Fotos obtidas por MO (coluna 1) e MEV (coluna 2) de particulas de alginato
e pectina. A e C Barra MO = 100 um. B e D Barra MEV = 10 ym.

Com relacdo a estrutura interna das particulas imidas, obtida através de microscopia
confocal de varredura laser (MCLV), a Figura 2.3.3 mostra a distribui¢do das gotas de 6leo
coradas com vermelho do Nilo, espalhadas no interior das particulas. E possivel observar
que as particulas apresentam formato esférico. No entanto, pode-se observar que as gotas
de 6leo apresentam ampla distribuicdo de tamanho (Figura 2.3.3 A-B-C). Estudo anterior
realizado por Lamprecht, Schifer e Lehr (2000) mostrou que, com a técnica de microscopia
confocal, foi possivel determinar a localizacdo, assim como a quantidade de 6leo

encapsulado. O estudo da estrutura interna € importante uma vez que influencia as
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caracteristicas funcionais da particula como a efici€éncia de encapsulacdo, permeabilidade,

integridade e sua digestibilidade (JONES, McCLEMENTS, 2010).

Figura 2.3.3 - Fotos obtidas por microscopia confocal de particulas de alginato: Alginato
sem coloracdo e 6leo de girassol — vermelho do nilo: A — Oleo-vermelho do nilo; B —
Observagdo por transmitancia; C — Sobreposicdao do 6leo. Barras = 20 um. Observagao e

captacdo de imagem aproximadamente na metade da altura da particula.

2.3.7 Adsorc¢io de proteinas da clara de ovo e do soro do leite em particulas de

alginato e pectina

Para o desenvolvimento desta parte do estudo foram utilizadas proteinas da clara de
ovo e do soro do leite. Ambas apresentam estrutura globular, porém com tamanhos
diferentes. O objetivo do presente estudo, ainda pouco abordado na literatura na drea de
alimentos, foi avaliar o comportamento de adsorcao de proteinas em particulas de alginato e
pectina, produzidas por gelificagdo iOnica. A hipdtese é que a particula com estrutura
modificada com a camada proteica adsorvida possui propriedades de protecdo mais
favoraveis, especialmente quando comparadas com as particulas sem cobertura proteica. As
caracteristicas da superficie adsorvente mais relevante para a adsor¢do de proteinas sdo sua
area especifica, sua hidrofobicidade e seu estado elétrico. Superficies de proteinas

globulares sdo heterogéneas, flexiveis e altamente irregulares, com cargas que sdo fungdo
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do pH. A maioria de sua base peptidica apresenta pouca ou nenhuma liberdade rotacional

(HAYNES, NORDE, 1994).

Preliminarmente uma ampla faixa de concentracdes (0,5 a 14%) de proteina em
solu¢do foi investigada e 50g de particulas de pectina e 40g de particulas de alginato foram
adicionadas ao mesmo volume de solucdo proteica (200 mL), para serem recobertas. Quatro
efeitos principais, o arranjo estrutural da molécula de proteina, a desidratacdo da (ou de
parte da) superficie adsorvente, a redistribuicdo de grupos carregados na camada interfacial
e a polaridade da proteina adsorvida usualmente representam a contribuicdo primdria para
todo o processo de adsor¢do. A adsor¢do de proteinas € o resultado liquido de vérias
interacdes entre e com os componentes do sistema incluindo a superficie adsorvente, as
moléculas de proteina, o solvente (dgua) e outros solutos presentes como ions com baixa
massa molar. As origens desta interacdo incluem forcas de Van der Waals (dispersao,
orientacdo e forcas de inducdo), forcas de Lewis &4cido-base (incluindo ligacdes de
hidrogénio), forcas eletrostaticas e efeitos entropicos como efeito hidrofébico e arranjos

internos (restricdes estéricas) (HAYNES, NORDE, 1994).

A Figura 2.3.4 A-C-E apresenta as quantidades de proteina adsorvida nos sistemas
estudados. Aumento da concentracdo de proteina em solucdo resultou em aumento da
quantidade de proteina adsorvida, independente do tipo de proteina ou do tipo de
polissacarideo utilizado (pectina ou alginato). As tendéncias das curvas de adsorcdo, sdo
semelhantes para todas as proteinas estudadas OVA, WPC e OVA:WPC (1:1). A adsor¢ao
de proteinas foi significativamente superior para as particulas de pectina, independente do
tipo e da concentracdo de proteina em solu¢do avaliadas e independente do tipo de proteina

utilizada quando comparadas as adsorc¢Oes sobre as particulas de alginato.
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Figura 2.3.4 - Quantidade de proteina adsorvida e teor de matéria seca em particulas de
alginato e pectina recobertas com OVA, OVA:WPC e WPC. Letras diferentes indicam

diferenca significativa entre os tratamentos, para cada tempo estudado, p<0,05.
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A literatura apresenta resultados indicando que maior a concentragdo de proteinas
em solugdo resulta em maior quantidade de proteina adsorvida, incluindo os casos onde a
adsorc¢do € irreversivel. A interpretacdo é que proteinas adsorvem irreversivelmente devido
a multiplas associacdes fracas, onde a probabilidade de quebrar todas as associacdes
simultaneamente € infinitamente pequena (RAMSDEN, 1995). Como proteinas contém
muitos diferentes aminodcidos com hidrofobicidades diferentes, sdo mais ou menos
anfifilicas e, desta forma, apresentam alta atividade de superficie. A adsorcdo de moléculas
de proteina forma numerosos contatos com superficie do sorvente, usualmente produzindo
alta adsorcdo. A quantidade de proteina é maxima em condi¢des onde a carga da proteina e
do sorvente compensam umas as outras (NORDE, 2003). Dependendo da concentracdo de
moléculas de proteina em solugdo, reagdes de troca podem levar a um nimero crescente de
moléculas adsorvidas. Uma consequéncia das reacdes de troca é que, embora a adsorcdo de
proteinas seja em geral irreversivel, um subsequente aumento na concentra¢do de proteina
pode aumentar o nimero de moléculas adsorvidas. Provavelmente a interagdao também ¢é
dependente das interacdes laterais entre as moléculas de proteinas (SALLOUM,
SCHLENOFF, 2004). Estudo com particulas de alginato imersas em diferentes
concentragdes de quitosana também mostrou que o aumento na concentracdo de quitosana
em solu¢do causou aumento na quantidade de quitosana adsorvida na superficie da particula

(XIE et al., 2009), como observado no presente estudo.

Se as proteinas podem se associar umas com as outras, adsor¢ao em multicamadas
pode ser formada. Considerando muitos diferentes grupos presentes na superficie da
molécula de proteina, deveria ser surpreendente se a cooperatividade intermolecular nao
fosse a regra na adsorcao proteica (RAMSDEN, 1995). Muitas proteinas globulares podem
formar ligagdes quimicas e fisicas com outras moléculas de proteina. Quando a proteina
adsorve, ela atinge alta concentragdo local em relacdo a concentragdo em solucdo e entdo a
interacao proteina-proteina pode ocorrer. Além disto, quando elas se desdobram, um grande
nimero de grupos quimicos na proteina € exposto a outras moléculas vizinhas e como
consequéncia, a formacao de ligacOes proteina-proteina € um evento comum em filmes de

proteinas globulares (PUGNALONI et al., 2004). A hipdtese de formacao de multicamadas

proteicas € que a segunda camada se ligue no topo ou sob a camada original, mas € também
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possivel que a segunda proteina adsorva nos espacos vazios deixados pela primeira proteina
na superficie ou mesmo que ela possa alterar a estrutura da primeira camada adsorvida

permitindo adsorcdo adicional (DALGLEISH et al., 1991).

Quando proteinas do soro do leite foram adsorvidas em particulas de pectina (Figura
2.3.4 E) nas concentracdes de 4, 6 e 8%, os valores médios das quantidades adsorvidas nao
diferem entre si. Comportamento semelhante foi observado em um estudo quando foram
utilizadas particulas de pectina recobertas com proteinas do soro do leite nas concentracdes
de 4-12% em solucdo (SOUZA et al., 2012). Particulas de alginato recobertas com
concentragdes 6 e 8% de proteinas do soro do leite também nado apresentaram diferencas
significativas (p>0,05). Na menor concentracdo de proteina em solu¢do utilizada (Figura
2.3.4 A-E) 14,84 e 20,07% de proteina adsorvida foram quantificadas em particulas de
alginato e, 42,10 e 46,85% para particulas de pectina, recobertas com OVA e WPC,
respectivamente. B-lactoglobulina e ovalbumina sdo proteinas globulares (VERHEUL et
al., 1999) e estdo na sua forma monomérica em pH 4. Como consequéncia a [-
lactoglobulina € menor com raio de cerca de 2 nm (HAMBLING, Mc ALPINE, SAWYER,
1992). O tamanho molecular da proteina € um fator importante que regula a adsorcdo de
uma camada interfacial. Uma molécula menor € retida mais facilmente em uma camada
interfacial (SUTTIPRASIT, KRISDHASIMA, McGUIRE, 1992). Considerando o efeito de
interacOes eletrostadticas, a adsorcdo de proteina deve ser minimizada sobre superficies que
apresentem a mesma carga que a proteina. Por outro lado, interagdes ndo eletrostéticas
podem ser responsdveis pela adsorcao (SALLOUM, SCHLENOFF, 2004). De acordo com
os autores, a quantidade de proteina adsorvida é em grande extensdo reversivel através do
controle da quantidade de sal ou da forca i6nica do sistema. Ndo somente a presenca de sal
limita a quantidade adsorvida, mas também contribui para remog¢do da proteina adsorvida.
No entanto, no presente trabalho, a for¢a i0nica, nao foi ajustada pela adicao de sal (NaCl)

aos sistemas estudados.

O aumento de proteina adsorvida nas particulas quando a concentracdo de proteina
em solucdo foi incrementada, evidéncia que outros efeitos resultantes da estrutura das

particulas podem desempenhar papel importante no mecanismo de adsorcdo além da
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interacdo eletrostitica. Embora o comportamento de adsorcio de moléculas e
macromoléculas nas superficies planas ndo porosas tenha sido intensamente estudado, o
mecanismo de interacdo/adsor¢do de moléculas carregadas sobre particulas porosas nio é
ainda completamente compreendido (MOHWALD et al., 2004; RABE, VERDES,
SEEGER, 2011). A maioria dos estudos de adsorcdo experimental e propostas de modelos
tedricos que consideram adsorcio de polieletrdlitos relacionam a interacdo das
macromoléculas de vdrias formas e dimensdes com superficies planas e particulas nao
porosas. Um dos poucos estudos de adsorcdo de polieletrdlitos sobre particulas porosas
carregadas, ambos sintéticos, com caracteristicas de carga, tamanho de poro na superficie,
tamanho e estrutura molecular dos eletrélitos conhecidos, foi recentemente publicado
(MALINOVA, WANDREY, 2007). Os autores observaram que o comprimento da cadeia,
substituintes no grupo idnico, forca idnica da solucdo e tamanho do poro das
microparticulas influenciaram a quantidade adsorvida. Polieletrélitos menores adsorveram
em maiores quantidades que as cadeias maiores e desde que a exclusdo nos poros ocorreu
para moléculas muito menores que os tamanhos dos poros, os autores concluiram que o

efeito eletrostatico dominou a adsor¢do sobre estes materiais.

A superficie das particulas obtidas por gelificagao idnica complexadas com fons de
célcio apresentam alta porosidade (ALLAN-WOITAS, TRUELSTRUP HANSEN,
PAULSON, 2008). Adicionalmente, particulas obtidas por gelificagdo idnica utilizando
alginato apresentaram estrutura com dobras da superficie, com redu¢do na esfericidade

(JAYA, DURANCE, WANG, 2010).

Na imobiliza¢do de enzimas, muitos estudos provaram que o tamanho de poro é,
provavelmente, o pardmetro mais importante para a retengdo da enzima evidenciando que o
tamanho ideal do poro deve ser de trés a cinco vezes superior ao tamanho da molécula de
proteina (GAO et al., 2010). Em outro estudo realizado por microscopia eletrnica com
microesferas de alginato de cdlcio mostrou-se que o didmetro dos poros variou de 5 a 200
nm (ANDRESEN et al., 1977, SMIDSRZD, 1974). A porosidade de particulas foi
determinada em uma coluna através da avaliacdo dos volumes de exclusdo utilizando

padrdes moleculares de tamanho conhecidos (KLEIN, STOCK, VORLOP, 1983). Valores
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de 12 a 16 nm para o didmetro dos poros das particulas de alginato foram determinados. No
entanto os autores utilizaram padroes de maltodextrana, diferentes quimica e
estruturalmente de protefnas. Stewart e Swaigood (1993), utilizaram cromatografia de
exclusdo molecular empacotada com particulas de alginato de cdlcio e proteinas com raios
de Stokes conhecidos. Os autores determinaram didmetro de poro de 8 -10 nm. No pH de
eluicdo (6-7) particulas de alginato apresentaram interagdes ndo covalentes com 6 das 13
proteinas empregadas e essas interagdes foram mais pronunciadas em baixas concentracdes
de Ca®*. Os autores observaram que as proteinas do soro do leite, a-lactoalbumina e -
lactoglobulina, penetraram facilmente nos poros das particulas de alginato. No entanto,
nenhuma protefna penetrou totalmente no volume interno total da matriz. Proteinas
globulares sdo mais ou menos esféricas, com dimensdes moleculares na faixa de poucos
nandmetros. Grupos hidrofébicos tendem ser alocados no interior da molécula onde sdo
protegidos do contato com a dgua enquanto grupos carregados se encontram na periferia
(HAYNES, NORDE, 1994). E possivel que as altas adsor¢des observadas, tenham sido
resultado da interacdo eletrostdtica ou pontes de hidrogénio ou intera¢des hidrofébicas
proteina-polissacarideo e que adicionalmente as moléculas de proteina possam ter entrado
nos poros das particulas obtidas por gelificacdo i6nica. A adsor¢do de proteina sobre
particulas porosas ocorre em vdrias etapas: transporte de proteina a partir da solucio para a
regido interfacial, difus@o da proteina dentro dos poros (difusdo interna), fixagdo primdria
da proteina na superficie adsorvente (controlada por forgas de atracdo fisica ou ligagdo
quimica) e relaxamento da proteina no interior dos poros (HU, LI, LIU, 2005;

KHARLAMOVA et al., 2013; MALINOVA, WANDREY, 2007).

As adsor¢Oes proteicas nas particulas de alginato variaram de 14,84 + 0,64% a
47,37 £ 1,15% recobertas com OVA (minima € mdxima concentracdo em solu¢do), as
recobertas com WPC variaram de 20,07 £ 0,32% a 46,92 £ 2,22% (minima e maxima
concentragdo em solugdo) e de 16,82 + 0,47% a 45,34 + 3,0% quando recobertas com
mistura OVA:WPC (minima e méaxima concentracdo em solu¢do). Quando foram utilizadas
particulas de pectina, as quantidades adsorvidas variaram de 42,10 £+ 2,86% a 62,08 *

0,69%; de 46,85 £ 0,97% a 60,08 + 2,51%; de 46,14 + 2,44% a 63,35 + 1,01% para as
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recobertas com OVA, WPC e mistura OVA:WPC (minima e médxima concentracdo),

respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos, para particulas de pectina a adsorciao foi
significativamente superior (p<0,05) quando comparadas as particulas de alginato, para
todas as concentracdes de proteina em solugcdo estudadas. Resultados apresentados na
Figura 2.3.1 mostram que o potencial Zeta da emulsdo de pectina apresenta-se menos
negativo (-36,63 = 5,49 mV em pH 4,0) comparado com a emulsao de alginato (-55,14 +
9,26 mV em pH 4,0) e, devido a esse resultado, € possivel que a cadeia linear de alginato
comprometa maior quantidade de grupos carboxilato na etapa de reticulacdo com os ions de
célcio para formacdo do gel, resultando em menor disponibilidade de grupos funcionais
para interacdo com as moléculas de proteina em solug¢do. Particulas de pectina obtidas por
gelificacdo i0nica apresentaram potencial Zeta um pouco mais negativo que as particulas de
alginato o que poderia resultar em maior interacdo eletrostatica com as proteinas carregadas
positivamente, como observado no presente trabalho. No entanto, as diferencas de carga,
ndo parecem ser suficientes para produzir grandes diferencas na adsor¢@o para as particulas

de pectina e de alginato.

Em estudo recente, as particulas foram inicialmente moidas de forma que o
potencial Zeta das mesmas pudesse ser medido através do procedimento eletroforético onde
a particula necessita estar suspensa durante a aplicacdo do campo elétrico (DOHERTY et
al., 2012). Os autores avaliaram o potencial Zeta de particulas de proteinas do soro do leite
(inicialmente desnaturada), recobertas em uma primeira camada, com VAarios
polissacarideos incluindo alginato e pectina e, posteriormente, recobrindo a camada
polissacaridica com nova camada de proteinas do soro do leite. Os autores encontraram um
potencial Zeta mais eletronegativo nas esferas recobertas com alginato comparado ao
potencial Zeta das particulas recobertas com pectina. No entanto, o potencial Zeta da
segunda camada proteica, quando pectina foi utilizada na primeira camada, foi mais
eletropositivo em comparacdo a utilizacdo do alginato nas mesmas condi¢des, indicando

maior deposicao eletrostatica das moléculas de proteina.
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Particulas de alginato de cdlcio apresentaram maior quantidade de cdlcio ligado a
particula e, possivelmente estrutura mais compacta. Apesar da analogia estrutural entre
cadeias de alginato e pectina, diferencas significativas ao nivel das associagdes cadeia-
cadeia foram encontradas (BRACCINI, PEREZ, 2001). Particulas de pectina por outro
lado, apresentaram menor quantidade de célcio ligado, sendo visivelmente mais frigeis e
possivelmente menos estruturadas, o que pode ter permitido o acesso das proteinas a parte
interna das particulas consequentemente produzindo maior adsor¢do proteica. Devido a um
menor teor de célcio presente nas particulas de pectina € razodvel supor que apresentam
maior porosidade propiciando maior incrustacdo das moléculas de proteina no interior dos

poros da particula.

A Figura 2.3.4 C, apresenta a adsor¢do da mistura das proteinas da clara de ovo e do
soro do leite na relacdo 1:1. Pode-se observar comportamento semelhante aos obtidos
quando foram utilizadas as proteinas do soro do leite e da clara de ovo individualmente,
quantidades crescentes de proteinas adsorvidas em funcdo do aumento da quantidade de
proteina em solucdo. No caso de misturas de proteinas, a literatura apresenta varios
pressupostos. Proteinas pequenas difundem mais rdpido que proteinas grandes e sdo as
espécies dominantes nos estdgios iniciais da adsor¢do no caso de misturas proteicas.
Proteinas maiores, entretanto ligam-se mais fortemente a superficie por possuirem maior
area de contato, podendo também repelir proteinas pré-adsorvidas durante o espalhamento
sobre a superficie (efeito Vroman). Como consequéncia, a massa total de proteina
adsorvida pode passar por um maximo de adsor¢do local durante o processo de adsorcao
(RABE, VERDES, SEEGER, 2011). Moléculas com baixa massa molar de solucdes de
proteinas altamente concentradas adsorvem primeiras a superficie, depois lenta e
sequencialmente podem ser deslocadas por outras moléculas, que sdo capazes de formar

interacOes fortes com a superficie (DICKINSON, 1995; LATOUR, 2008).

No presente estudo, entretanto, quando a mistura proteica foi utilizada, ndo foram
quantificadas os tipos individuais de proteinas adsorvidas nas particulas. Porém, foi

possivel evidenciar a presenca de ambas as proteinas adsorvidas nas particulas estudadas,
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através dos resultados de eletroforese e de microscopia confocal (Figuras 2.3.5 e 2.3.6)

discutidas na sequéncia.
2.3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE ¢ uma técnica amplamente utilizada para separar proteinas de acordo
com sua mobilidade eletroforética, que ¢ uma funcdo do comprimento da cadeia do
polipeptidio e de sua massa molar (SHAGGER, VON JAGOW, 1987). Isto resulta em um
processo de fracionamento por tamanho. Neste trabalho, a eletroforese SDS-PAGE foi
utilizada com finalidade de verificar se as proteinas estavam adsorvidas nas particulas de
alginato e pectina, recobertas com OVA, WPC e OVA:WPC e no caso da mistura, verificar
se havia alguma indicacdo se ambas as proteinas tinham sido adsorvidas. Os resultados s@o
apresentados na Figura 2.3.5 A-B. Proteinas adsorvidas sobre particulas de alginato (Figura
2.3.5 A) e adsorvidas sobre particulas de pectina (Figura 2.3.5 B), recobertas com as
proteinas da clara de ovo (coluna 1), mistura OVA:WPC coluna 2 (0,75:0,25), OVA:WPC
coluna 3 (1:1), OVA:WPC coluna 4 (0,25:0,75) e WPC (coluna 5). Na Figura 2.3.5 A-B, as
diferentes proporcdes de OVA e WPC foram identificadas por comparacdo com as

mobilidades de padrdes de proteinas purificadas (P).

Na coluna 1 correspondente as particulas de alginato e pectina recobertas somente
com proteinas da clara de ovo (OVA), trés diferentes bandas foram identificadas, o que
confirma a presenca de proteinas caracteristicas da clara de ovo. As bandas foram
identificadas por comparag¢ao com a mobilidade de padrdes, ovalbumina (45,0 kDa) como a
maior banda no gel, como esperado, e lisozima (14,4 kDa) (MINE, 1995). A outra banda
detectada provavelmente corresponde a conalbumina (77,7 kDa). Isso se baseia mais em

sua propor¢ao relativa (12%) que em seu padrdo de migragao (MINE, 1995).

Para a particula de alginato recoberta somente com as proteinas do soro do leite, trés
diferentes bandas foram detectadas, como pode ser observado na coluna 5. Novamente as
bandas foram identificadas por compara¢do com a mobilidade de padrdes, -lactoglobulina

(18,4 kDa) como a maior banda, a-lactoalbumina (14,2 kDa) como a segunda banda e a
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terceira banda albumina de soro bovino (66,4 kDa). No entanto, na mesma coluna para a
particula de pectina recoberta somente com as proteinas do soro do leite, duas bandas foram
identificadas, a primeira correspondente a B-lactoglobulina (18,40 kDa) e a segunda banda
a albumina de soro bovino (66,4 kDa), a banda correspondendo a a-lactoalbumina (14,2
kDa) ndo foi visualizada. A auséncia da banda correspondendo a a-lactoalbumina pode ser

devido a perda da banda durante o processo da andlise eletroforética.

Na coluna 3, referente as particulas de alginato e pectina recobertas com a mistura
OVA:WPC (1:1), cinco bandas foram identificadas, indicativo da presenga das principais
proteinas constituintes da OVA e WPC. As bandas de proteina com baixa massa molar
(14,40 kDa), que podem estar relacionadas com a mistura da lisozima (14,4 kDa) e a-
lactoalbumina (14,2 kDa) e, a B-lactoglobulina (18,4 kDa), enquanto que bandas das
proteinas de alta massa molar como a ovalbumina (45,0 kDa), albumina de soro bovino
(66,4 kDa) e conalbumina (77,70 kDa), sdo observadas no topo dos géis. Esses resultados
mostram a presenga das duas proteinas adsorvidas sobre as particulas recobertas com a
mistura OVA:WPC e adicionalmente, com bandas mais intensas nas particulas de pectina.
Além disso, maior intensidade de banda ¢ observada para a B-lactoglobulina (18,4 kDa)
quando o concentrado proteico de soro do leite individual ou em mistura € utilizado,
independente do tipo de particula. Estudo anterior, com uma mistura (1:1) de clara de ovo e
proteina de soro de leite, identificou por eletroforese SDS-PAGE a conalbumina
(84,0 kDa), a ovalbumina (44,0 kDa), a B-lactoglobulina (18,0 kDa), a lisozima (16,0 kDa)
e a a-lactoalbumina (14,0 kDa) (KUROPATWA, TOLKACH, KULOZIK, 2009).
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PaLc
MM p 1 2 3 4 5 p
— ——— ———

Figura 2.3.5 - Eletroforese em gel SDS-PAGE: A) Parc € B) Ppgc. P- padrdes de massa
molar, 97,4 kDa fosforilasa b, 66,2 kDa albumina sérica, 45,0 kDa ovalbumina, 31,0 kDa
anhidrasa carbdnica, 21,5 kDa inibidor de tripsina e 14,4 kDa lisozima. Coluna 1 fragcdo de

OVA, colunas 2-4 fracdo da mistura OVA: WPC, coluna 5 fracdo de WPC.
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2.3.9 Microscopia confocal de varredura a laser

A microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) € uma técnica utilizada em
muitos campos da ciéncia, especialmente em biologia e medicina (DURRENBERGER et
al., 2001; MAUKO et al., 2009), sendo também utilizada para estudar a adsorcdo de
proteinas em superficies de particulas (HUBBUCH et al., 2003; SUH et al., 2004). A
vantagem deste tipo de microscopia € o fato de ser uma técnica ndo destrutiva que permite a
observacdo interna de estruturas sem que essas tenham que ser fragmentadas ou
desidratadas (STRAND et al., 2003). Além disso, € adequada para quantificar a espessura
do revestimento individual em particulas (DEPYPERE et al.,2009). El-Sayed e Chase
(2009) utilizaram MCVL para estudar a adsor¢do competitiva de [-lactoglobulina e
o-lactoalbumina e os resultados mostraram que o-lactoalbumina € capaz de deslocar a
B-lactoglobulina apesar da sua menor afinidade para o adsorvente nas condicdes utilizadas.
A técnica utiliza marcadores de fluorescéncia, para a identificacdo de uma molécula

especifica previamente corada (VAN DE VELDE et al., 2003).

As particulas de alginato gelificadas com célcio, contendo o 6leo de girasol, foram
recobertas com a mistura OVA:WPC (1:1) e produzidas com as proteinas marcadas com
compostos fluorescentes conforme descrito no item 2.2.3. A deposi¢do das proteinas nas
particulas de alginato também foi confirmada por meio da microscopia confocal de
varredura laser (Figura 2.3.6), através da associacdo dos corantes fluorescentes com as
moléculas de proteina, coloragdo verde do corante FITC associado a solucio WPC ou
através da coloracdo vermelha do corante rodamina associada a solugdo OVA. Além disso,
foi evidenciado, que nenhuma delas permaneceu predominantemente na superficie da
particula. Aparentemente as proteinas difundiram para o interior das particulas. A ligagao
com os compostos fluorescentes as proteinas parece ndo ter afetado suas propriedades de

transporte e adsor¢ao nas particulas estudadas.

Estudo apresentado na literatura mostrou através de microscopia confocal, que o

acido polilatico adsorvido eletrostaticamente sobre particulas de alginato, também penetrou
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na matriz do alginato, formando um complexo alginato: polidcido polildtico -L-lisina com

espessuras varidveis dependendo do tempo de exposicdo (STRAND et al., 2003).
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ParLc - ova:wpc

Figura 2.3.6 - Fotos obtidas por microscopia confocal de particulas de alginato: OVA-
Rodamina + alginato sem coloracio (fluorescéncia observada na cor vermelha) e 6leo sem
coloracdo + WPC-FITC (fluorescéncia observada na cor verde): A — OVA-Rodamina; B —
Sobreposicdo de OVA-Rodamina + WPC-FITC; C - WPC-FITC. Barras = 20 um.

Observacdo e captacdo de fotos em aproximadamente metade da altura da particula.
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2.3.10 Teor de matéria seca das particulas de alginato e pectina, recobertas com

proteinas

As Figuras 2.3.4 B-D-F apresentam os teores de matéria seca, para as particulas de
alginato, que variaram entre 7,18 = 0,31% a 12,05 £+ 0,86%, entre 8,52 + 0,61% a 15,80 *
0,79% e entre 8,06 + 0,23% a 15,08 + 1,02% quando as concentragdes de proteina (OVA,
WPC e OVA:WPC) em solucdo variaram de 2 a 8%, respectivamente. Quando foram
utilizadas as particulas de pectina, constatou-se que os teores de matéria seca variaram entre
8,05 +1,30% a 17,49 + 1,13%, entre 9,23 £ 1,29% a 19,46 + 0,41% e entre 9,58 £ 0,58% a
18,75 £ 1,89% com 2 e 8% de OVA, WPC e OVA:WPC, respectivamente.

Como esperado, as quantidades de matéria seca das particulas recobertas foram
superiores quando comparadas com a matéria seca das particulas sem cobertura,
independente do tipo de matriz. Quantidades maiores de proteina adsorvida determinaram
maiores teores de matéria seca nas particulas recobertas. Particulas de alginato e pectina
recobertas com OV A apresentaram os menores teores de matéria seca. E possivel observar
que a adsorcdo de proteina nas particulas levou a um aumento de 146% de matéria seca
para as particulas de alginato e de 273% para as particulas de pectina em relagio ao teor de
matéria seca inicial, quando foi utilizada maior concentraciao de proteina em solucdo (8%).
A maior quantidade de matéria seca observada nas particulas de pectina recobertas pode
estar associada ao efeito de sua estrutura para promover maior desdobramento da proteina
adsorvida sobre a superficie que possibilita liberacdo de moléculas de dgua (PATEL et al.,

2012).

2.3.11 Tamanho médio, morfologia e microestrutura das particulas de alginato e

pectina recobertas com proteinas
2.3.11.1 Tamanho médio das particulas de alginato e pectina recobertas com proteinas

Os tamanhos médios das particulas de alginato e pectina recobertas com proteinas,
foram determinados por espalhamento de luz utilizando o equipamento Masterziser e sao

apresentados na Figura 2.3.7. O tamanho das particulas recobertas € influenciado pelo
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tamanho das particulas em fun¢@o do polissacarideo (pectina ou alginato) que tém por sua
vez seus tamanhos influenciados pelas varidveis do processo como o diametro da agulha do
bico da atomizagdo, pressdo de ar, concentracdo do agente de reticulacdo e polissacarideo
(BUREY et al., 2008) e pela magnitude da forca gerada na agitacdo mecanica durante a
etapa da emulsdo (ZHAI, CHEN, SCHREYER, 2013).

Em relagdo ao tamanho obtido as particulas produzidas com alginato recobertas com
proteinas aumentaram de tamanho para 173,30 = 7,20 pum, 174,90 £ 5,40 um e 166,10 +
5,80 um para, Parc-ova, PaLc-ova:wec, PaLg-wec, respectivamente. Por outro lado, particulas
produzidas com pectina e recobertas com proteina apresentaram diminui¢do de tamanho
para 193,30 £ 12,20 um, 188,60 = 9,20 um e 181,00 £ 8,30 um para Ppgc.ova, Ppec-
ova:wpc, Ppecowpe, respectivamente, indicando que particulas produzidas com pectina

aparentemente eram mais frageis.

Os resultados mostraram que as particulas de pectina recobertas, independente do
tipo de proteina, apresentaram tamanho menor quando comparadas com as particulas sem
recobrimento, indicando que a proteina adsorvida exerceu pressao durante a adsorgdo,
reduzindo seu tamanho e possivelmente expulsando parte da dgua presente na particula. A
adsor¢do de proteinas sobre géis carregados e a concomitante liberagdo de contra-ions leva
a redugdo da pressdo osmdtica e assim ao encolhimento da rede de gel carregada (BECKER
et al., 2012). Particulas produzidas com alginato e recobertas com as proteinas estudadas
apresentaram tamanhos médios maiores que os observados para as particulas sem
cobertura. Comportamento semelhante foi observado anteriormente com particulas
produzidas com alginato apds revestimento com quitosana (ZHAI, CHEN, SCHREYER,
2013).
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Figura 2.3.7 - Tamanho médio (um) das particulas de alginato e pectina, com e sem

recobrimento de OVA, OVA:WPC e WPC.
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2.3.11.2 Morfologia e microestrutura das particulas de alginato e pectina, recobertas

com proteinas

As Figuras 2.3.8 (PaLc-ova, PaLc-ova:wee, PaLc-wec) € 2.3.9 (Ppec.ova, Peec.ovawec,
Ppec.wpc) apresentam as imagens obtidas por microscopia Otica das particulas imidas e
reidratadas e de microscopia eletronica de varredura das particulas liofilizadas, contendo
6leo de girassol e recobertas com proteina. A partir das observacdes feitas nas Figuras 2.3.8
e 2.3.9 (coluna 1) por microscopia Gtica € possivel perceber nas particulas de alginato que,
de forma geral, as particulas imidas recobertas apresentam formatos esféricos, com matriz
definida, enquanto as de pectina apresentam formatos esféricos e formatos ovais. Em geral,
particulas de biopolimeros possuem forma esférica, porém também podem apresentar na

forma de fibras, esferdides ou aglomerados (JONES, McCLEMENTS, 2010).

As particulas de alginato e de pectina recobertas com proteinas e liofilizadas
(Figuras 2.3.8 e 2.3.9) apresentam caracteristicas diferentes quando comparadas com as
particulas liofilizadas sem cobertura de proteina (Figura 2.3.2). Independente do tipo de
matriz ou de tipo de proteina, a cobertura com proteina alterou significativamente sua
aparéncia. A técnica de microscopia eletronica de varredura requer amostras secas e a
secagem pode levar a alterac@o da estrutura devido a retirada de d4gua, porém a metodologia

pode ser util para revelar a estrutura da superficie externa e interna da particula (BUREY et

al., 2008).

A observacdo da microscopia eletronica de varredura mostrou que, independente do
tipo de matriz, as particulas aparentemente suportaram o processo de secagem, sem perda
de sua forma esférica original. No entanto, foi possivel observar a presenca de
irregularidades e rugosidades nas superficies das particulas secas, sem diferengas visuais
entre as particulas recobertas com diferentes proteinas. A rugosidade nas superficies pode
estar associada a camada proteica aderida sobre a particula. Resultados semelhantes foram
observados em particulas de pectina quando foi utilizada proteina de soro do leite como
material de cobertura (GEREZ et al., 2012; SOUZA et al., 2012). No estudo de XIE et al.

(2009), particulas de alginato recobertas com quitosana apresentaram diferentes graus de
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rugosidade em fungdo das concentragcdes de alginato utilizadas na producdo de particulas,

segundo os autores, como decorréncia da carga de superficie das mesmas.

As fotos apresentadas na coluna 3 das figuras 2.3.8 e 2.3.9 mostram as particulas de
alginato e pectina reidratadas apds serem colocadas em dgua com pH ajustado para 4.,0.
Através da microscopia Otica pode-se perceber que as particulas ndo adquiriram formato
esférico original das particulas imidas recém-produzidas apds 1 hora de imersdao em 4gua.
Provavelmente a formacdo da camada proteica sobre as particulas tenha influenciado no
comportamento de reidratacdo devido a diminuicdo da porosidade das particulas.
Observou-se adicionalmente, que as particulas reidrataram-se em intervalos de tempo <10

segundos.

103



CAPITULO 2

Particulas amidas Particulas secas Particulas reidratadas

Figura 2.3.8 — Fotos obtidas por MO (colunas 1 e 3) e MEV (coluna 2) de particulas de
alginato recobertas com OVA, OVA:WPC e WPC, na concentracido de 8% de proteina em
solucdo, pH 4,0. Barras MO = 100 ym e MEV = 10 uym.
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Particulas amidas Particulas secas Particulas reidratadas

Figura 2.3.9 — Fotos obtidas por MO (colunas 1 e 3) e MEV (coluna 2) de particulas de
pectina recobertas com OVA, OVA:WPC e WPC, na concentracdo de 8% de proteina em
solucdo, pH 4,0. Barras MO = 100 ym e MEV = 10 uym.

105



CAPITULO 2

2.3.12 Monitoramento da estabilidade oxidativa do 6leo modelo

Particulas de alginato e pectina contendo o 6leo modelo e recobertas com OVA,
WPC e OVA:WPC (1:1) na concentracdo de 8% em solucdo foram utilizadas apds
liofilizac@o e a estabilidade oxidativa do 6leo encapsulado e do 6leo livre foi avaliada pelo
indice de perdxidos, durante 4 semanas, a 45 °C. Essa temperatura de armazenamento foi
empregada para acelerar o processo de oxidacdo, j& que o tempo de armazenamento

avaliado foi relativamente curto.

Os indices de perdxidos do 6leo livre e encapsulado nas particulas de alginato e
pectina, sem cobertura e recobertas com proteinas da clara de ovo, do soro do leite e

mistura OVA:WPC estao apresentadas na Figura 2.3.10.

Inicialmente, de acordo com a Figura 2.3.10, no tempo zero, o 6leo puro apresentou
o menor nivel de oxidacdo, 1,02 meq de peréxido/kg de 6leo. Os Sleos encapsulados nas
particulas apresentaram nivel baixo de oxidacdo, variando de 4,20 a 7,50 meq de
peréxido/kg de 6leo, provavelmente devido ao manuseio durante a produgdo das particulas

e a temperatura no caso das particulas produzidas com alginato.

Ap6s 1 semana de armazenamento, a 45 °C, o dleo livre apresentou o maior nivel de
oxidacdo de 45,66 £ 0,73 meq de per6xido/kg de dleo. Todas as particulas apresentaram
menor nivel de oxidagdo que o 6leo livre, sendo que as particulas de alginato sem cobertura
apresentaram diferenca significativa entre as médias (p>0,05) quando comparadas com as
particulas de pectina sem cobertura 29,83 + 2,94 e 22,15 + 0,43 meq de peréxido/kg de
6leo, respectivamente. Particulas de pectina recobertas com OV A apresentaram o menor
indice de oxidagdo (9,39 * 0,26 meq de peroxido/kg de dleo) dentre todas as particulas

avaliadas.

Na segunda e terceira semanas de armazenamento, a tendéncia do nivel de oxidagdo
foi semelhante, sendo o maior indice de oxidacdo observado para o 6leo livre, seguido das
particulas sem cobertura, com valores maiores que as particulas recobertas com as

proteinas, independente do tipo de polissacarideo. As particulas de pectina recobertas com
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OVA novamente apresentaram o menor indice de oxidacdo, apds a terceira semana (41,55

+ 3,42 meq de per6xido/kg de 6leo).
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Figura 2.3.10 — Varia¢gdes no indice de per6xido do 6leo livre e encapsulado avaliado
durante quatro semanas de armazenamento, a 45 °C. Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre as amostras, para cada tempo estudado, p<0,05.

Na quarta semana de armazenamento, as particulas de alginato sem cobertura
apresentaram indice de oxidagdo (155,82 * 3,21 meq de peroxido/kg de 6leo) superiores as

particulas de pectina sem cobertura e ao Oleo livre. Particulas de pectina recobertas com
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WPC e OVA:WPC e particulas de alginato recobertas com OV A apresentaram valores de
87,40 + 5,01, 89,61 £ 2,68 e 87,63 + 1,80 meq de perdxido/kg de dleo, respectivamente,
ndo apresentando diferenca significativa entre as médias (p>0,05). Particulas de alginato
recobertas com WPC e OVA:WPC apresentaram 81,27 + 2,13 e 69,82 + 3,62 meq de
peréxido/kg de Oleo, apresentando diferenca significativa entre as médias (p<0,05) com
todas as particulas. Particulas de pectina recobertas com OVA apresentaram-se as mais
efetivas na protecao do 6leo, considerando o menor indice de peréxidos observado ao final

do periodo de armazenamento (53,15 * 2,03 meq de peréxido/kg de 6leo).

N

Com relacdo a estabilidade oxidativa do 6leo modelo encapsulado em particulas
sem recobrimento, resultados semelhantes foram observados anteriormente por Polavarapu
et al. (2011), com uma estabilidade oxidativa maior no 6leo de oliva e 6leo de peixe livres
quando comparados com os 6leos encapsulados. Os autores atribuiram esses resultados a

menor drea superficial do 6leo livre em relac@o ao 6leo livre encapsulado.

No presente trabalho, particulas de alginato e pectina apresentaram alguns poros,
como pode ser observado nas imagens de microestrutura, o que também pode ter
influenciado no maior indice de oxidag¢do das particulas sem cobertura, devido ao maior
acesso do oxigénio ao 6leo encapsulado. Outra caracteristica das particulas que pode ser
associada ao nivel de oxidagdo € a maior barreira fisica ao oxigénio proporcionada as
particulas recobertas com proteina, devido a maior espessura da matriz. Em outro estudo,
resultados baseados na formacdo de peréxidos e de propanal indicaram que existe um fator
adicional ao material de parede utilizado. Este fator € a microestrutura da particula. De
acordo com os autores, 0 uso da liofilizacao ndo envolve uso de calor e utiliza temperaturas
muito baixas durante o processo, porém a morfologia das particulas € o fator limitante em
relacdo a difusividade do oxigénio. A estrutura irregular e porosa produzida acelera a
oxidacdo devido ao facil acesso do oxigé€nio no interior das matrizes e, portanto, ao dleo

encapsulado (ANWAR, KUNTZ, 2011).

O 6leo livre oxidou mais do que o 6leo encapsulado em particulas recobertas com

proteinas, ao longo do periodo de armazenamento, a 45 °C indicando a protecdo do
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material ativo por esse tipo de revestimento. O nivel de oxidacdo desse 6leo pode ser
relacionado a sua composicdo, que possui elevada quantidade de &4cidos graxos poli-

insaturados incluindo o acido linoleico (50%) e o linolénico (10%).

A principal diferenca do nivel de oxidacdo das particulas de alginato e pectina
recobertas com OV A, mistura OVA:WPC e WPC, em relacdo as particulas sem cobertura,
pode ser relacionada a permeabilidade ao oxigénio dessas matrizes. A permeabilidade ao
oxigénio de matrizes produzidas com ovalbumina € menor que aquela produzida com
concentrado proteico do soro do leite como pode ser observado através de resultados de
permeabilidade ao oxigénio de filmes apresentados na literatura. Hong e Krochta (2006)
determinaram a permeabilidade ao oxigénio de filmes plasticos recobertos com solucdo de
concentrado proteico de soro e glicerol e observaram valores de permeabilidade ao
oxigénio de 16 a 30 mL pm/m* dia kPa, para a faixa de temperatura de 25 a 40 °C,
respectivamente, sob 50% de umidade relativa. Taqi et al. (2011) obtiveram valores de

permeabilidade ao oxigénio de filmes produzidos com ovalbumina (9%) e polietilenoglicol

de2a2,5mL mn/m2 dia kPa, a 23 °C e 50% de umidade relativa, respectivamente.

Existem alguns trabalhos na literatura que estudaram a estabilidade oxidativa de
microparticulas produzidas por gelificacdo idnica, usando alginato ou pectina, sem
cobertura de proteinas. Sun-Waterhouse ef al. (2011) avaliaram a estabilidade oxidativa de
6leo de oliva puro e adicionado de dcido cafeico, pela técnica de gelificacdo idnica usando
uma solucdo aquosa de alginato na concentragdo de 1,5%. Os autores observaram que o
6leo nao encapsulado sofreu maior oxidacdo que as microparticulas produzidas sem acido
cafeico e as particulas produzidas com adicio do &cido cafeico foram as que mais
protegeram o 6leo contra a oxidacao, apds 30 dias de estocagem a 37 °C, com valores de
peroxido de 18, 14 e 12 meq de peroxido/kg de dleo, respectivamente. A protecdo contra a
oxidacao foi atribuida a habilidade antioxidante do 4cido cafeico em interagir com radicais
livres. Sun-Waterhouse et al. (2012) avaliaram a estabilidade oxidativa de microcapsulas de
alginato (1 ou 1,2%) e uma combinacdo de alginato com hidroxipropilmetilcelulose (3:1)
contendo 6leo de abacate e adicionadas de BHT, a 37°C, por 90 dias, usando o d6leo livre

como controle. Os resultados mostraram que a combina¢do do processo de encapsulagdo,
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com o uso dos antioxidantes (BHT) teve efeito sinergistico positivo, para melhorar a

estabilidade oxidativa e suprimir a rancidez hidrolitica do dleo de abacate, a 37° C.

Jimenez et al. (2006) encapsularam d4cido linoleico conjugado em matrizes
poliméricas estudando a estabilidade oxidativa do 6leo encapsulado observando que
proteina do soro do leite foi mais efetiva contra a deterioracdo oxidativa comparada a goma
ardbica ou a uma mistura proteina do soro e maltodextrina. Provavelmente o fator
determinante na vida util do 6leo encapsulado foi a porosidade da matriz seca que pode
permitir a permeabilidade e difusdo do oxigénio através da parede e o acesso aos acidos
graxos produzindo a oxida¢do dos mesmos. Os autores observaram que embora a mistura
protefna de soro e maltodextrina tenha apresentado uma eficiéncia de encapsulacdo inferior

(~60%) foi a mais protetiva contra a oxida¢do no teste de vida util utilizado.

Os resultados do presente trabalho indicaram que a formagdo de peréxidos continua
aumentando em todos os sistemas de particulas incluido o 6leo livre ao longo do periodo de
armazenamento. Porém, nenhuma das particulas recobertas favoreceu a oxida¢do em uma
razdo suficiente para que a fase de terminacdo fosse atingida. O indice de perdxidos
utilizado no presente trabalho € um indicador ttil da oxidacdo de lipidios, especialmente no
inicio da oxidacdo lipidica (CHOE, MIN, 2005), Porém, para avaliacio de produtos
secunddrios o uso da quantificacdo do indice de peréxidos pode apresentar limitacdes. Cada
método de avaliacdo fornece informagdes sobre o estado particular do processo oxidativo,
que ¢ funcdo das condi¢des aplicadas e dos substratos lipidicos utilizados (FRANKEL et
al., 1994).
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2.3.13 Conclusoes

Particulas de alginato e pectina, utilizando a mesma metodologia de preparacdo e
mesma concentracdo do agente de gelificacdo apresentaram diferentes teores de cdlcio
remanescente apds a produgdo das particulas, sendo menor o teor de célcio nas particulas
de pectina. No entanto, altas eficiéncias de encapsula¢do foram observadas, com relagdao ao

6leo encapsulado, para as particulas de alginato e de pectina.

A microscopia confocal mostrou gotas lipidicas encapsuladas com tamanho
heterogéneo, porém espalhadas em toda a extensdo da matriz. A secagem por liofilizacao
produziu particulas recobertas, com perda de seu formato esférico original. Particulas secas

apresentaram reidratacdo instantanea quando colocadas em meio aquoso.

A concentracdo da proteina em solucdo influenciou a adsor¢@o da proteina sobre as
particulas. O aumento da proteina em solucdo resultou em aumento de proteina adsorvida
nas particulas estudadas. Maiores quantidades de proteina adsorvida foram observadas para
particulas de pectina. Maior quantidade de proteina adsorvida produziu maior teor de
matéria seca em todos os sistemas estudados. Apds a adsor¢do proteica, particulas de
pectina diminuiram de tamanho enquanto particulas de alginato aumentaram de tamanho

médio.

No estudo de oxidagdo do 6leo modelo encapsulado, particulas sem cobertura
proteica, sofreram maior oxidacdo que o Sleo livre devido a superficie de contato das gotas
de 6leo nas particulas com ar externo ser superior a apresentada pelo 6leo livre. Particulas
recobertas com proteinas foram mais efetivas na protecdo do dleo que as sem cobertura.
Proteinas da clara de ovo forneceram maior protecdo oxidativa para o 6leo modelo

encapsulado.
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CAPITULO 3

PARTICULAS DE ALGINATO E PECTINA, RECOBERTAS COM GELATINA E
PROTEINAS DO SORO DO LEITE: PRODUCAO, CARACTERIZACAO E
RESISTENCIA GASTROINTESTINAL IN VITRO

RESUMO

Polissacarideos anidonicos e seus géis podem formar complexos com proteinas dependendo
das condi¢tes de ajuste do pH, de suas concentragdes, da relacido estequiométrica proteina:
polissacarideo, densidade de carga e da forca i6nica do meio. Inicialmente a formacao de
coacervados entre solucdo de gelatina (GEL), proteina de soro de leite (WPC) e mistura
GEL:WPC, 1:1 e emulsdes de dleo de girassol e pectina ou alginato foi estudada em funcao
do pH e de diferentes relacdes estequiométricas proteina: emulsdo. A complexacdo foi
avaliada quanto ao potencial Zeta e aparéncia visual dos sistemas produzidos.
Posteriormente, a complexacdo entre solucdes das mesmas proteinas e particulas obtidas
por gelificacdo iOnica de alginato ou de pectina com fons cdlcio em meio aquoso, sem
ajuste da forca i0Onica, foi avaliada por observacao visual dos sistemas resultantes. Por meio
desta andlise, foi possivel definir as condi¢cdes em que hd interacdo entre as proteinas e as
particulas. Particulas de pectina foram recobertas com proteinas nas concentragdes 0,75,
1,25 e 2,0% para solucdes de GEL, GEL:WPC e WPC, respectivamente, e particulas de
alginato foram recobertas nas concentra¢des de 0,63, 0,63 e 0,75% para solucdes de GEL;
GEL:WPC e WPC, respectivamente, em pH 4,0. Particulas de alginato e pectina sem
cobertura foram avaliadas com relagdo a resisténcia fisica e as particulas com recobrimento
proteico na maior concentracdo (8,0%), avaliadas em relacdo a solubilidade da proteina
adsorvida em condicdes gastrointestinais in vitro. As particulas obtidas foram
caracterizadas com relacdo ao contetido total de proteina adsorvida, teor de matéria seca,
tamanho e morfologia. As maiores adsor¢des de proteina foram observadas nas particulas
produzidas com pectina. Particulas de alginato sem cobertura permaneceram estdveis em
condicdes géastricas e incharam levemente em condigdes intestinais. As particulas de

alginato recobertas se mostraram parcialmente resistentes as condigOes gastricas, com
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solubilizacdo de 32,4 + 2,1%; 12,1 = 1,6% e 11,5 = 1,1% para GEL, GEL:WPC e WPC,
respectivamente. As particulas de pectina apresentaram maior sensibilidade a atividade
proteolitica em ambiente gastrico. As proteinas adsorvidas em todas as particulas do
presente estudo apresentaram alta sensibilidade as condigdes intestinais com solubilizacao
superior a 97% para as particulas produzidas com pectina revestidas com proteinas e com
solubilidades entre 83 a 99% no caso das particulas produzidas com alginato e revestidas
com proteinas. As particulas de pectina revestidas mostraram-se mais adequadas para
liberacdo de ativos no intestino delgado enquanto as de alginato revestidas foram mais

adequadas para libera¢do do principio ativo no célon.

131



CAPITULO 3

ABSTRACT

Anionic polysaccharides and their gels can form complexes with proteins depending on the
conditions of pH adjustment, concentration of the polymers, and stoichiometric ratio of
polysaccharide: protein, charge density and ionic strength of the medium. Initially, the
formation of coacervates of gelatin solution (GEL) whey protein (WPC) and GEL:WPC,
1:1 and emulsions of sunflower oil and pectin or alginate was studied as a function of pH
and different protein: emulsion stoichiometric ratios. The complexation was evaluated
using Zeta potential and the visual appearance of the resulting systems. Subsequently, the
complexation of the same protein solutions and ion particles obtained by gelation of
alginate or pectin with calcium ions in an aqueous medium, without adjusting the ionic
strength was evaluated by visual observation of the resulting systems. Through this analysis
it was possible to define the conditions under which there is interaction between the
proteins and particles. Pectin particles were coated with protein concentrations of 0.75%,
1.25% and 2.0% for solutions GEL, GEL:WPC and WPC, respectively ,and alginate
particles were coated in concentrations of 0.63%, 0.63% and 0.75% solutions to GEL,
GEL:WPC and WPC, respectively, at pH 4.0. Particles of alginate and pectin without
coverage were evaluated for physical resistance and particles coated with protein at the
highest protein concentration in solution (8.0%) were evaluated in relation to the solubility
of the protein adsorbed on gastrointestinal in vitro conditions. The obtained particles were
characterized with respect to the total content of adsorbed protein content, dry matter, size
and morphology. The higher protein adsorption was observed for particles made with
pectin. Alginate particles without coverage remained stable in gastric conditions and
swelled slightly in intestinal conditions. The alginate-coated particles were shown partially
resistant to gastric conditions, with a solubility of 32.4 + 2.1%, 12.1 + 1.6% and 11.5 +
1.1% for GEL, GEL:WPC and WPC , respectively. The particles of pectin showed greater
sensitivity to proteolysis activity in the gastric environment. The proteins adsorbed on each
particle of the present study showed high sensitivity to intestinal conditions with greater
solubility (higher than 97%) for particles made with pectin covered with protein and

solubility between 83 and 99% in the case of the particles produced with alginate and
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coated with proteins. Particles produced with pectin and covered with proteins were more
suitable for release of active core material in the small intestine, while the alginate coated

particles were more suitable to release the active ingredient in the colon.
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3.1 Introducao

Complexos entre proteinas e polissacarideos tém sido muito estudados e formam-se
espontaneamente em solu¢do aquosa, sendo geralmente estdveis em uma ampla faixa de
solu¢des com diferentes valores de pH, devido a interacdo eletrostdtica entre os grupos de
carga oposta dos biopolimeros (COOPER et al., 2005; DE KRUIF, WEINBRECK, DE
VRIES, 2004; TOLSTOGUZOV, 2003).

A formacgdo e a estabilidade destes complexos sdo influenciadas por parametros
como pH, forca iOnica, estequiometria, densidade de carga dos biopolimeros, além das
condicdes de processamento como temperatura e tempo (YE, 2008). A formacdo do
complexo entre proteinas e polissacarideos ocorre geralmente na faixa de pH entre o valor
de pKa dos grupos anidnicos do polissacarideo e do ponto isoelétrico (pI) da proteina (DE

KRUIF, WEINBRECK, DE VRIES, 2004; TOLSTOGUZOV, 1997).

Muitos trabalhos envolvendo o estudo dos parametros bdsicos que regulam a
formacdo de complexos entre pectina e proteinas do soro do leite na producdo de
nanoparticulas, vem sendo desevolvidos na busca da determinagao das melhores condig¢des
de nanocomplexacdo (SANTIPANICHWONG et al., 2008). Medidas de potencial Zeta
para identificar melhores estequiometrias, efeito do pH, concentracdo dos hidrocoldides

utilizados e efeito da forga idnica sdo empregados extensamente.

Diferentes estratégias para producdo de microcdpsulas com proteinas do soro do
leite incluem spray drying (PICOT, LACROIX, 2004), gelificacdo induzida por frio
(BARBUT, FOEGEDING, 1993), coacervacdo complexa (OLIVEIRA er al., 2007) e
métodos combinados (LAMBERT er al., 2008). No entanto, os resultados obtidos sao
controversos. Outros estudos tém avaliado a protecdo conferida a ativos sensiveis pela
encapsulacdo, os quais, no geral, indicam que na forma encapsulada os ativos sdo
protegidos de condi¢Oes adversas, mantendo maior estabilidade durante a estocagem e a
passagem pelo trato gastrointestinal (TANG et al., 2013; YU et al., 2009). Dentre os
métodos utilizados destacam-se particulas produzidas por gelificacdo idnica utilizando

biopolimeros anidnicos como o alginato e pectina (CHAN, 2011). Alginatos sdo os
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materiais em geral, mais utilizados para aplicagdes alimenticias e ndo alimenticias por
causa de sua biocompatibilidade, seguranga/inocuidade e baixo custo (MARTINSEN,
SKJAK-BRAEK, SMIDSR@D, 1989).

Entre as técnicas de encapsulagdo, a gelificacdo idnica € uma tecnica branda, ndo
requer a utilizacdo de altas temperaturas durante sua producdo e ndo utiliza solventes
organicos; porém, as particulas apresentam limitada resisténcia a passagem pelo trato
gastrointestinal devido a sua porosidade. As funcionalidades destas particulas podem ser
melhoradas com formag¢do de uma camada proteica sobre sua superficie (PATIL et al.,
2010; RAJAM et al., 2012). Embora os mecanismos de deposicio de moléculas de
proteinas em particulas porosas ndo sejam totalmente compreendidos, estudos mostram que
o recobrimento das particulas com uma camada proteica melhora as propriedades

funcionais das particulas (KHEIREDDIN, ZHANG, AKBULUT, 2013).

Polissacarideos anidnicos incluindo alginato e pectina apresentam vdrias
propriedades que os habilitam a serem usados como matriz para encapsulacio e/ou
liberacdo controlada de uma variedade de substancias, incluindo proteinas, células e
compostos bioativos. Estas propriedades incluem: a) meio aquoso relativamente inerte no
interior da matriz; b) temperatura branda para a produgao, sem uso de solvente organico, c)
gel com alta porosidade que permite altas taxas de difusdo de macromoléculas, d)
habilidade de controlar a porosidade com um simples processo de recobrimento e e)
dissolu¢do e biodegradacdo do sistema sob condigdes fisioldgicas normais (GOMBOTZ,
WEE, 2012). No entanto, particulas de alginato apresentam algumas desvantagens como
formacdo de poros e quebra na superficie das particulas resultando em uma répida difusao
de 4gua e outros fluidos para o ativo encapsulado (GOUIN, 2004). A degradacdo de
particulas de alginato recobertas com proteinas do soro do leite foi investigada

recentemente em condi¢cdes simuladas gastroentéricas por Hébrard et al. (2013).

A hipétese deste estudo foi que o recobrimento das particulas com uma camada de
proteina pode melhorar sua estabilidade e, assim, a viabilidade do ativo a passagem pelo

trato gastrointestinal. Inicialmente, a carga superficial das solugdes de GEL, WPC e
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GWL:WPC foram estudadas em diferentes valores de pH e diferentes relagdes
estequiometricas proteina:polissacarideo para identificar as condi¢des de complexagdo
eletrostdtica. As particulas de alginato e pectina com e sem recobrimento proteico foram
caracterizadas quanto a morfologia, tamanho, quantidade de proteina adsorvida e matéria
seca. Particulas com as maiores quantidades de proteina adsorvida foram avaliadas
posteriormente com relacao a sua estabilidade fisica e com relagdo a solubilidade proteica

durante a passagem por condi¢des simuladas do trato gastro intestinal.
3.2 Material e métodos
3.2.1 Material

Os materiais utilizados foram: pectina citrica (PEC) GENU® de baixo teor de
metoxilagdo amidada (contetdo de acido galacturdnico 81,3 + 1,2%, grau de esterificacao
30,4 £ 1,6% e grau de amidacdo 10,1 £ 1,0%, determinado de acordo com FAO, (2009), CP
Kelco, Limeira, SP, Brasil), alginato de sédio (ALG) (alta massa molar, alto contetido de
acido gulur6nico, lote G3512301 MANUGEL DMB, FCM Biopolymer, Campinas, SP,
Brasil), concentrado proteico do soro do leite (WPC) (Lacprodan - lote: Lac804U17601,
76, Arla Foods Ingredientes, Portefia, Provincia de Cérdoba, Argentina), gelatina (GEL)
(origem suina, bloom 244, 240P/6 do tipo A, ponto isoelétrico caracteristico 7,86, Gelita
South America, SP, Brasil), cloreto de calcio anidro (M.M: 110,99, Dindmica, Diadema -
SP, Brasil), 6leo de girassol comercial, 4cido cloridrico (M.M.: 36,46, Merck, Alemanha),
hidréxido de s6dio (M.M.: 40, Nuclear, Diadema - SP, Brasil); acido sulfirico (Synth,
Diadema, SP, Brasil), pepsina suina da mucosa géstrica (P7012-5G, lote 010M7005V,
Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil), pancreatina de pancreas suino (P1625-100G, lote
128K1933, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil), mucina extraida do estomago suino
(lote 111M7000V, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., SP, Brasil). Agua deionizada e os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico.
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3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Caracterizacao dos biopolimeros

A gelatina e as proteinas do soro do leite foram caracterizadas com relacio ao teor
de proteina e umidade segundo metodologia da Association of Official Analytical
Chemistry (AOAC, 2006) e quanto ao conteido de lipidios (BLIGH, DYER, 1959).
Utilizou-se a metodologia de Kjeldahl para determinag@o de nitrogénio total, adotando 5,5 e
6,38 para GEL e WPC, respectivamente, como fator de conversio de nitrogénio em

proteina.

3.2.2.2 Determinacio do Potencial Zeta

Para avaliar a formacdo de complexos eletrostiticos entre as proteinas e o0s
polissacarideos foram utilizadas medidas da mobilidade eletroforética das misturas de
proteinas em solu¢do (SOLggL, SOLGeL:wpc € SOLwpc) € das emulsdes dos polissacarideos
(EMULALc ¢ EMULpgc). Foram determinadas as cargas superficiais das solucdes de
proteina e das emulsdes de polissacarideos. O mesmo teste foi conduzido para as misturas
com diferentes quantidades de soluc@o de proteina para uma quantidade fixa de emulsao de
polissacarideo produzindo, assim, diferentes relacdes estequiométricas proteina:
polissacarideo. Todas as determina¢des do potencial Zeta foram realizadas no equipamento

Zetasizer modelo Nano-Z (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, U.K.).
3.2.2.2.1 Potencial Zeta das solucoes

Solu¢des de proteinas do concentrado proteico do soro do leite foram preparadas a
concentracdo de 0,2% (m/m) mantidas sob agitacdo overnight e avaliadas com relacdo ao
potencial Zeta, variando o pH de 3,0 a 7,0 a temperatura ambiente. Para a solucido de
gelatina e mistura GEL:WPC o pH variou de 3,0 a 9,0 e de 3,0 a 8,0 respectivamente, sendo

os sistemas mantidos a 45 °C.

Quando foi utilizada a mistura GEL:WPC, solugdes de gelatina e proteinas do soro

do leite foram misturados na concentracdo de 0,2%, em agitacdo constante, a 45 °C. Antes
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das leituras, o pH das solu¢des foi ajustado manualmente utilizando acido cloridrico (HCI)

ou hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 N e 0,5 N, e as andlises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.2.2 Potencial Zeta das emulsoes

Foram preparadas solu¢des de SOLarg € SOLpgc na concentragdo de 2% (m/m). As
solu¢des foram emulsificadas com 1,65% (m/m) de Sleo de girassol em agitador Ultra
Turrax, a 14000 rpm por 3 minutos (IKA Works do Brasil, RJ). As emulsdes (EMULxi e
EMULpgc) foram diluidas para a concentracdo de 0,2% (volume de emulsdo/volume de
dgua) e o potencial Zeta foi medido, em pHs 3,0 a 7,0, a temperatura ambiente. As andlises

foram realizadas em triplicata como no item anterior.

3.2.2.3 Potencial Zeta das relacoes entre solucao de GEL, GEL:WPC, WPC, e

emulsoes de alginato e pectina

A solucdo de proteinas do concentrado proteico do soro do leite foi preparada na
concentragdo 2%. A solucdo permaneceu 4 horas sob agitacdo constante a 500 rpm, em
temperatura ambiente; apds foi diluida para a concentracdo final de 0,2% (m/m) e mantida
em agitacdo, por 60 minutos. A solu¢do de gelatina foi preparada na concentrac¢io de 0,2%
em agitagdo constante a 45 °C, por 1 hora. Para a solu¢do da mistura GEL:WPC (1:1),
solugdes de gelatina e proteinas do soro do leite foram misturadas na concentracdo de 0,2%,
em agitacdo constante, ambas a 45 °C. As solucdes tiveram o pH ajustado antes das
misturas. Os coacervados foram preparados utilizando misturas volumétricas em tubos de
vidro de 30 mL, em diferentes relagcdes (proteina:polissacarideo) com pH ajustado para 3,0,
3,5 ¢ 4,0. Para o pH 3,0 e 3,5 foram avaliadas rela¢des proteina:polissacarideo variando de

1:1 a 10:1, enquanto a pH 4,0 as relacdes variaram de 1:1 a 20:1.

Apbs a preparacdo, as misturas permaneceram em repouso por 12 horas em
temperatura ambiente para posterior determinacdo do potencial Zeta. As amostras foram
agitadas manualmente imediatamente antes da determinacdo. As relacdes foram preparadas
em triplicata, em temperatura ambiente. Os valores dos potenciais Zeta representam uma

média de nove determinacoes.
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3.2.2.4 Complexaciao eletrostatica entre as solucoes de GEL, GEL:WPC, WPC e

particulas de alginato e pectina

Para esse experimento foram produzidas particulas de alginato e pectina, obtidas por
gelificacdo i0nica, conforme descrito no item 2.2.2.4. As particulas sem recobrimento
foram caracterizadas quanto ao tamanho médio, efici€éncia de encapsulacdo e matéria seca
conforme descrito no Capitulo 2. As particulas foram suspensas em meio aquoso com pH
ajustado para 3,0, 3,5 e 4,0 equivalente a uma concentracio de 0,2% (m/m) do
polissacarideo, foram preparadas misturas volumétricas entre  SOLggL:Pprc,
SOLGeL:wpc:Ppec, SOLwpc:Ppec utilizando as seguintes relagdes 0,5:1; 0,75:1; 1:1; 1,25:1;
1,5:1; 1,75:1; 2:1; 2,5:1; 3:1, 4:1, 4,5:1, 5:1; 5,5:1, 6:1 e entre SOLGgL:PaLc,
SOLGeL:wpc:PaLg, SOLwpc:PaLg variando de 0,125:1; 0,25:1; 0,5:1, 0,75:1, 1:1, 1,25:1,
1,5:1, 2:1; 3:1 (0,2% m/m). Quando foram utilizadas as solu¢des de GEL ou a mistura
GEL:WPC, a temperatura foi fixada em 45 °C. Os sistemas foram mantidos em agitacao
durante 1 hora, em homogenizador rotativo, a 25 rpm (Modelo AP 22, Phoenix,
Araraquara, Brasil) e, em seguida, permaneceram mais 12 horas em repouso a temperatura

ambiente para avaliagdo do aspecto visual. Cada solugdo foi preparada em triplicata.
3.2.2.5 Recobrimento de particulas de alginato e pectina com GEL, GEL:WPC e WPC

Para a cobertura com proteinas, foram produzidas particulas como no item 2.2.2.4.
Cinquenta gramas de particulas de alginato ou pectina foram transferidas para 200 mL de
solucdo de proteina. Para os recobrimentos de particulas de alginato, foram utilizadas
solucdoes de GEL, GEL:WPC e WPC nas concentragdes de 0,63%, 0,63% e 0,75%,
respectivamente, e para o recobrimento de particulas de pectina foram utilizadas solugdes
de GEL, GEL:WPC e WPC nas concentracdes de 0,75%, 1,25% e 2%, respectivamente.
Adicionalmente todos os sistemas estudados foram recobertos com concentracoes de 8 %
de proteina em solucdo. As particulas foram mantidas nas solu¢cdes contendo proteina
durante 30 minutos, em agitagdo constante (500 rpm), a 45 °C para a solu¢cdo de GEL e
GEL:WPC e a temperatura ambiente para a solucdo de WPC. As particulas foram lavadas

em peneiras de malha de aco (¢ 53 pm), com dgua deionizada (pH 4,0) para remover a
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proteina que nao foi adsorvida nas particulas. Foram feitas trés produgdes independentes de
particulas para cada concentragdo avaliada. Para cada produgdo, as particulas foram
analisadas em triplicata em relagdo ao tamanho, teor de proteina e umidade. Uma fracao das
particulas dmidas foi congelada e liofilizada (Mod. 501, Edwards Pirani, Crawley, West
Sussex, UK) a -40 °C, pressao de 0,1 mmHg, tempo total do ciclo de 48 h. As particulas

secas foram acondicionadas em frascos com tampa e mantidos sob refrigeracao.
3.2.2.6 Caracteristicas fisico-quimicas das particulas

3.2.2.6.1 Composicao centesimal das particulas de alginato e pectina, recobertas com

GEL, GEL:WPC e WPC

As particulas foram caracterizadas com relagdo ao teor de umidade e proteina, de

acordo com metodologia descrita no item 2.2.2.6.1 do Capitulo 2.

3.2.2.6.2 Tamanho médio e distribuicao de tamanho das particulas de alginato e

pectina com ou sem recobrimento proteico

O tamanho médio (d 0,5) das particulas imidas foi determinado de acordo com

metodologia descrita no item 2.2.2.6.3 do Capitulo 2
3.2.2.6.3 Morfologia das particulas com ou sem recobrimento proteico

A morfologia das particulas imidas sem e com cobertura foi observada conforme

metodologia descrita no item 2.2.2.6.4 do Capitulo 2.

3.2.2.7 Avaliacdo da solubilidade proteica das particulas de alginato e pectina,

recobertas com proteinas submetidas as condicoes gastrointestinais

Particulas de alginato e pectina recobertas com a maior concentragdo de proteinas
em solucdo (8% GEL, GEL:WPC e WPC) foram submetidas as condi¢cOes gastrointestinais
simuladas de acordo com a metodologia descrita por Mozzi et al. (2009) e Sultana et al.
(2000). Em tubos de vidro de 30 mL, contendo 20 mL de suco géstrico artificial (SGA)

com o pH ajustado para 2,0, foram adicionadas duas gramas de particulas timidas e
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incubadas a 37 °C, em banho maria com agitacdo, por 2 horas. O suco géstrico artificial
(SGA) utilizado foi elaborado com 1,12 g/L. KCI; 2 g/LL NaCl; 0,11CaCly; 0,4 g/ KH,PO4
g/L; 3,5 g/l de mucina e 0,26 g/L de pepsina e HCI para ajuste de pH.

Posteriormente para a simulacdo do suco intestinal artificial (STA), alterou-se o pH
para 7,0 com solucdo de NaHCO; na concentracio de 20% (m/v) e adicionou-se
pancreatina na concentracdo de 1,95 g/L, e novamente se incubou as amostras por mais 5
horas. Apds intervalos de tempo de duas, e sete horas amostras foram retiradas para

avaliacdo da morfologia.

Ap6s 2 e 7 horas de simulacdo das condi¢gdes gastrointestinais, aliquotas de 10 mL
foram separadas e colocadas em banho de gelo, onde permaneceram imersas por 15
minutos para inativagao das enzimas. Em seguida, as aliquotas foram centrifugadas por 20
minutos a 34540 g (centrifuga modelo RC-5C Sorvall Instruments, Wilmington, USA). O
teor de proteina que se desprendeu das particulas e ficou solivel no sobrenadante foi
quantificado pelo método de Kjeldahl. Foi preparado um branco, contendo apenas SGA e

pancreatina para o ajuste do nitrogénio proveniente das enzimas.

Foi também quantificado o total de proteina adsorvida nas particulas antes de serem
submetidas as condi¢des gastrointestinais. A produgdo das particulas de alginato e pectina
por gelificagdo idnica e o recobrimento proteico com posterior quantificacdo da proteina
solubilizada durante a simulacdo gastrointestinal foi realizada em trés ensaios

independentes e para cada producdo foram feitas determinagdes em triplicata.
3.2.2.8 Analise estatistica

Foram avaliadas diferencas significativas entre as médias, para os valores obtidos,
utilizando ANOVA e teste de Tukey com auxilio do programa SAS, em nivel de 5% de

significancia.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Caracterizacao dos biopolimeros

Alginato e pectina apresentaram teores de umidade de 12,25 + 0,13% e 13,72 +
0,17%, respectivamente. Como esperado, a gelatina e as proteinas do soro do leite exibiram

alto teor proteico (Tabela 3.3.1).

Tabela 3.3.1 — Composi¢ao centesimal dos biopolimeros (base seca)

Composicao centesimal (%)

Produtos Proteina Lipidios Carboidratos* Cinzas
GEL 89,79 + 0,26 ND ND ND
WPC 80,53 + 0,35 7,58 £0,31 7,96 3,93 +£0,04

(*) por diferenca

ND — N3o determinado

3.3.2 Potencial Zeta dos biopolimeros

As proteinas apresentaram cargas positivas abaixo de seus pontos isoelétricos
(Figura 3.3.1), tendo o potencial Zeta aumentado com a diminui¢cdo do pH, variando de
21,40 mV a -5,19 mV em valores de pH de 3,0 a 9,0 respectivamente, para gelatina; de
21,08 mV a -10,24 mV em valores de pH 3,0 a 8,0 para mistura GEL:WPC e valores de
20,61 mV a -19,70 mV em valores de pH de 3,0 a 7,0, para proteinas do soro do leite.

Todas as proteinas apresentaram aumento do potencial Zeta com decréscimo do pH.

O valor dos pontos isoelétricos das proteinas foram encontrados nos pHs 7,8, 5,2 e
4,35 para GEL, mistura GEL:WPC e WPC, respectivamente. O ponto isoelétrico (pl) do
WPC medido neste estudo, foi semelhante ao relatado em publicacOes anteriores
(pH ~4,45) (CHEN et al., 2012; KOUPANTSIS, KIOSSEOGLOU, 2009), enquanto que
Xu et al. (2012), avaliando o potencial Zeta de solu¢des de gelatina, encontrou o equilibrio
de cargas positivas e negativas em pH 8,0. Em relacio ao valor de potencial Zeta e o ponto

1soelétrico da mistura GEL:WPC ndo foi encontrada informagao na literatura.
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Valores de potencial Zeta para a GEL, encontrado neste trabalho, sdo semelhantes
aos relatados na literatura. Nakagawa e Nagao (2012) avaliando o potencial Zeta de solucao
de gelatina a 0,2% encontraram valores que variaram de 24,5 a -8 mV quando o pH variou
de 1,8 a 7,0. Devido ao aumento do pH a magnitude da carga positiva dos polieletrdlitos
catidnicos diminui, em parte, porque os grupos carboxilas sdo carregados negativamente
(-COO) e alguns dos grupos amina (-NH3") sofrem desprotonacio (-NH»)
(KULMYRZAEV, CHANAMAI, McCLEMENTS, 2000).

Ao analisar o potencial Zeta das emulsdes de alginato e pectina (Figura 3.3.1)
observou-se que ambos apresentaram carga negativa nos valores de pH estudados, tendo
suas cargas aumentadas com elevagdo do pH, variando de -34,68 + 6,31 mV a -71,58 + 7,8
mV para a emulsao de alginato e de -18,84 £ 3,85 mV a -50,90 £ 5,33 mV para emulsdo de
pectina em pHs de 3,0 e 7,0, respectivamente. Além disso, pode-se observar que a emulsao
de pectina apresentou-se menos negativa quando comparada com a de alginato. O potencial
Zeta negativo do alginato e pectina podem ser atribuidos a presenga dos grupos carboxilato.
A carga liquida negativa dos polissacarideos € proveniente dos grupamentos carboxilato
(-COQO’) dos éacidos gulurdnico e galacturdnico distribuidos nas cadeias do alginato e
pectina, respectivamente. Esses resultados estdo préximos aos relatados na literatura. Um
estudo realizado por Peinado et al. (2010) avaliando o potencial Zeta de solugdes de
alginato a 0,2% (m/m) encontrou valores variando de ~-10 mV e ~-70 mV para valores de
pH 2 e 11, respectivamente. Os autores indicaram que a carga negativa do alginato
manteve-se relativamente constante quando o pH foi reduzido de 11 a 4, mas diminuiu
significativamente quando o pH foi reduzido para valores menores de 4, o que pode ser
atribuido ao fato de que os grupos anidnicos do alginato estarem abaixo do valor de seu
pKa, que € em torno de 3,5. Segundo Jones et al. (2010) polissacarideos anidnicos perdem

progressivamente sua carga a medida que o pH € reduzido em relacdo a seu pKa.

Os grupos funcionais carregados negativamente dos polissacarideos podem interagir
com os grupos catidnicos das moléculas de proteinas através da complexacdo eletrostatica
e, assim, coacervados podem ser formados quando solucdes de proteina e de polissacarideo

anidnico sdo misturadas. A formacdo e a estabilidade destes complexos sdo influenciadas
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pelo pH, forca idnica, relacio estequiométrica proteina: polissacarideo, densidade de carga,
forca idnica e condi¢des de producdo como temperatura, velocidade, forma e tempo de
agitacdo (GIRARD et al., 2004; SCHMITT et al., 1998; TOLSTOGUZOV, 1997; YE,
2008). Uma atracdo eletrostética é esperada a valores de pH abaixo do ponto isoelétrico da
proteina e acima do pKa do polissacarideo (MESTDAGH, AXELOS, 1998). O estudo
classico de coacervagdo complexa foi desenvolvido anteriormente por Bungenberg de Jong
et al. (1949).

—A—SOL__
40 __ SOLGEL:WPC
30 —w¥—SOL ..
1 —4&— EMUL
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Figura 3.3.1 Potencial Zeta das solucdes das proteinas (GEL, GEL:WPC e WPC) e

emulsdes de alginato e pectina, na concentragdo de 0,2% (m/m).

Através da avaliacdo dos potenciais Zeta da gelatina e das proteinas do soro do leite
pode-se determinar valores de pH onde a neutralizacdo de cargas pode ser obtida e neste
caso, valores de pH proximos e inferiores a 4,35 podem ser adequados a neutralizacdo e a

formacgao de complexos. No presente estudo foram investigados os valores de pH 3,0, 3,5 ¢

144



CAPITULO 3

4,0 para os testes subseqiientes envolvendo diferentes relacdes estequiométricas entre 0s
hidrocol6ides, para que condi¢gdes ideais de formagdo de complexos eletrostaticos entre as
solu¢des de gelatina, mistura GEL:WPC, proteinas do soro do leite e emulsdes de alginato e

pectina pudessem ser formados.

3.3.3 Complexacao eletrostiatica entre as solucoes de GEL, GEL:WPC, WPC e

emulsoes de alginato e pectina

A formacdo dos complexos foi verificada pela medida do potencial Zeta das
misturas em funcdo da variacdo da quantidade de proteina mantendo-se fixa a quantidade
de polissacarideo, e também através da observacdo visual da fase sobrenadante (Figuras

3.3.2a3.3.7).

As fotografias produzidas para as solucdes de GEL, mistura GEL:WPC e WPC com
a emulsdo de pectina sdo apresentadas nas Figuras 3.3.2, 3.3.3 e 3.3.4. Nestas figuras, na
parte superior sao apresentados os valores de potencial Zeta dos complexos, expressos em

milivolts (mV) e na inferior as relagcdes volumétricas (proteina: polissacarideo).

E possivel observar que, independentemente do tipo de polissacarideo utilizado para
complexar com as moléculas de proteina, ocorre produgcdo de solucdes turvas com
intensidades diferentes quando um dos componentes estd em excesso. Pode-se também
observar uma relagdo 6tima da mistura proteina: polissacarideo para cada valor de pH
utilizado (3,0, 3,5 e 4,0) com potencial Zeta (mV) préximo de zero e com separacdo de

fases.

Como esperado, observou-se que o potencial Zeta tornou-se menos negativo com
aumento da quantidade de proteina na mistura com o polissacarideo, indicando producio de
complexos moleculares. Em um estudo onde a solu¢cdo de goma acacia foi adicionada a de
B-lactoglobulina, a separacdo de fases apareceu quase imediatamente apds a mistura das
solu¢des, em pHs 3,6, 4,2 e 5, e a amplitude das fases dependeu fortemente do valor do pH

(SCHMITT et al., 1999).
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A Tabela 3.3.2 apresenta as relacdes Otimas proteina:EMULpgc obtidas na

observacao visual das Figuras 3.3.2, 3.3.3 ¢ 3.3.4.

Tabela 3.3.2 Relacdes 6timas entre solucdes de proteinas e emulsdo da pectina

pH Relagdo Potencial Zeta
SOLGELZEMULPEC 3,0 1,5! 1 0,66

3,5 2,5:1 1,00

4,0 4,5:1 2,81
SOLC,EL;WpciEMULpEC 3,0 1,5:1 1,33

3,5 3:1 0,48

4,0 6:1 0,26
SOprciEMULpEC 3,0 2:1 3 ,84

3,5 4:1 -0,87

4,0 8:1 0,41

A partir desses resultados, pode-se observar que uma quantidade maior de proteina
foi necessdria para saturar os grupos carboxilato da pectina, quando o pH foi aumentado de
3,0, 3,5 para 4,0. Esse efeito pode ser atribuido ao fato de que a proteina tem mais cargas
positivas em solucdes dcidas (WEINBRECK et al., 2004) e, portanto, mais moléculas da
pectina poderem se ligar aos grupos catidnicos. Para cada valor de pH existe uma relacao
especifica entre os biopolimeros, em que eletroneutralidade do complexo é encontrada
sendo, portanto, possivel entre o pKa do polissacarideo e o pl da proteina, desde que
diferentes relacdes estequiométricas sejam utilizadas em cada valor de pH (BURGESS,
CARLESS, 1984; DE KRUIF et al., 2004). Girard, Turgeon, Gautheir (2002) avaliaram o
potencial Zeta de misturas entre B-lactoglobulina e pectina na propor¢do 10:1 observando
variacOes de carga em fun¢do do pH, determinando valores de potencial Zeta de 2 mV em
pH 3,5 € -8,4 mV para o pH 7,5 para a mesma relacio estequiométrica. A mistura proteina:
polissacarideo em diferentes estequiometrias altera o equilibrio da carga (negativo/positivo)
e, consequentemente, a extensdo da associacdo entre estes dois poli-ions (FARRIS et al.,

2009), o que € consistente com os resultados obtidos no presente trabalho.

146



CAPITULO 3

A)  pH3,0

AR 19.00 1850 1830  16.40 E a 8.54 g 0.66 -3.60 -18.84

- W

1.5:1 1:1 EMULpgc

B) pH 3,5

16.63 15.40

W W W

3:1 2.5:1 2:1

12.67 11.80 10.76

w“"'w'@

10:1 8:1 (H 5.5:1 5:1 4.5:1 3:1

Figura 3.3.2 - Influéncia da acidez e da relacio SOLgeL:EMULpgc no aspecto visual e
potencial Zeta das misturas (valores expressos em mV indicados na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5 e C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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A)  pH3,0

20.98 18.11 1823  18.02 @ 17.00 15.68  13.79

5:1

SOLGEgrL:wpe 10:1 8:1 6:1 4:1 3:1 2,5:1 il 1,5:1 1:1 EMULpgc

B) pH 3,5

15.50 1511 1442 10.53 g . b -2.63 -6.82 -13,69 -1996 -27.18
| ! [

BOL grr..wpc 10:1 8:1 : =8 3 =H 1:1 EMULpgc

C) pHA40

0.26 -1.24 -286 -385 § 30,508 -36.63

OLGEL:\\PC 10:1 8:1 6:1 5,5:1 5:1 H H 2811 1:1 EMULPE(

Figura 3.3.3 - Influéncia da acidez e da propor¢cao SOLggr.wpc:EMULpgc no aspecto visual
e valores de potencial Zeta das misturas (valores expressos em mV indicados na parte

superior dos tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5 e C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.

148



CAPITULO 3

20.61 19.67 19.34 18.89  18.77 1779 11.81 8.46 3.84 -4.07 - &'

utﬁftl'

5:1 4:1 3:1 : : 1,5:1 1:1 EMULpgc

498 3.93

'1-
4
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.'¢1
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b

221 822 ] | 2462 -2977 -36.63

Figura 3.3.4 - Influéncia da acidez e da relacio SOLwpc:EMULpgc no aspecto visual e
potencial Zeta das misturas (valores expressos em mV indicados na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5 e C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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Misturas utilizando emulsdes de alginato tiveram comportamento semelhante aos
observados quando pectina foi utilizada. Todas as relagdes proteina:polissacarideo
estudadas apresentaram mudancas elétricas acompanhadas das alteracdes fisicas observadas
visualmente a medida que a quantidade de proteina aumentou em relacdo a de alginato. As
fotos dos produzidos entre as solugdes de gelatina, mistura GEL:WPC, proteinas do soro do

leite e as emulsdes de alginato estdo apresentadas nas Figuras 3.3.5, 3.3.6 ¢ 3.3.7.
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A)  pH3,0

21.40 20.06 20.04 1894 17.69 1698 13.89 8,96 1,23 987 -26.58  -34.68

IS 008

4:1 3:1 2.5:1 2:1 =} 1:1 ENIULALG

B) pH 3,5

16.63 1518 1496 14.07 11.40 -128° -17.58 -2507 -3525 -37,25 -3849 -40.36

C) pHA40

12.67 11.77 11.07 10:38

—
SOLggr, 20:1 16:1 12:1

Figura 3.3.5 - Influéncia da acidez e da relacio SOLggL:EMUL41G no aspecto visual e
valores de potencial Zeta das misturas (valores expressos em mV indicados na parte

superior dos tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5 e C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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A) pH3

20.98 19.11 1890 1838 17.25 15,78 9.68 5,94 -1,55 -1518 -25.12

e " ' :
£ I ! .
BOLGEr:wec 10:1 8:1 6:1 : 4:1 Sae 25l 2: - 14541 1:1 EMULyLq

B) pH 3,5

15.60 1420 11.83 3.10 -3.10 -16,93 2232 -26,67 -3148 -32.28 -40.46

BOLgrr.wee  8:1 6:1
O pH 4,0

10.6 10.19 9.76 | 6,65 3.56 -1,17 637 -10,02°

. A A A B B

BOLGer:wee 20:1 16:1  12:1 10:1 L H | 7:1

Figura 3.3.6 - Influéncia da acidez e da relacio SOLggL.wpc:EMULArLG no aspecto visual e
potencial Zeta das misturas (valores expressos em mV indicados na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5 e C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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A)  pH3,0

20.61 1730 1635 15,11 13.60 10,87 -1.16 -838 -17.81 2443 -27.84 -3468

1.5:1 1:1 EMUL, g

7.77 -543 1190 22113 2570 -25.85 -30.33 -35.40 -40,36

ellll'..‘

2.5:1 1.5:1 1:1 EMUL,¢

1.26  -043 -2,69 =572 772 413,82

20:1 16:1 14:1 12:1 10:1 :1 - . 5 T EMUL,; ¢

Figura 3.3.7 - Influéncia da acidez e da relacio SOLwpc:EMULarg no aspecto visual e
potencial Zeta das misturas (valores expressos em mV indicados na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5 e C) pH 4,0. Fotos apds 12 horas de repouso.
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E possivel observar que, independentemente do tipo de polissacarideo utilizado para
complexar com as moléculas de proteina, houve formacdo de solu¢des turvas com
intensidades diferentes quando um deles esteve em excesso. No entanto, pode-se verificar
uma relacdo 6tima da mistura proteina:EMULa1 g para cada valor de pH utilizado (3, 3,5 ¢
4) com potencial Zeta (mV) préximo de zero, com separacdo de fases conforme

apresentado na Tabela 3.3.3.

Tabela 3.3.3 Relacdes 6timas entre solucdes de proteinas e emulsdo de alginato

Ph Relagdo Potencial Zeta
SOLC,ELZEMULALG 3,0 2:1 1,23

3,5 4:1 -1,28

4,0 8:1 1,36
SOLGEL;WPC:EMULALG 3,0 2:1 1 ,55

3,5 4:1e 5:1 -3,30e 3,10

4,0 8:1 -1,17
SOLwpc:EMULALG 3,0 3:1 -1,16

3,5 6:1 0,89

4,0 14:1 0,43

Em estudo recente foi observada formac¢do mdxima de coacervados entre misturas
de isolado proteico de ervilha e alginato, a concentracdo de 0,1% (m/v) em pH 2,5, na
propor¢ao de mistura 4:1 (KLEMMER, 2012). Adicionalmente, em outro estudo recente
onde solucdes de gelatina e de alginato a 0,5% foram misturadas, madxima complexacdo foi
encontrada na relacdo gelatina:alginato de 3,5:1 a pH 3,75 (DEVI, KAKATI, 2013).
Complexos insoliveis entre pectina de beterraba, de alto teor de metoxilacdo ndo amidada,
e proteinas do soro do leite em pH 4,0 foram obtidas para a relacdo pectina:WPC 1:3,84
(NEIRYNCK et al., 2007) enquanto que Girard, Turgeon e Gautheir (2002) observaram
alta adsor¢do de B-lactoglobulina (96%) na formacdo de complexos com pectina de baixo

teor de esterificagdo em pH 4,5 na relacio 1:4 de pectina:proteina.

Os resultados das medidas de potencial Zeta das solugdes de proteinas e das
emulsdes dos polissacarideos realizadas mostra que € possivel ocorrer complexacao

eletrostatica entre os biopolimeros estudados nos pHs 3,0, 3,5 ¢ 4,0. Em funcdo dos
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resultados apresentados para o estudo envolvendo complexacdo de solucdes de proteinas e
polissacarideos, os mesmos valores de pH (3,0, 3,5 e 4,0) foram utilizados para o estudo da

complexacdo de particulas de polissacarideos com as mesmas proteinas estudadas.

3.3.4 Complexacdo eletrostatica entre solucoes de GEL, GEL:WPC, WPC e

particulas de alginato e pectina

Particulas de pectinas e alginato sem recobrimento nos pHs 3,0, 3,5 3 4,0 foram
caracterizadas e os resultados apresentados na Tabela 3.3.4. Particulas de pectina
apresentaram tamanhos de 285,77 + 16,60 um, 277,83 £ 26,50 ume 212,10 + 26,50 um em
pH 3.0, 3,5 e 4,0. Quando pectina foi utilizada para producdo das particulas em pH 3,0
observou-se menor teor de matéria seca, com diferenca significativa quando comparado
com as particulas produzidas nos pHs 3,5 e 4,0. Particulas de alginato apresentaram
tamanhos médios de 137,67 £ 7,79 um, 140,48 £ 4,71 um e 135,18 £ 3,76 um em pH 3,0,
3,5 e 4,0, respectivamente, sem diferenca estatistica significativa (p>0,05). Pode-se também
observar quantidades de matéria seca proximas entre particulas de alginato produzidas sem

diferenga estatistica significativa (p>0,05) nos diferentes pHs estudados.

O efeito da variacdo do pH observado para as particulas de pectina, em pH 3,0 com
diminui¢ao do teor de matéria seca e aumento de tamanho médio quando o pH foi abaixado
para 3,0 e 3,5, podem ser atribuidas a menor densidade de carga da pectina em pHs
préximo de seu pKa (pH 2,9) e, consequentemente, a sua afinidade pelos ions de célcio
também decresce. Esse efeito pode ser compensado parcialmente pela formacdo de ligacdo

de hidrogénio entre grupos carboxilicos protonados (CAPEL et al., 2006).

Foi observada alta eficiéncia de encapsulagdo (>90%) em todos os sistemas
estudados, independentemente do pH utilizado para a obtencdo das particulas. Os
resultados indicam que gelificagdo 10nica é uma técnica eficiente, especialmente para

encapsulacdo de substancias hidrofébicas.
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Tabela 3.3.4 Caracteristicas das particulas de alginato e pectina em diferentes pHs.

pH 3,0 pH 3,5 pH 4,0
Paig
Matéria seca (%) 5,39 +0,69* 5,25+045° 5,83+0,09°
Teor de 6leo (%) 42,68 £0,97° 41,81 £0,48° 41,45+0,80"
E.E. (%) 94,42 £2,15% 92,50 +£1,07° 91,70+1,80*
Tamanho (um) 137,76 £ 7,79 140,48 £4,71° 135,18+3,76°
Ppec
Matéria seca (%) 4,25+0,21° 4,76+0,15* 4,98+0,78*
Teor de 6leo (%) 42,03+0,73* 42,52+0,84 " 43,16%1,10*
E. E. (%) 02,98+1,62% 04,42+2,15% 95,504+2,42*
Tamanho (um) 285,77+16,6* 277,83+26,5* 212,1047,1 b

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam diferengca entre as amostras (p<0,05),

obtida através do teste de Tukey.

No estudo com particulas, a quantidade de carga nao pdde ser quantificada pelo
dispositivo eletroforético devido a rdpida sedimentacdo das particulas. Em fungdo dessa
dificuldade, a observacdo visual das relacdes estudadas foi utilizada para avaliar as
diferentes relagdes proteina:particulas para os pHs 3,0, 3,5 e 4,0. Além disso, sistemas
contendo gelatina ndo apresentaram diferencas visuais em relag@o as solucdes e particulas
de pectina complexadas com gelatina, produzindo alta aderéncia nas paredes dos tubos
prejudicando a avaliacdo. As medidas do tamanho das particulas com a proteina adsorvida e
a quantidade de material coacervado precipitado foram utilizadas quando necessdrio, para a

avaliacdo dos sistemas.

N

Ap6s a gelificacdo 10nica, devido a complexacdo dos grupos carboxilato do
polissacarideo-ions cdlcio, a carga liquida negativa da particula € muito menor que a do

polissacarideo em solug@o. Como nao foi possivel medir o potencial Zeta dos sistemas onde
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as particulas foram utilizadas, o pressuposto é que a neutralizacdo de cargas vai requerer
uma quantidade de proteina menor para saturar as cargas negativas das particulas que as
utilizadas quando misturas de solu¢des foram estudadas. Desta forma, foram necessarias
relacdes estequiométricas proteina:polissacarideo menores que as utilizadas para as

misturas de solu¢des (SMERDEL et al., 2008).

Para proteina:Ppgc as relagdes utilizadas foram: 0,5:1, 0,75:1, 1,25:1, 1,5;1, 2:1,
2,5:1, 3:1, 3,5:1, 4:1, 4,5:1, 5:1 e 6:1, enquanto para proteina:Parc foram utilizadas as
relacoes: 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1, 0,75:1, 1:1, 1,25:1, 1,5:1, 2:1, 2,5:1 e 3:1 todas expressas
como relagcdes volumétricas. Estas relacdes foram posteriormente convertidas para relagdes

massicas.

Em pH 3,0, quando SOLggr:Ppec foi avaliada a melhor relacdo volumétrica
observada proteina:particula foi 0,75:1 (Figura 3.3.8-A), para mistura SOLggL.wpc:Pprc foi
1,25:1 (Figura 3.3.9-A) e também 1,25:1 no caso do SOLwpc:Ppec (Figura 3.3.10-A)
Quando particulas de alginato foram utilizadas as melhores relacdes volumétricas obtidas
foram 0,25:1 (Figura 3.3.11-A) para SOLggL:Parg; 0,50:1 (Figura 3.3.12-A) para a mistura
SOLgeL:wpc:Parg € 0,25:1 (Figura 3.3.13-A) para SOLwpc:Parc.

Quando o pH investigado foi 3,5 no caso de particulas de pectina as relacdes
volumétricas foram 1:1 (Figura 3.3.8-B), 1,5:1 (Figura 3.3.9-B) e 2:1 (Figura 3.3.10-B)
para SOLGgL:Ppec, SOLgeL:wpc:Ppec € SOLwpc:Ppec, respectivamente, enquanto para
particulas de alginato estas relacdes foram 0,75:1 (Figura 3.3.11-B), 0,75:1 (Figura 3.3.12-
B) e 1:1 (Figura 3.3.13-B) para SOLGgL:Parg, SOLgeL:wpc:Parc € SOLwpc:Parc,

respectivamente.

No caso dos sistemas a pH 4,0, para particulas de pectina foram obtidas as relacdes
volumétricas: 1,5:1 (Figura 3.3.8-C), 2,5:1 (Figura 3.3.9-C) e 4:1 (Figura 3.3.10-C),
enquanto para particulas de alginato relacdes de 1,25:1 (Figura 3.3.11-C), 1,25:1 (Figura
3.3.12-C) e 1,5:1 (Figura 3.3.13-C) para GEL, mistura GEL:WPC e WPC respectivamente.
Souza et al. (2012) observaram precipitacdo de complexos a partir da relacdo 1:2,3 para

solu¢do de particulas de pectina e de proteinas do soro do leite.
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Como esperado, foram necessdrias menores quantidades de proteina para
complexacdo quando foram utilizadas particulas em comparagdo com a complexacdo com

as emulsoes.

Quando particulas de pectina foram complexadas com gelatina utilizando relacdes
superiores a 1:1, 2:1 e 3:1 para pH 3,0, 3,5 e 4,0, respectivamente, observou-se alto grau de
agregacdo das particulas tornando impossivel a determinacdo do tamanho. A
agregacdo/aderéncia as paredes dos tubos pode ser devida a elevada densidade de carga
linear da gelatina. Outra hipdtese € que alta concentracdo de moléculas tenha gelificado
devido ao abaixamento da temperatura de 45 °C para 25 °C (temperatura ambiente). Apds a
mistura a complexacdo entre particulas de pectina de gelatina seria favorecida apenas em
baixas concentracdes e em temperatura superior a de gelificacdo (>30 °C). Particulas de
alginato complexadas com gelatina foram relativamente mais estdveis, ndo apresentando
agregacdo/aderéncia, sendo possivel a medida dos tamanhos médios. O alginato foi
superior a pectina para complexar com gelatina, em termos de menor agregacdo, com

tamanho de particula menor e de facil dispersdo. Comportamento semelhante foi também

observado por Saravanan e Panduranga Rao (2010).

Particulas de pectina complexadas com gelatina sofreram maior aumento de
tamanho. Resultado oposto foi observado quando comparado as particulas complexadas
com proteinas do soro do leite, enquanto que as particulas complexadas com a mistura
GEL:WPC mantiveram tamanho préximo de seu tamanho original da pectina. Particulas de
alginato apds adsor¢@o aumentaram de tamanho independente do tipo de proteina ou do pH

(3.0, 3,5 e 4,0) utilizado para complexagao.
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A)  pH3,0

25713 25407 25191 285,77

bWuU"'

2.5:1 J 1,75:1 1 1,25:1 1:1 0,75:1 0,5:1 B

B) pH 3,5

284,13 264,15 247,69 249.63

269,54 252,71 238,77 217,14 213.03 212,10

Figura 3.3.8 Influéncia da acidez da relacdo SOLggL:Ppec, no aspecto visual das misturas e
no tamanho das particulas (tamanho em pm, indicado na parte superior dos tubos). A) pH

3,0, B) pH 3.5, C) pH 4,0. Fotos apds 12 horas de repouso.
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A)  pH3,0

201,32 208,57 23490 230,44 285.77

Ubwv""'

OLFFI “WPC 2,5:1 2:1 1.75:1 1,5:1 1.25:1 1:1 0,75:1 Prrc
B) pH 3,5

23323 246,14 25095 21729 221,50 221,02 237,59

SO T wo il 2,5:1 :1 1,75:1 1,5:1 1,25:1 :1 0,75:1

C) pH4,0

20608 21806 204,08 198,95 187,68 184,81 194,52 212,10

- - """

SOL k1 -wee REH 2,5:1 1,5:1 1:1 0,75:1 Pprc

Figura 3.3.9 Influéncia da acidez e da relagdio SOLggr:wpc:Ppec, no aspecto visual das
misturas e no tamanho das particulas (tamanho em pum, indicado na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5, C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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A)  pH3,0

164,09 193,81 22533 23946 231,81 228,67 225,58 232,02

ﬂ-"""'

SOLwer- 2,5:1 2:1 1751 1,5:1 1,25:1  1:1 0,75:1  Ppic
B) pH 3.5

174,89 200,40 212,62 226,92 23986 238,13 220,14 | 238,51 277,83

PR L |

SOLwpc 3 S:1 RH | 2 CH 2:1 1,5:1 1:1 PPEC

C) pH4,0

171,76 17124 187,87 185,63 191,36 207,03 (19152 182,66 212.10

SOLwec 4,5:1 35E 31

Figura 3.3.10 Influéncia da acidez e da relacdo SOLwpc:Ppec, no aspecto visual das
misturas e no tamanho das particulas (tamanho em pum, indicado na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5, C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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A)  pH3,0

178,17 196,26 177,87 176,68 154,70 143,80 137.67

SOLGx1 1.25:1 0,75:1 5:1 0,25:1 0,125:1 Parc
B) pH 3,5

196,84 207,92 19325 179,80 196,53 19197 18335 155,66 140,48

SOLcm. 20 1.5:1 1.25:1 1:1 0,75:1  0,5:1 0,25:1 Parc
O pH 4,0

183,65 172,01 171,78 169,25 178,93 166,89 160,89 152,57 135,18

SOLgEL 1.5:1 1.25:1 1:1 0,75:1  0,5:1 0,25:1 Paig

Figura 3.3.11 Influéncia da acidez e da relagdo SOLggr:Parg, no aspecto visual das
misturas e no tamanho das particulas (tamanho em pum, indicado na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5, C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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A)  pH3,0

205,17 186,81 186,38 188,75 150,65 140,69 137,67

SOLgerwee  1.25:1 0,75:1 ,S:1 0,25:1 0,125:1 Puc

B) pH 3,5

198,04 181,28 19358 178,11 176,10 179,24 176,32 151,91 140,48

SOLGEL:wec 1,5:1 1.25:1 1:1  0,75:1 0,5:1 025:1 0,125:1 Pac

C) pH4,0

153,16 152,59 146,71 153,16 153,01 156,12 152,70 145,56 135,18

SOLcrr-wee 2=1 1,5:1 1,25:1 0,75:1  0,5:1  0,25:1  0,125:1 ALG

Figura 3.3.12 Influéncia da acidez e da relagdo SOLggL:wpc:PaLg, no aspecto visual das

misturas e no tamanho das particulas (tamanho em pum, indicado na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5, C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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pH 3,0

167,70 148,71 147,55 149.92 141,25 142,50 137.67

SOLwpc 1,25:1 1:1 0,75:1 ,5:1 0,25:1 0,125:1 Parg
A) pH 3,5

162,66 184.08 37488 178,67 169.52 16575 15788 151,48 140.48

SOLwpc 1S M |53 | 0,75: 0,5:1 0,25:1 0,125:1 Parc

B) pH4,0

15583 15725 15945 166,65 160.69 163.63 162,39 157,50 135.18

!
SOLwpc 3:1 2,5:1 2: l 1,5:1 1:1 0,:1 0,:1 (),5; 1 ALG

Figura 3.3.13 Influéncia da acidez e da relacdo SOLwpc:PaLg, no aspecto visual das

misturas e no tamanho das particulas (tamanho em pum, indicado na parte superior dos

tubos). A) pH 3,0, B) pH 3,5, C) pH 4,0. Fotos ap6s 12 horas de repouso.
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Independentemente do tipo de proteina utilizada, esses resultados indicaram que
quantidades menores de proteinas foram necessdrias para saturar as particulas de alginato
quando comparado com particulas de pectina. Esse resultado € coerente com as
informagdes apresentadas no Capitulo 2 do presente trabalho. No processo de gelificacao
idnica as particulas de alginato apresentaram maior quantidade de fons célcio indicando
maior intensidade de reticulacdo com fons carboxilato e, portanto menor densidade de carga

negativa para se associar com as proteinas em relagdo as de pectina.

3.3.5 Adsorciao de gelatina e proteinas do soro do leite em particulas de alginato e

pectina

Para a continuidade do trabalho envolvendo o estudo da adsor¢cdo de proteinas em
sistemas mais concentrados, o pH escolhido foi 4,0 considerando que entre os pH nos
sistemas diluidos (3,0, 3,5 e 4,0) o pH 4,0 estd mais distante do valor dos pKas dos
polissacarideos e portanto, apresenta maior quantidade de cargas (KUROPATWA,
TOLKACH, KULOZIK, 2009). Este valor foi também utilizado anteriormente para avaliar
as interagdes entre a pectina de beterraba e B-lactoglobulina (SANTIPANICHWONG et al.,
2008).

De acordo com as relagdes volumétricas escolhidas, suas correspondentes relacdes
madssicas para as particulas de pectina foram proteina: polissacarideo: 1,06:1, 1,77:1 e
2,82:1, enquanto para particulas de alginato as de proteina:polissacarideo foram: 0,73:1,
0,73:1 e 0,88:1 para GEL, mistura GEL:WPC e WPC, respectivamente. Para trabalhar
nessas relacdes mdssicas selecionadas para as particulas de pectina as concentragdes de
proteinas em solucdo foram de 0,75, 1,25, e 2,0% para gelatina, mistura GEL:WPC e
proteinas do soro do leite, respectivamente, enquanto para particulas de alginato as
concentragdes das solucdes de proteina correspondentes as relacdes investigadas foram
0,63, 0,63, e 0,75% para gelatina, mistura GEL:WPC e proteinas do soro do leite.
Adicionalmente a fim de obter mais informacdes sobre a adsorcdo proteica, foi escolhida
uma relacdo com alto teor de proteina em solugdo (8%) para todos os sistemas estudados e
neste caso a relacdo proteina: particulas de pectina foi de 11,30:1 (m:m) enquanto para

proteina:particulas de alginato foi de 9,36:1 (m:m), respectivamente.
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Ao se analisar o teor de proteina adsorvida (Tabela 3.3.5), quando foram utilizadas
particulas de pectina, os teores de proteinas foram 36,45 + 0,80% (RM 1,06:1), 44,33 +
1,93% (RM 1,77:1) e 46,85 £ 0,97% (RM 2,82:1) recobertas com GEL, mistura GEL: WPC
e WPC, respectivamente, enquanto para as particulas de alginato as adsor¢des foram de
26,28 £ 1,93% (RM 0,73:1), 23,28 £ 0,83% (RM 0,73:1) e 17,38 = 1,07% (RM 0,88:1)
recobertas com GEL, mistura GEL:WPC e WPC, respectivamente.

O aumento da concentracdo de proteina em solucio (8%) resultou no aumento de
proteina adsorvida em ambas as particulas, porém superiores quando particulas de pectina
foram utilizadas quando comparadas com o teor de proteina adsorvida nas particulas de
alginato. Resultados semelhantes foram observados no Capitulo anterior quando particulas
de pectina e alginato foram recobertas com OVA e WPC ou sua mistura. Além disso,
quando a gelatina foi utilizada observou as maiores quantidades adsorvidas quando
comparadas com as adsorcdes da mistura GEL:WPC e proteinas do soro do leite. Uma
possivel explicagdo para a maior adsor¢@o € a natureza aberta da estrutura da gelatina em
relacdo a estrutura globular das outras proteinas estudadas, o que pode facilitar maior
interacdo entre as moléculas disponiveis dos polissacarideos e a proteina e também a
interacdo proteina-proteina. A ordem de adsor¢do observada, independente do
polissacarideo, foi GEL>WPC>GEL:WPC indicando que a mistura proteina aberta +

globular ndo foi tio eficientemente adsorvida comparada as proteinas individuais.

Tem sido mostrado na literatura que proteinas flexiveis ligam polissacarideos mais
fortemente que proteinas globulares (GRINDROD, NICKERSON, 1968). A explanacio
proposta é que moléculas flexiveis sdo capazes de formar um maximo nimero de contatos
com moléculas de carga oposta, e a concentracdo local dos grupos que interagem ¢é

favorecida.
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Tabela 3.3.5 - Teor de GEL, GEL:WPC, WPC adsorvidas em particulas de alginato e

pectina, produzidas por gelificacdo i6nica em fun¢do da concentracdo da proteina

em solu¢do (%), pH 4,0.

Proteina em Relacao Proteina adsorvida (%)

solugdo (%) (m:m) PaLG-GEL PALG-GEL:wPC PaLG-wpc
0,63 0,73 :1 26,28 + 1,93 23,28 +£0,83  --mmmmmmmme-
0,75 0.88:1 o 17,08 + 1,07
8,00 9,36: 1 53,68 £ 1,60 46,97 £ 1,23 47,28 +£ 0,30

Ppec-GEL PpEc-GEL:wpC Ppec.wpc

0,75 1,06 : 1 36,45+ 0,80 oo —oememeeee
1,25 110 R — BV < J——
2,00 282:1 46,85 + 0,97(%)
8,00 11:30: 1 62,36 + 1,66 56,74 + 1,13 60,08 £ 2,51(*%)

(*) Valores mencionados no Capitulo 2

3.3.6 Teor de matéria seca em particulas de alginato e pectina, recobertas com GEL,

GEL:WPC e WPC

Como esperado, o aumento da quantidade proteina adsorvida resultou em aumento
no teor de matéria seca nas particulas de alginato e pectina. No caso das particulas de
pectina recobertas, os teores de matéria seca variaram entre 11,19 = 0,99%, 11,59 £ 1,36%
e 9,23 + 1,29% quando as concentragdes de proteina foram 0,75% para GEL, 1,25% para a
mistura GEL:WPC e 2,00% para WPC, respectivamente. Teores de matéria seca 19,02 *
1,26%, 17,64 £0,61% e 19,46 + 0,41% foram quantificados quando foram utilizadas 8% de

proteina em solugdo para GEL, mistura GEL:WPC e WPC, respectivamente.

Os teores de matéria seca, para as particulas de alginato foram de 10,55 + 0,55%,
9,36 £ 0,44%, e 8,16 £ 0,45% quando as concentragdes de proteina foram 0,63% para GEL,
0,63% para a mistura GEL:WPC e 0,75% para WPC, respectivamente (Tabela 3.3.6).
Foram determinados teores de matéria seca de 17,14 + 1,23%, 15,32 + 0,55% e 14,63 =+

0,23% quando foi utilizada 8% de concentragdo de GEL, mistura GEL:WPC e WPC.
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Tabela 3.3.6 Teor de matéria seca em particulas de alginato e pectina, produzidas por
gelificacdo i0nica, recobertas com GEL, GEL:WPC, WPC em funcdo da proteina
em solu¢do (%), pH 4.,0.

Proteina em Relacao Matéria seca (%)

solugdo (%) (m:m) PaLG-GEL PALG-GEL:wPC PaLG-wpc
0,63 0.73:1 10,55 + 0,55 936+ 044
0,75 0.88:1 8,16 + 0,45
8,00 9,36: 1 17,41+ 1,23 15,32 £ 0,55 14,63 + 0,23

Ppec-GEL PpEc-GEL:wpC Ppec.wpc

0,75 1,06: 1 1109+ 0,99  coeoeemere oo
1,25 (15 T — 11,594 1,36 —oremeeees
2,00 282:1 9,23 + 1,29 ()
8,00 11:30: 1 19,02 + 1,26 17,64 + 0,61 19,46 £ 0,41 (*)

(*) Valores mencionados no Capitulo 2

3.3.7 Tamanho médio e morfologia das particulas de alginato e pectina recobertas

com GEL, GEL:WPC e WPC

Os tamanhos médios das particulas de alginato e pectina timidas recobertas com
solu¢do de proteinas estdo apresentados na Tabela 3.3.7. Pode-se verificar que particulas de
pectina recobertas com GEL apresentaram aumento de tamanho para 252,8 + 6,7 um e
282,5 + 22,3 um nas concentracdes de 0,75 e 8,0%, respectivamente. Comportamento
diferente foi observado quando as particulas foram recobertas com WPC, apresentando
diminui¢ao de tamanho para 200,9 um = 10,7 e 164,5 £ 8,8 um nas concentragdes de 2,0 e
8,0% respectivamente. No entanto, quando foram recobertas com a mistura GEL:WPC
mantiveram tamanhos proximos ao tamanho médio original obtido para particulas de

gelificacdo i0nica.

As particulas de alginato, independente da concentracdo da proteina em solugdo e
do tipo de proteina, aumentaram de tamanho. Quando 8% de proteina foram utilizadas os
tamanhos foram de 159,9 + 6,1 pm; 152,77 £ 3,9 ym e 163,4 £ 2,9 um para as particulas
recobertas com GEL, mistura GEL:WPC e WPC, respectivamente.
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Tabela 3.3.7 - Tamanho médio (um) das particulas de alginato e pectina, produzidas por

gelificacdo i0nica, recobertas com GEL, GEL:WPC e WPC

Proteina em Parg PaLG-GEL Paig PaLG-GEL:wPC PaLg PaLG-wpc

solugdo (%)

0,63 140,4+3,7 186,1£2,7 137,3£2,9 147,2434 - -

0,75 s e 136,7£3,4 165,3+4,9

8,0 140,4+3,7 159,9+6,1 137,3£2,9 152,739 136,7£3,4 163,4+2,9
Ppec Ppec-GEL Ppec Ppec-GEL:wpC Ppec Ppec-wrc

075 21764164 252,846,7 -commmeere —memememememeee -

125 oo e 22145121 2326112 e

L0 0 230,1222.4 200,9+10,7(*)

8,00 217,6+16,4 282,5+22.3 221,4+12,1 223,4+15,3 209,4£16,2 164,5+8,8(*)

(*) Valores mencionados no Capitulo 2

As particulas de alginato recobertas com as proteinas apresentam superficie definida
e continua, aproximadamente esféricas com as gotas de Oleo distribuidas por toda a
extensdo do gel (Figuras 3.3.14 e 3.3.15 — A, C e E). Pode-se verificar também que o
recobrimento das particulas com a camada(s) proteica(s) ndo alterou a morfologia e nem
afetou a distribuicdo do material de recheio na particula. Porém, a superficie das particulas
tornou-se rugosa, evidéncia que a rugosidade na superficie estd associada a cobertura

protéica.
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Liofilizadas

PALG-GEL

alginato recobertas com GEL, GEL:WPC e WPC na concentragdo de 8% de proteina em
solucdo, pH 4,0. Barras MO = 100 ym e MEV = 10 uym.
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Umidas Liofilizadas

PPEC -GEL

Ppec-wpc

3

0015 2000X 200

i

i o - e -

Figuréil‘3.3.15l ~ Fotos obtidas por MO (A,CeE)e MEV (B,DeF) de partl’culasde pectina
recobertas com GEL, GEL:WPC e WPC na concentracdo de 8% de proteina em solucao,
pH 4.,0. Barras MO = 100 pm e MEV = 10 pm.
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3.3.8 Particulas de alginato e pectina com ou sem revestimento proteico, submetidas

as condicoes gastrointestinais

Particulas dimidas de alginato e pectina com e sem recobrimento proteico foram
avaliadas quanto a sua resisténcia fisica e quando submetidas seqiiencialmente a condi¢des
gastrointestinais simuladas. A resisténcia das particulas dmidas foi avaliada
qualitativamente utilizando microscopia Otica para captar fotos das particulas apds os
tratamentos. A Figura 3.3.16 apresenta as micrografias 6ticas das particulas sem cobertura
submetidas a acdo enzimadtica, temperatura e pH caracteristico do estobmago (2h) e posterior
troca para condigOes intestinais (Sh). Particulas de pectina foram bastante danificadas apds
duas horas de incubacdo. Além disso, em condicdes intestinais foram destruidas, tornando-
se dificil identificar o seu limite de resisténcia fisica, resultando na possivel liberacao total
do 6leo encapsulado. Por outro lado, particulas de alginato sem cobertura mantiveram-se
sem sinais de desintegracdo aparente durante as primeiras duas horas sob condi¢des
gastricas e também com aparente integridade apds serem submetidas as condigcdes

intestinais.

Com relacdo as particulas de pectina, resultados diferentes foram apresentados na
literatura, em recente estudo, particulas de pectina foram produzidas por gelificacdo idnica
utilizando pectina de baixa metoxilacdo e pectina de alto teor de metoxilacdo modificada,
onde as particulas foram avaliadas em fun¢@o da liberacdo de indometacina em condigdes
géastricas e intestinais simuladas (JUNG, ARNOLD, WICKER, 2013). Os autores
observaram liberacdo de menos de 20% de indometacina apds serem inseridas
seqiiencialmente em ambiente gastrico e intestinal. Em outro estudo, microparticulas de
pectina utilizando cloreto de cdlcio como agente de reticulagdo, foram incubadas
seqiiencialmente em condi¢Oes géstricas seguido do fluido simulado do célon contendo
pectinase (CHAURASIA et al., 2008). Os autores observaram baixa liberacdo do farmaco
(8%) em ambiente gastrico mostrando que a matriz € um transportador eficaz para atingir

liberacdo no célon. Esses resultados diferentes dos encontrados neste estudo podem ser

172



CAPITULO 3

devidos as diferentes condi¢des de estudo, diferentes valores de pH, a presenca ou auséncia

de diferentes enzimas e de diferentes fontes da pectina.

A manutencdo da integridade das particulas de alginato pode estar relacionada ao

. . 2 . . . . ,
maior teor de fons Ca”" observado anteriormente (Capitulo 2) que produziu maior nimero
de ligacdes cruzadas dentro da matriz polimérica aumentando a resisténcia frente as

condi¢des gastrointestinais (BRACCIANI, PEREZ, 2001).

Suco géstrico artificial (SGA) Suco intestinal artificial (SIA)
(pH 2, 37 °C, 2 h, (SGA +pH 7,37 °C, 5 h,
pepsina) pancreatina)
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Figura 3.3.16 Fotos obtidas por MO das particulas de algiﬁato e i)ecfina submetidas a
simulac@o sequencial ao suco gastrico artificial (SGA) e suco intestinal artificial (SIA).
A e C: Imediatamente ap0s a exposi¢do ao SGA; B e D: Imediatamente apos a exposi¢ao

ao SIA. Barras MO = 100 pm.
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Estes resultados sugerem que as particulas de alginato, estudado nas diferentes
condicdes simuladas irdo atingir o intestino grosso, para a digestdao pela microflora do célon
que pode entdo desestabilizar a particula e possibilitar a liberacdo total do ativo

encapsulado.

3.3.9 Solubilidade das proteinas adsorvidas em particulas de alginato e pectina,

submetidas as condi¢coes gastrointestinais

Particulas imidas de alginato e pectina contendo 6leo de girassol foram recobertas
com GEL, mistura GEL:WPC (1:1) e WPC, na concentracdo de 8%. Apds a producgdo, as
particulas recobertas foram avaliadas quanto a solubilidade da proteina adsorvida,
submetidas seqiiencialmente a condigdes gastrointestinais. As quantidades de proteina

solubilizada das particulas nas condi¢des gastrointestinais sdo apresentadas na Tabela 3.3.6.

Para particulas de pectina recobertas com proteinas as solubilidades no ambiente
gastrico observadas apds 2 horas foram aproximadamente 56, 38 e 37% em relagdo a
quantidade protéica inicialmente presente para GEL, mistura GEL:WPC e WPC
respectivamente. Para particulas de alginato revestidas com proteinas, as solubilidades nas
mesmas condi¢des gastricas foram ~32, 12 e 11% para GEL, mistura GEL:WPC e WPC,
mostrando que as solubilizacdes protéicas foram significativamente menores quando
particulas de alginato foram utilizadas. Ensaios in vitro de ativos encapsulados usando
pectinato de célcio, liberaram o ativo marcador mais rapidamente que o mesmo ativo
encapsulado em alginato de cdlcio ou uma mistura de pectina e alginato de cdlcio

(VANDAMME et al., 2002).

A baixa solubilidade quando as proteinas do soro do leite foram utilizadas em
simulacdo géstrica pode ser devido a resisténcia a hidrodlise proteolitica da B-lactogobulina,
que representa a maior fracdo proteica do soro do leite. As particulas recobertas com
gelatina, independente do tipo de polissacarideo, apresentaram alta solubilidade géstrica,
quando comparadas as particulas recobertas com a mistura GEL:WPC e WPC nas duas
primeiras horas do ensaio. Esse comportamento indica que a gelatina € mais susceptivel a

hidrélise enzimadtica e dependente da matriz utilizada como adsorvente. Proteinas altamente
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desordenadas, como caseinas ou gelatina, sdo rapidamente hidrolisadas por pepsina, mas
proteinas com conformacao globular como B-lactoglobulina apresentam relativa resisténcia
a digestdo gastrica (SCHMIDT, VAN MARKWIJK, 1993; REDDY, KELLA, KINSELLA,
1988). Em um estudo recente (ANNAN, BORZA, HANSEN, 2008), particulas de gelatina
foram submetidas a condi¢Oes gastrointestinais € mostraram-se estruturalmente instaveis
em ambiente gdastrico devido a degradacdo pela pepsina, sendo completamente
desintegradas em 45 minutos. Entretanto, quando as particulas de gelatina foram recobertas
com alginato houve melhora na resisténcia dos probidticos encapsulados, durante a

exposicao as condigdes gastroentéricas (ANNAN, BORZA, HANSEN, 2008).

Particulas de proteinas do soro do leite (DOHERTY et al., 2011) foram submetidas
a 3 horas de incubacdo em condicdes géstricas simuladas (in vitro, pH 1,8, 37 °C). As
particulas mostraram estabilidade em condi¢Oes 4cidas e resisténcia a pepsina. Entretanto
nas condi¢des intestinais simuladas ocorreu rdpida desintegracdo das particulas e liberagao
dos microorganismos encapsulados (DOHERTY et al., 2011). Recentemente Gbassi et al.
(2009) mostraram que o recobrimento com proteinas do soro sobre particulas de alginato
foi eficiente para proteger o probidtico encapsulado mesmo quando proteinas do soro
estavam na forma nativa. Assim, no pH intestinal, a sensibilidade da matriz de alginato
prevaleceu sobre a estabilidade da rede das proteinas do soro sugerindo que o material
encapsulado pode ser liberado rapidamente no intestino, independente de seu tamanho. Na
presenca de pancreatina, todas as particulas investigadas pelos autores citados foram

rapidamente degradadas.

ApOs a passagem pelas condigdes intestinais simuladas, as solubilidades protéicas
foram muito altas independentes do tipo de polissacarideo utilizado. As particulas
produzidas com pectina liberaram praticamente todo o contetudo proteico adsorvido (>96%)
independente do tipo de proteina, enquanto particulas de alginato revestidas com proteina
liberaram quantidades superiores a 82% (~99% para GEL, ~82% para a mistura GEL:WPC
e ~86 para WPC).

175



CAPITULO 3

As morfoldgicas das particuals recobertas sdo apresentadas na Figura 3.3.17 para as
particulas de alginato e na Figura 3.3.18 para as particulas de pectina, reforcando
evidéncias de maior fragildade das particulas produzidas com pectina. Esses resultados
indicam que praticamente toda a proteina adsorvida nas particulas foram solubilizadas na

simulacdo do ambiente intestinal, independente do tipo de matriz polimérica (Tabela 3.3.8).

Tabela 3.3.8 Solubilidade de GEL, GEL:WPC, WPC adsorvidas em particulas de alginato e

pectina apds serem submetidas as condi¢des gastrointestinais

SGA SIA

Tratamentos

(pH 2, pepsina, 2h, 37 °C) (SGA+ pH 7, pancreatina, 5h, 37 °C)
Prec.GEL 56,31+2,82° 98,51+1,48"
PpEC_GEL:WPC 38,05+2,30° 96,99+2,53°
Prec.wrc 37,40+2,14° 99,85+1,59°
PALG-GEL 32,41+2,09 99,48+0,23°
PALG-GEL:WPC 12,08+1,58° 82,59+5,31°
PaLG-wpc 11,55+1,13¢ 86,02+4,37°

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca entre as amostras (p<0,05),

obtida através do teste de Tukey.

Na Figura 3.3.17 pode-se observar que a perda de proteina aparentemente nao
refletiu na morfologia das particulas de alginato recobertas com as proteinas estudadas.
Além disso, nenhuma alteracdo significativa na morfologia das particulas foi observada
apods 2 horas de simulacido das condigdes gdstricas, as quais ainda se mostravam integras,
esféricas e densas. No entanto, quando foram utilizadas particulas de pectina recobertas
(Figura 3.3.18) pode-se observar que a perda de proteina afetou a morfologia apos a
passagem gdstrica. As particulas apresentaram alto grau de inchamento, foram menos
esféricas, independente do tipo de proteina utilizada como cobertura. As particulas
perderam intergridade independente do tipo de proteina aderida. Comportamento

semelhante foi observado por Gebara et al. (2013).
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Suco géstrico artificial (SGA) Suco intestinal artificial (SIA)
(pH 2,37 °C, 2 h, (SGA +pH 7,37 °C, 5 h,
pepsina) pancreatina)
PaLG-GEL

W

Flgura 3. 3 17 ~ Fotos obtldas por MO das partlculas de alglnato recobertas com GEL,
GEL:WPC, WPC submetidas a simulagdo sequencial ao suco gastrico artificial (SGA) e
suco intestinal artificial (SIA). A, C e F: Imediatamente apds a exposicdo ao SGA; B, D e

E: Imediatamente apds a exposi¢cdo ao SIA. Barra MO = 100 um.
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Suco géstrico artificial (SGA) Suco intestinal artificial (SIA)
(pH 2,37 °C, 2 h, (SGA +pH 7,37 °C, 5 h,
pepsina) pancreatina)
PpEc-GEL . N
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Flgura 33.18 —VFotos obtldas por MO das partlculas de pectma recobertas com GEL,

GEL:WPC, WPC submetidas a simulagdo sequencial ao suco gastrico artificial (SGA) e

suco intestinal artificial (SIA). A, C e F: Imediatamente apds a exposicdo ao SGA; B, D e

E: Imediatamente apds a exposi¢cdo ao SIA. Barra MO = 100 um.
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3.3.10 Conclusoes

Com base nos resultados da segunda parte do estudo, pdde-se observar complexacao
eletrostatica entre as proteinas e os polissacarideos em emulsdo, em pHs 3,0, 3,5 e 4,0 onde
possuem cargas opostas. No entanto, houve necessidade de menor quantidade de proteina
para complexar com as particulas quando comparado com as relacdes observadas quando
solu¢des foram avaliadas. Embora a interacdo entre os grupos carboxilato dos

. , 3 2 . . -, 3
polissacarideos e os fons Ca™ possa ter reduzido a carga disponivel das particulas, alta

adsorc¢do de proteina foi observada em todos os sistemas estudados.

As particulas de alginato sem recobrimento mostraram resisténcia as condi¢des
gastricas. Particulas de pectina recobertas foram sensiveis as condicdes gastricas,
promovendo alta solubilidade da proteina adsorvida: 56,31 + 2,82%, 38,05 + 2,30% e 37,40
+ 2,14% recobertas com gelatina, mistura GEL:WPC e proteinas do soro do leite,
respectivamente. A adsor¢do de proteinas nas particulas de pectina nao melhorou a
resisténcia as condicdes gastrointestinais simuladas. Além disso, durante a exposi¢do as
condicdes gastrica particulas de pectina recobertas com gelatina apresentam alta

solubilidade quando comparadas com as recobertas com a mistura GEL:WPC e o WPC.

Todas as particulas, independente da matriz ou do tipo de proteina, promoveram alta

solubilidade de proteina adsorvida, quando submetidas as condi¢des intestinais simuladas.

Particulas de alginato com ou sem cobertura apresentam resisténcia a passagem
gastrointestinal, portanto adequadas ao uso em alimentos ou farmacos, onde o ativo deve
ser liberado no c6lon, enquanto particulas de pectina de baixo teor de esterificacdo amidada

parecem ser mais adequadas na liberacdo de ativos no ambiente intestinal.
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CONCLUSOES GERAIS

Este estudo mostrou que a associagcdo entre a gelificacdo idnica e a complexacao
eletrostdtica permitiu desenvolver particulas utilizando biopolimeros, com propriedades
melhoradas resistentes a processos de oxidacdo lipidica induzida por temperatura e

resistentes a parte superior do trato gastrointestinal in vitro.

A utilizacdo da técnica de gelificacdo idnica para encapsular 6leo foi altamente
eficiente, encapsulando em torno de 91,7% para particula de alginato e 95,50% para

particulas de pectina.

Foi possivel observar que a carga de superficie das particulas de polissacarideos é
inferior a carga de solucdo e emulsdo dos mesmos polissacarideos medida através do
potencial Zeta. Particulas de pectina apresentaram maior eletronegatividade para complexar

com moléculas de proteina.

O tamanho médio das particulas de alginato foi menor quando comparadas com o
tamanho das particulas de pectina antes do recobrimento com as proteinas. Apds o
recobrimento proteico as particulas produzidas com alginato aumentaram de tamanho,
enquanto particulas produzidas com pectina diminuiram de tamanho quando proteinas

globulares foram adsorvidas.

A concentracdo da proteina em solucdo influenciou a adsorcdo da proteina. O
aumento da quantidade de proteina em solucdo resultou em um aumento da quantidade de
proteina adsorvida nas particulas de alginato e pectina. Maiores quantidades de proteina

adsorvida foram observadas para as particulas de pectina.

No estudo de oxidacdo lipidica particulas recobertas com proteinas foram mais
protetivas ao 6leo encapsulado que as particulas sem recobrimento. Entre as proteinas, as
proteinas da clara de ovo foram as que ofereceram maior protecao ao 6leo contra oxidacao

comparada com a mistura OVA:WPC ou WPC.
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No estudo de misturas entre solu¢des de proteinas e emulsdes de polissacarideos a
complexacdo eletrostédtica 6tima ocorreu quando a carga elétrica da relacdo estequiométrica
proteina: polissacarideo foi préxima da neutralidade para cada valor de pH utilizado.
Adicionalmente, houve necessidade de uma menor quantidade de proteina para complexar
com as particulas quando comparada com as relacdes observadas quando emulsdes foram

avaliadas.

A microscopia confocal mostrou a deposicdo das proteinas da clara de ovo e do soro
do leite simultaneamente nas particulas (como exemplo, nas de alginato). Além disto, foi
evidenciado, que nenhuma delas permaneceu predominantemente na superficie das

particulas.

Particulas de alginato sem recobrimento proteico mostraram resisténcia as
condicdes gastricas e parcialmente resistentes as condi¢des intestinais, enquanto as
particulas de pectina com recobrimento proteico foram sensiveis as condigdes gastricas e

desfizeram-se em ambiente intestinal.
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