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RESUMO

A vitamina D, possui um papel muito importante no desenvolvimento do
tecido Osseo, e sua deficiéncia pode ocasionar doengas como a
osteomaldcia e o raquitismo, sendo necessaria sua ingestdo adequada.
No entanto, suas fontes de obtencdo, tanto via alimentacdo quanto
sintese cutanea, possuem restricdes, e seu uso na industria alimenticia é
limitado devido sua instabilidade na presenca de luz e oxigénio
atmosférico. A técnica de encapsulacdo possibilita sua aplicagdo em
formulag6es industriais. A partir deste contexto, foram desenvolvidas e
caracterizadas microparticulas de vitamina D3, em matriz de isolado
proteico de soro de leite a partir do processo de secagem por
atomizacgdo. Foram desenvolvidas quatro formula¢fes de matriz, sendo
duas diferenciando-se pela adi¢do ou ndo de surfactante, e duas pela
reticulacdo enzimatica ou ndo, todas com concentracBes de recheio
variando de 20, 25 e 30 % em relagdo & massa da matriz polimérica. As
micrografias das amostras reticuladas revelaram um formato esférico
com a presenca de concavidades, e para as demais amostras um formato
esférico e liso. A encapsulagdo da vitamina D3 foi confirmada através
dos dados das analises térmicas e espectroscpia de infravermelho, e a
reticulacdo da matriz através da avaliacdo reol6gica das solucdes. Os
testes de liberacdo revelaram um aumento da liberagcdo conforme a
concentracdo de vitamina Ds. Os resultados de eficiéncia de
encapsulacdo mostraram que o procedimento de encapsulagdo foi bem
sucedido para as amostras com concentragcdes baixas do composto
bioativo, apresentando valores de 12 % de eficiéncia pra formulagdes de
matrizes reticuladas e de 21, 54 e 56 % de eficiéncia para formulacdes
de matrizes ndo reticuladas. Indicando que, a matriz utilizada apresentou
boas propriedades como agente encapsulante quando néo reticulada, e
formulada com baixas concentragGes desta vitamina, através do método
de secagem por atomizacdo. Sendo assim, as microparticulas de
vitamina Ds em matrizes a base de proteina isolada de soro de leite
representam um ingrediente promissor na formulacdo de novos produtos
alimenticios.

Palavras-chave: microencapsulacdo, vitamina D3, proteina isolada de
soro de leite.






ABSTRACT

Vitamin D has an important function in the development of bone tissue,
and its deficiency can cause diseases such as osteomalacia and rickets,
requiring adequate consumption. However, their sources of obtaining
through cutaneous synthesis have restrictions, and its use in the food
industry is limited because of its instability in the presence of light and
atmospheric oxygen. The encapsulation technique is a technology that
can allow its application in industrial formulations. On this context, it
has been developed and characterized vitamin D3z microparticles, whey
protein isolated matrix from the spray drying process. Four matrix
compositions were developed, two with addition of a surfactant and with
out it, and two by enzymatic crosslinking / or not all stuffed with
concentrations from 20, 25 and 30 % relative to the mass of the matrix.
The micrographs of the crosslinked samples revealed a spherical shape
with the presence of dimples, and the other samples form a spherical and
smooth. Encapsulation of vitamin was confirmed from the data of
thermal analysis and infrared espectroscopy, and crosslinking the matrix
using solutions of rheological evaluation. The encapsulation efficiency
results showed that the encapsulation procedure was successful for the
samples with low concentrations of bioactive compound, with values of
12 % efficiency for crosslinked matrix formulations and 21, 54 and 56
% efficiency for formulations that is not reticulated. Indicating that the
die used had good properties as the encapsulating agent when not cross-
linked and formulated with low levels of this vitamin, through the
method of drying by atomization. Thus, the vitamin D3 microparticles
whey protein isolated base matrix, represent a promising ingredient in
the formulation of industrial food products.

Keywords: microencapsulation, vitamin D3, whey protein.
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INTRODUCAO

A possibilidade de encapsular compostos bioativos, sensiveis a
reacbes com o ambiente em que estdo expostos, através de particulas
comestiveis tem sido alvo de pesquisas nas Ultimas décadas. Esse tipo de
empacotamento tem como objetivo a obtencdo de particulas que
apresentem tanto caracteristicas de interesse da matriz, como por
exemplo, propriedades mecanicas, controle de liberacdo do composto
bioativo, e boa retencdo de volateis, quanto as caracteristicas de
interesse do recheio como as propriedades nutricionais (AZEREDO,
2005).

Existem muitos materiais que podem servir como matrizes de
compostos encapsulados, por exemplo, quitosana, carragena, celulose,
lipideos, zeina, goma arabica, proteina de soro de leite entre outros. A
proteina de soro de leite € um coproduto da indUstria de queijos, e possui
alto valor nutritivo. Quando processado, como isolado ou concentrado
proteico, torna-se um 6timo ingrediente para formulacdo de diversos
alimentos (AZEREDO, 2005; YOSHIDA; ANTUNES, 2009).

As principais caracteristicas que tornam as proteinas de soro de
leite interessantes para aplicagdo como material de parede na elaboragéo
de microparticulas sdo as propriedades funcionais como: a solubilidade,
capacidade emulsificante, estabilidade das emulsGes, e capacidade de
formagdo de microparticulas. Além das propriedades encapsulantes, as
proteinas do soro sdo uma excelente fonte de aminoacidos essenciais,
favorecendo assim a sua aplicabilidade (MODLER, 2000; ANTUNES,
2009).

Outro fator que torna as proteinas do soro de leite, modificadas
ou ndo, muito atrativas para a utilizacdo como material encapsulante é a
possibilidade de se utilizar um coproduto da producdo de queijos. Pois
apesar deste coproduto ser rico em nutrientes, requer a aplicacdo de
tecnologias, para seu beneficiamento, que demandam investimentos
financeiros elevados, sendo inviaveis para pequenas e médias empresas,
gue acabam descartando este coproduto (ALVES et al., 2014). Porém
quando ndo tratado corretamente, ou descartado indevidamente, em
ambientes aquaticos e no solo, o soro de leite gera riscos ao meio
ambiente (SILVA; BOLINI, 2006).

Apesar de apresentar diversas caracteristicas que a tornam um
otimo agente encapsulante, a proteina isolada de soro de leite interage
facilmente com moléculas de agua, 0 que restringe sua aplicacdo a
compostos ativos com alta sensibilidade a umidade. Com a finalidade de
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contornar essa restri¢do, este trabalho visou a utilizacdo da metodologia
de reticulacdo enzimética, que teve como alvo favorecer a incorporacéo
de ligacdes intermoleculares e intramoleculares por ligagfes cruzadas
covalentes em proteinas, através da acdo de uma enzima
(FRASCARELI et al., 2012b; RODEA-GONZALEZ et al., 2012).

Dentre as enzimas mais utilizadas na metodologia de
reticulagdo enzimatica, a transglutaminase (TGase) se destaca devido a
sua capacidade de catalisar reacdes de transferéncia de grupos acil
formando ligagBes cruzadas entre proteinas, peptideos e aminas
primarias, especialmente entre residuos de lisina e glutamina, formando
ligacbes covalentes, e melhorando caracteristicas de textura de
alimentos sendo amplamente utilizada pela inddstria (MACEDO;
SATO, 2005).

A proteina isolada do soro de leite em solucdo apresenta
facilidade de modificagdo quimica ou enzimatica, favorecendo a
incorporacdo de ligagdes inter e intramoleculares por liga¢6es cruzadas.
Quando reticulada com a enzima transglutaminase apresenta uma rede
molecular mais rigida, e com menor solubilidade em &gua, o que
possibilita, dentre outras coisas, sua aplicagdo como material
encapsulante (FRASCARELI et al., 2012b; RODEA-GONZALEZ et al.,
2012).

Os métodos de encapsulacdo aplicados na formacgdo de
particulas comestiveis tm como objetivo combinar as caracteristicas
desejaveis do material de parede com a funcionalidade quimica dos
compostos bioativos. Uma variedade de operagdes unitérias € utilizada
para a execucdo deste método como: a liofilizacdo, extrusdo, inclusdo
molecular, secagem em tambor, leito fluidizado, secagem por
atomizacdo, entre outras (AZEREDO, 2005).

Dentre os processos utilizados para encapsulacdo, a secagem
por atomizacdo destaca-se, pelo seu baixo custo, producédo de particulas
de boa qualidade, flexibilidade no uso de matrizes variadas,
disponibilidade de equipamentos no mercado entre outras vantagens.
Devido a demanda de fatores que facilitam o emprego da secagem por
atomizacdo, esta técnica é atualmente a mais utilizada industrialmente
no processo de microencapsulacdo (BRASILEIRO, 2011; FAVARO-
TRINDADE, 2011).

As caracteristicas fisico-quimicas de muitos compostos
bioativos, como compostos de sabor, pigmentos, acidulantes, enzimas e
vitaminas, dificultam seu processamento na producdo de alimentos
industrializados. As vitaminas séo essenciais para salide humana, porém
sua aplicacdo em alimentos reapresenta um desafio para indUstria, pois
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em sua maioria sdo altamente oxidaveis, e consequentemente eliminadas
durante os processos envolvidos na producdo alimenticia (YOSHIDA,;
ANTUNES, 20009).

A vitamina D é essencial no desenvolvimento do tecido 6sseo.
Pode ser encontrada naturalmente na dieta de origem animal, como, por
exemplo, dleo de figado de bacalhau, e de origem vegetal como legumes
e cogumelos. Apesar de sua presenca em alimentos, as quantidades
existentes sdo baixas, e a sintese cutdnea é a principal fonte da vitamina
na maioria dos individuos (HEANEY, 2008).

Devido a baixa concentracdo em alimentos, a pouca exposi¢do
ao sol, a pouca atividade fisica, a obesidade e uma combinagdo de
diversos outros fatores, estudos apontam que a deficiéncia de vitamina
D esta presente em individuos de todo mundo, das mais variadas faixas
etarias. A deficiéncia desta vitamina pode causar alteracfes 0sseas e
renais, como o raquitismo, e a osteomalacia (osteo - 0sso, malacia -
amolecimento). Além das doencas ja conhecidas, pesquisas vém
relacionando os baixos niveis de vitamina D no organismo com
hipertengdo, cancer, doengas autoimunes como esclerose multipla,
artrite reumatoide, doencas inflamatérias intestinais, diabetes melito
insulino—dependente, mal de Alzheimer e mal de Parkinson entre outras
(SARAIVA et al., 2005; SARAIVA et al., 2007; MAEDA; KUNII;
HAYASHI; LAZARETTI-CASTRO, 2007).

Devido a necessidade de incluir a vitamina D na dieta da
populacdo, as industrias de alimentos buscam inserir a vitamina em seus
produtos, gerando assim suplementos alimentares. Porém as
caracteristicas fisico-quimicas desta vitamina, como a alta sensibilidade
a luz ultravioleta, e a hidrofobicidade dificultam seu processamento em
diversos produtos alimenticios, tanto sélidos quanto liquidos (ABBASI,
2014).

Diante da dificuldade da incorporacdo da vitamina D em
produtos de suplementacdo, torna-se necessario o desenvolvimento de
tecnologias que oferecam possibilidades de preservacdo desse
componente sensivel, durante 0 processamento e armazenamento dos
alimentos. A microencapsulacdo é uma alternativa tecnoldgica,
atualmente aplicada na é&rea alimenticia, que fornece protegdo, a
ingredientes sensiveis, como a vitamina D, podendo preservar suas
propriedades nutricionais e manter a estabilidade (YOSHIDA;
ANTUNES, 2009).

Tendo em vista o valor nutricional, e as caracteristicas atrativas
da utilizacdo da proteina isolada de soro de leite, um coproduto da
producdo de queijos, como agente encapsulante, e a necessidade de
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introduzir a vitamina D na dieta da populacdo, este estudo teve como
objetivo desenvolver e caracterizar microparticulas através da secagem
por atomizagao, contendo como material de parede a proteina isolada de
soro de leite e como recheio a vitamina D. Além disso, avaliou-se a
influéncia do processo de reticulacdo da proteina com a enzima
transglutaminase sobre as caracteristicas das particulas. Sendo estas
particulas, um ingrediente promissor no desenvolvimento de
formulagdes de suplementos alimentares, para utilizac&o na industria de
alimentos.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral a obtencdo e
caracterizacdo de microparticulas de vitamina D3 a partir de matrizes de
proteina isolada de soro de leite, através do processo de secagem por
atomizacao com potencial para aplicacdo em processos alimenticios.

Objetivos especificos

. Desenvolver diferentes formulagbes de matrizes, com
variages de concentracdo de recheio, para producdo de microparticulas
de proteina isolada de soro de leite/reticuladas ou ndo com a enzima
transglutaminase, contendo vitamina D3 pelo processo de secagem por
atomizagéo.

o Determinar os valores de eficiéncia de encapsulacdo
das microparticulas.
. Caracterizar as microparticulas, quanto a suas

propriedades fisico-quimicas através de microscopia eletrdnica de
varredura, espectroscopia no infravermelho, analise termogravimétrica e
calorimetria  exploratéria  diferencial, a&ngulo de  contato,
compressibilidade/compatibilidade do p6 e energia livre superficial.

. Investigar o comportamento reol6gico das solucfes
preparadas para obtencdo das microparticulas reticuladas com a enzima
transglutaminase;

. Estudar o perfil de liberacdo das microparticulas.

) Avaliar, em relagdo aos pardmetros estudados, a
formulagcdo da matriz, e concentracdo de recheio, que proporcionam
microparticulas de vitamina D3z com proteina isolada de soro de leite
com maior potencial de eficiéncia de encapsulagéo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Colecalciferol (Vitamina D)

Conhecida pela sua fungdo na manutengdo da homeostase
normal do célcio e do fésforo, e no desenvolvimento do tecido ésseo, a
vitamina D exerce um papel fundamental na saldde humana.
(PETERLICK; CROSS, 2005; BOUILLON et al., 2008; HEANEY et
al., 2008; KIMBALL; FULEIHAN; VIETH, 2008; JAMES, 2008).
Além destas fungdes, pesquisas realizadas demonstram sua interacéo
com o sistema imunoldgico, diferenciacdo e proliferagdo celular,
secrecdo hormonal, e seu envolvimento em doencas cronicas nédo
transmissiveis, devido a expressdo do receptor desta vitamina em
diversos tecidos corporais como pele, intestino, rins, coracdo, entre
outros (JONES; TWOMEY, 2008).

A vitamina D pode ser encontrada naturalmente na dieta, em
alimentos de origem animal, na forma de colecalciferol, também
chamada de vitamina Ds, presente no 6leo de figado de bacalhau e
outros peixes (arenque, cavala e salmédo), bem como em legumes e
cogumelos, na forma de ergocalciferol (Vitamina D,) (LICHTENSTEIN
et al., 2013). As estruturas moleculares do colecalciferol, e do
ergocalciferol diferem-se, apenas pela presenca de uma ligacdo dupla
adicional e um grupo metil incorporados a cadeia alquilica lateral
(CAMPBELL, 2000) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo das estruturas: a) Colecalciferol ou vitamina D3 b)
Ergocalciferol ou vitamina D».

Ho~"

(a) Colecalciferol ou vitamina D, (b) Ergocalciferol ou vitamina D,

Fonte: Barral, Barros e Aradjo (2007).

Na maioria dos individuos, a sintese cutanea é a principal fonte de
vitamina D, sendo o restante obtido pela alimentac&o e pelo uso de suplementos
(HEANEY, 2008). As ceélulas da epiderme da pele conttm o 7-
dehidrocolesterol, um precursor cutaneo da vitamina D. Quando este precursor é
exposto a raios ultravioletas B (UV-B), cujo comprimento de onda se situa entre
290 e 315 nm, este sofre uma reacdo fotolitica e é transformado em pré-
vitamina D3, uma forma ndo metabolicamente ativa.

Esta pré-vitamina é transportada pela corrente sanguinea até o figado,
onde é convertida em 25-hidroxivitamina-D3, ou 25(OH)D3 (calcidiol) através
de uma reacgdo de hidroxilagdo com as enzimas P450 (LICHTENSTEIN et al.,
2013). A maior parte da producdo da 25(OH)D; é depositada no tecido
gorduroso, a principal reserva corporal de vitamina D. Para se tornar ativa, a
vitamina sofre uma Ultima hidroxilagdo, sob a a¢do da enzima 1-a-hidroxilase,
transformando-se em 1,25 diidroxivitamina D [1,25(20H)Ds] ou calcitriol, essa
reacdo ocorre nas mitocdndrias dos tObulos contornados proximais ao rim
(BIANCO; LAZARETTI, 1999 ). A Figura 2 ilustra um diagrama simplificado
do metabolismo da vitamina D.
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Figura 2: Diagrama simplificado do metabolismo da vitamina D.

/Il Radiagio UV-B

Radiagao incidindo sobre a pele 7-dehidrocolesterol

Colecalciferol - vitamina DSI

Figado- 25-hidroxicolecalciferol

gj ‘
K\ Plasma sanguineo l

Rins - 1,25-diidroxicolecalciferol

Fonte: Lichtenstein et al., (2013) (adaptado).

A ingestdo necessaria de vitamina D para individuos com
idades entre um e setenta anos é de 600 Ul/dia, ja para os individuos
com idade superior a setenta anos, a dosagem é de 800 Ul/dia, o que
resulta em niveis séricos maiores de que 20 ng/mL, desde que haja um
nivel minimo de exposi¢do ao sol. Muitos fatores podem afetar os niveis
séricos de vitamina D no organismo, como a exposicdo ao sol, a
atividade fisica, a pigmentacdo da pele, a alimentacdo e a obesidade. A
combinag8o destes fatores pode submeter o ser humano a um risco de
deficiéncia de vitamina D (LICHTENSTEIN et al., 2013).

1.1.1. A deficiéncia de colecalciferol (Vitamina D)
A deficiéncia da vitamina D pode provocar alteracfes ésseas e

renais, como 0 raquitismo, e a osteomalacia. O raquitismo atinge
criangas pequenas, entre seis e vinte quatro meses de idade, e é
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caracterizado por falhas na mineralizagdo dos 0ssos em crescimento.
Essa diminui¢do na capacidade de desenvolvimento dos 0ssos se deve a
falta de calcitriol, que impede o aporte de calcio no intestino e,
consequentemente, a mobilizacdo do célcio através dos ossos (RUIZ-
IRASTORZA et al., 2008). A osteomalacia pode ser chamada de
raquitismo do adulto, e corresponde a uma falha na mineralizacdo dos
0ss0s ja formados, conduzindo a dores Osseas e fraturas (GUILLAND;
LEQUEU, 1995).

Atualmente diversos estudos tém relacionado & caréncia da
vitamina D, com outras doengas como: a obesidade, hipertencéo,
cancer, doencas autoimunes como esclerose multipla, artrite reumatoide,
doenca inflamatoria intestinal, Lupus eritematoso sistémico, diabetes
melito insulino—dependente (MARQUES, 2010) doencas
cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatia, doencas
respiratorias como bronquite, pneumonia entre outras (MCNALLY,
2014).

Visto que a sintese de colecalciferol poderia ndo ser suficiente
para a populagdo que habitava regiGes do mundo onde ndo existia luz
solar em abundéancia, especialmente em regides frias, como por
exemplo, 0 norte Europeu, e que os habitantes dessas zonas poderiam
desenvolver raquitismo ou osteomalacia, se a oferta alimentar de
vitamina D ndo cobrir suas necessidades, alguns paises como Estados
Unidos e Gra-Bretanha investiram na suplementacdo alimentar da
populacdo. Para suprir esta caréncia, os teores de vitamina D foram
aumentados em certos alimentos como margarinas, leites e cereais
matinais (COULTATE, 2004).

Apesar de a sintese cutanea de vitamina D através do efeito dos
raios ultravioleta da luz solar ser a maior fonte desta vitamina, estudos
atuais apontam que populaces que vivem em paises quentes também
apresentam caréncias nos niveis da vitamina devido a fatores que podem
diminuir sua sintese e que vao além da pouca exposi¢do a luz solar,
como a poluicdo industrial, 0 uso de roupas inadequadas, a obesidade, a
alimentacdo, a falta de atividade fisica entre outros (LICHTENSTEIN et
al., 2013).

Um estudo realizado em S&o Paulo aponta que a populagéo
idosa apresentou niveis séricos de 25(0OH)D abaixo do necessario, apés
o inverno (SARAIVA et al 2005; SARAIVA et al., 2007; MAEDA,;
KUNII; HAYASHI;LAZARETTI-CASTRO, 2007). Peteres (2009)
encontrou concentracdes inadequadas de vitamina D em 60 % de
adolescentes saudaveis e 50 % de jovens adultos em Séo Paulo (DE
SOUZA et al., 2009; BRASIL, 2014).
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Devido a deficiéncia em niveis séricos de vitamina D, em
populacdes localizadas em diferentes regifes do mundo ha a
necessidade de uma suplementacdo alimentar desta vitamina. Esta
suplementacdo vem sendo realizada através da incorporacao a diversos
alimentos, denominados enriquecidos. Sdo denominados enriquecidos,
todos os alimentos aos quais forem adicionadas substancias nutrientes
com o objetivo de reforcar o seu valor nutritivo, que pode ser feito
através da reposicao quantitativamente dos nutrientes destruidos durante
0 processamento do alimento, ou suplementando-os com nutrientes em
nivel superior ao seu contetdo normal de acordo com as recomendagdes
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL,
2014).

Apesar dos avangos cientificos e tecnoldgicos na area
alimenticia, a incorporagéo da vitamina D em alimentos ainda representa
um desafio para a industria. Esse desafio se deve as caracteristicas
fisico-quimicas desta vitamina, como a hidrofobicidade, sensibilidade a
luz ultravioleta, e sua rapida decomposicdo na presenca de oxigénio
atmosférico, que dificultam seu processamento em diversos produtos
alimenticios, tanto sélidos quanto liquidos (ABBASI, 2014).

A vitamina D é insolivel em agua e solivel em solventes
organicos e Gleos vegetais. Sua degradacdo ocorre pela acdo da luz,
devido a presenga de peroxidos provenientes da oxidacdo de acidos
graxos insaturados, essa degradacdo pode ser ainda maior na presenca
de metais (ferro, cobre entre outros). Uma alternativa para prevenir a
oxidacdo da vitamina D, provocada pela acdo da luz é a utilizacdo de
antioxidantes como, por exemplo, o tocoferol (ISLABAO, 1978).
Porém, a adigdo de antioxidantes pode ndo ser suficiente para garantir a
estabilidade da vitamina D em certos processos alimenticios, que
envolvam, por exemplo, o uso de temperaturas elevadas, provocando,
assim, sua degradacdo. Diante da dificuldade de manipulacdo da
vitamina D, devido & sua alta sensibilidade, e da necessidade de
incorporacdo da mesma em produtos de suplementacdo alimentar, é
necessario o desenvolvimento de tecnologias que oferecam
possibilidades de preservar esses componentes durante 0 processamento
e armazenamento dos alimentos. Uma alternativa tecnoldgica,
atualmente aplicada na area alimenticia, € o processo de
microencapsulacdo que fornece protecdo, em compostos sensiveis, como
a vitamina D, podendo preservar suas propriedades fisico-quimicas e
manter a estabilidade.
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1.2. Encapsulagdo

Com o objetivo de proteger as propriedades de alimentos com
alta sensibilidade, a industria alimenticia vem aplicando na fabricacéo
de seus produtos, o processo de encapsulagdo (AZEREDO, 2005). A
encapsulacdo é uma tecnologia atualmente bem desenvolvida em
diversos campos de aplicagdes, incluindo farmacéuticos, quimicos,
cosmeticos, perfumaria, produtos téxteis, agricultura, entre outros, sendo
que as industrias de alimentos, apenas recentemente reconheceram a
utilizacdo dessa tecnologia (POTHAKUMARY, 1995; PSZCZOLA,
1998; GIBBS; KERMASHA,; ALLI; MULLIGAN, 1999).

A encapsulacéo aplicada a ciéncia de alimentos é uma técnica
gue consiste em empacotar um ou mais compostos alimenticios
sensiveis, em particulas comestiveis (AZEREDO, 2005). Essa técnica
tem como finalidade reduzir as interagcGes de compostos instaveis com
fatores ambientais, retardando alteragbes que podem resultar em
modificaces das caracteristicas fisico-quimicas como variagao de cor,
aroma, sabor, e diminui¢do de valores nutricionais.

Além destas funcgdes, a encapsulacdo tem como objetivo evitar
reacOes prematuras de um substrato, reduzir a taxa de migragdo do
material do nlcleo para o ambiente externo, mascarar compostos que
apresentem um sabor indesejavel, e separar componentes incompativeis
ou reativos (DEPYPERE et al., 2003; PSZCZOLA, 1998).

Outro objetivo de grande importancia que envolve a técnica de
encapsulacdo é a liberacdo controlada, que permite a liberacdo do
material encapsulado lentamente, ou a partir da ocorréncia de certo
evento, evitando assim a perda de compostos durante o processamento
de um produto alimenticio (RISCH; REINECCIUS, 1995). A liberacdo
de aditivos no local e no momento adequado aumenta sua efetividade,
reduzindo assim o volume utilizado, e ampliando as aplicacGes do
mesmo (GOUIN, 2004).

A liberacdo do agente ativo pode ocorrer de diversas formas,
por meio da biodegradacéo, difusdo, ruptura mecénica, solubilidade no
meio, e mediante a acdo de solvente, temperatura, pressdao e pH
(AZEREDO, 2005). Além de todos os objetivos propostos, a técnica de
encapsulacdo esta sendo aplicada no desenvolvimento de embalagens
para materiais de estados fisicos gasosos, sélidos ou liquidos em
pequenas particulas que liberam o seu conteGdo em condigdes
especificas (NEDOVIC et al., 2011).

No processo de empacotamento de compostos ativos em
particulas comestiveis, o material revestido é denominado de recheio,
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nucleo, carogo, ou material ativo, e 0 material que forma a particula,
parede, matriz, cobertura, casca, encapsulante ou transportador
(KAREL; LANGER, 1988 ZHU; XIAO; ZHOU; Yi, 2012). Os
materiais aplicados como nucleo, incluem compostos de facil
degradacdo como pigmentos, aromas, compostos de sabor, enzimas,
acidulantes, nutrientes, conservantes e vitaminas ( ZHU; XIAO; ZHOU;
Yi, 2012).

A natureza da matriz é um dos principais fatores que
influenciam a estabilidade e a taxa de liberacdo do nicleo (KAREL et
al., 1988). Baseado neste conceito, a escolha do material deve levar em
consideragdo uma série de requisitos como capacidade de formagdo do
filme, facilidade de reconstituicdo, sabor, odor, baixa viscosidade,
propriedades mecanicas, transi¢des vitreas entre outras propriedades
fisico-quimicas. O material de parede deve ainda, ser insollvel e ndo
reativo com o recheio; portanto, sua compatibilidade deve ser avaliada
através das caracteristicas como porosidade, solubilidade etc.
(JACKSON; LEE, 1991; BRAZEL, 1999).

Outros critérios como a eficiéncia de encapsulacdo, a
estabilidade durante a estocagem, caracteristicas microscopicas da
superficie, e grau de protecdo do nlcleo devem ser atendidos pelo
material de parede (PEREZ et al., 2003). Muitas vezes a matriz nio
atende a todos os requisitos necessarios para manter o nicleo protegido
e uma alternativa é a utilizacdo de misturas ou blendas poliméricas, onde
materiais que tornam a matriz mais eficaz sdo adicionados (SHAHIDI;
HAN, 1993).

Existe uma variedade de materiais com potencial para uso
como encapsulante como: os polissacarideos e proteinas. Destaca-se a
zeina (prolamina do milho), proteina isolada de soro de leite, gomas
(goma ardbica, alginato, goma guar etc), lipideos, celulose
(microcelulose cristalina), amido, maltodextrinas, ciclodextrinas entre
outros (AZEREDO, 2005) alguns polissacarideos de origem marinha
como a quitosana e a carragenana (KARE; LANGER, 1988) entre
outros materiais.

As proteinas isoladas (acima de 90 % p/p) e as proteinas
concentradas (acima de 80 % p/p) de soro de leite vém se destacando
entre as matrizes existentes. Separadamente como material
encapsulante, ou combinada com outros materiais como, por exemplo, a
transgluaminase, e a maltodextrina. A proteina isolada de soro de leite
apresenta um bom potencial emulsificante, sendo um material promissor
no desenvolvimento de formulages de emulsfes para encapsulacéo de
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compostos ativos, para a industria de alimentos (FRASCARELI et al.,
2012b; RODEA-GONZALEZ et al., 2012).

Em termos de classificagcdo por tamanho, as particulas podem
ser classificadas como macroparticulas — (> 5000 um), microparticulas -
(0,2-500 pum) e nanoparticulas (< 0,2 um) (BAKER, 1986; AZEREDO,
2005). Além de apresentarem diversos tamanhos, 0s materiais de uma
encapsulacdo podem resultar em diversos formatos, classificando-se em
duas categorias.

A primeira categoria é chamada de sistema do tipo reservatorio,
e abrange as capsulas nas quais o recheio é circundado por um filme
continuo e definido, e nitidamente concentrado na regido central (KING,
1995; McNAMEE; O’RIORDAN; O’SULLIVAN,1998; MARTIN DEL
VALLE 2004). Essa mesma categoria, pode ainda ter mais de um
nucleo, ou ter varias paredes protegendo um mesmo ndcleo,
caracterizando-se pelas “verdadeiras microcapsulas” (CONSTANT;
STRINGHETA, 2002).

Na segunda categoria ha o sistema matricial, em que as
particulas possuem o recheio disperso uniformemente em uma matriz,
caracterizando-se por “microesferas”. Apesar das microesferas expor em
sua superficie uma pequena fracdo do material encapsulado,
diferenciando-se assim das microcapsulas, o termo encapsulacdo
engloba as duas categorias (DEPYPERE et al., 2003; PIMENTEL,;
JACOME JUNIOR, 2007). Na Figura 3 pode ser observado um esquema
ilustrativo diferenciando uma microcapsula de uma microesfera, sendo
ambas consideradas microparticulas.

Figura 3: Modelo ilustrativo de uma microesfera e uma microcapsula.

e

Microesferas Microcapsulas

Fonte: Pimentel, JAcome Jinior, Mosqueira e Magalhdes (2007).
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1.2.1. Métodos de encapsulacao

Diversas operacdes unitarias podem ser utilizadas para a
encapsulacdo como, por exemplo, a atomizacdo, liofilizagdo, extruséo,
inclusdo molecular, coacervacdo, secagem em tambor, leito fluidizado
entre outras (AZEREDO, 2005). Na sele¢do do método mais adequado
para a encapsulagdo de certo composto em uma determinada matriz,
deve-se levar em consideracdo fatores como: a aplicacdo do produto
final, as propriedades fisico—quimicas do nucleo e da matriz, a escala de
producdo, o tamanho da particula, 0 mecanismo de liberacdo desejado e
o custo (RE, 1998).

Dentre as mais variadas técnicas existentes a tecnologia de
atomizacdo ou também chamada do inglés spray drying, que se destaca
pela producdo de particulas de boa qualidade, pela sua flexibilidade,
onde a matriz pode ser trocada (RE, 1998; DESAI; PARK, 2005), pelo
seu baixo custo e pela disponibilidade dos equipamentos no mercado
(GOUIN, 2004). Devida a demanda de fatores que facilitam o emprego
da secagem por atomizacdo, esta é a técnica mais utilizada atualmente
pela indlstria, no processo de microencapsulacdo de alimentos
(BRASILEIRO, 2011; FAVARO-TRINDADE, 2011), tornando-se
promissora no desenvolvimento de novos materiais microencapsulados.

1.2.1.1. Secagem por atomizagdo

Utilizada desde a década de 1930 para preparar as primeiras
particulas de sabor, 0 método de atomizacdo é a técnica mais antiga
empregada na tecnologia de encapsulacdo (DZIEZAK, 1988). Essa
metodologia, baseia-se em envolver compostos bioativos em materiais
de parede que possam lhe fornecer protecdo contra efeitos do meio
ambiente como a luz, o oxigénio atmosférico entre outros fatores que
possam provocar sua degradacdo, garantindo assim sua estabilidade
quimica e fisica (FUCHS et al.2006; KHA et al., 2010).

A secagem por atomizacdo €é uma operacdo unitaria,
amplamente utilizada na indistria, para a desidratagdo de alimentos
pastosos e liquidos como, por exemplo, o leite (MOREIRA, 2007), para
secagem de microparticulas ja preparadas com outra metodologia, € na
producdo de microparticulas (BROADHEAD; ROUAN; RHODES,
1992). Além da industria de alimentos, essa tecnologia é aplicada pelas
industrias quimicas, farmacéuticas e cosméticas (FUCHS et al., 2006;
KHA et al., 2010).
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O atomizador é constituido basicamente de uma camara, onde o
fluido a ser desidratado sofre aspersdo ou atomizacdo, através de bicos
ou discos atomizadores, e recebe uma corrente de ar aquecido, sendo
despejado em uma cdmara de secagem com pressao reduzida, suficiente
para evaporacdo da agua presente no mesmo, promovendo a formacédo
de particulas (MOREIRA, 2007). A Figura 4 ilustra um diagrama de um
secador por atomizagéo.

Figura 4: Representacédo gréfica do atomizador Hosokawa Bepex

‘ Combustor |

Gas de
secagem

Gasde
combustio

/

‘ Camera de secagem

Aspirader

| Filtro

-—

produto

' Saidado ]

Fonte: Zbicinski, Smucerowicz, Strumillo e Crowe (2000).

O método de encapsulagdo através do secador por atomizagao é
um processo continuo, que pode ser exemplificado assim: a primeira
etapa é a preparacdo de uma emulsdo ou dispersdo, onde o material de
recheio, geralmente hidrofébico, é emulsionado em uma solugdo aquosa
ou a matriz é dispersa. Em seguida, a emulséo, 6leo em agua, resultante
sofre a segunda etapa onde é homogeneizada, e depois bombeada
através de um atomizador para uma camera de alta temperatura com
pressdo reduzida (MUTKA; NELSON, 1988). No interior da camera
acontece a terceira etapa, a atomizacdo das particulas, que ocorre a
medida que estas sdo langadas no meio gasoso, tomando uma forma
esférica com a fase aquosa empacotada pela fase oleosa. Por fim, as
particulas formadas pela atomizacdo sdo desidratadas atraves do fluxo
de ar quente que promove a evaporagdo da agua presente, em alta
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velocidade e com  baixa pressdéo  (DZIEZAK,  1988;
LAOHASONGKRAM;MAHAMAKTUDSANEE;CHAIWANICHSIRI,
2011).

A rapida evaporacdo da 4gua na etapa de desidratacdo devido a
alta relacdo da area de superficie com o volume das particulas, bem
como a baixa pressdo ndo deixa com que o nucleo ultrapasse a
temperatura de 100 °C, reduzindo assim alteracGes das propriedades de
compostos termossensiveis (MUTKA; NELSON, 1988). Segundo Li et
al. (2010) o rendimento da secagem em nivel laboratorial atinge cerca de
50 a 70 % e em geral as particulas obtidas possuem o nucleo distribuido
na forma de microparticulas no material encapsulante, mas fatores como
a taxa de alimentagdo, fluxo de gés, e concentracdo de gas podem
influenciar na morfologia da mesma. A liberacdo do material bioativo
nestas particulas, do tipo matricial, & geralmente associada & acéo de
solventes ou através da difusdo (RE, 1998).

Apesar do desenvolvimento de metodologias para encapsular
compostos bioativos, a microencapsulagdo por atomizacgao/pulverizacao
continua sendo a técnica mais utilizada pela inddstria de alimentos
(BRASILEIRO, 2011; FAVARO-TRINDADE, 2011). Essa preferéncia
pelas indUstrias deve-se a grande gama de vantagens oferecidas por esta
técnica como: a possibilidade de trabalhar com materiais termolabeis, a
formag&o de particulas pequenas e de boa qualidade (DZIEZAK, 1988),
a flexibilidade no uso de matrizes variadas e o baixo custo (RE, 1998;
DESAL, 2005).

Abbasi, Emam-Djomeh, Mousavi e Davoodi (2014) apontam
gue a reducdo, ou remocdo de gordura de alimentos processados €
desejavel em uma dieta saudavel, porém este processo resulta na
eliminacéo de varios micronutrientes tais como vitaminas lipossollveis.
Além da reducdo das gorduras muitos processos industriais eliminam
vitaminas da composicdo de seus produtos, pois estas apresentam
sensibilidade a diversos fatores do meio ambiente (ABBASI et al., 2014)
sendo a aplicacdo da vitamina D em produtos liquidos muito dificil,
devido a sua natureza termosensivel e hidrofobicidade.

A presenca destes micronutrientes é essencial para saude
humana, estudos realizados por Pettifor e Prentice em 2011, declaram
gue a presenca de vitamina D em niveis adequados pode prevenir
doencas como diabetes, esclerose mdltipla e cancer. A
microencapsulacdo através do spray drying € uma alternativa para
manter a estabilidade das vitaminas em processos realizados na indudstria
alimenticia, e mascarar possiveis sabores ou odores estranhos da mesma
(GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010).
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Segundo Brazel (1999) o material de parede de uma cépsula de
vitamina deve liberar seu ndcleo no intestino ou no estbmago, ou seja,
apos a ingestdo, mantendo assim todas as propriedades do composto
bioativo. Ainda segundo Gonnet et al. (2010) para proporcionar a
liberacdo da vitamina no momento ideal, as matrizes sdo geralmente
materiais hidrofébicos como, por exemplo, as ceras, mas muitos
derivados de proteinas com ligacdes cruzadas e celulose também vém
sendo utilizados com a finalidade de promover liberacéo entérica.

Para a realizacdo do processo de microencapsulacdo de 6leos,
assim como algumas vitaminas, é necessario que seja produzido um
sistema emulsionado do tipo 6leo/agua, onde sdo formadas as gotas, que
dardo origem as microparticulas. Portanto, a estabilidade da emulséo e o
tamanho das gotas tem um papel importante na eficiéncia da
encapsulacio de 6leos (RODEA-GONZALEZ et al., 2012).

De acordo com Gouin (2004), materiais como goma arabica,
maltodextrina, amidos modificados, e proteinas de soro de leite e de soja
sdo aplicados na microencapsulacdo de 6leos. As proteinas de soro de
leite, além de ser um coproduto da fabricacdo de alimentos lacteos,
apresentam boa atividade emulsificantes, revelando-se promissoras para
a industria de alimentos na formulacdo de emulsbes e no
desenvolvimento de microparticulas para proteger e aplicar compostos
bioativos (FRASCARELLI et al., 2012b RODEA-GONZALEZ et al.,
2012;).

1.3. Proteina isolada de soro de leite

O leite, produto de secre¢do das glandulas mamérias, é um
fluido viscoso, que se apresenta como uma emulsdo liquida em que a
fase continua é formada de agua e substancias hidrossollveis, e a
descontinua é formada, principalmente de micelas de caseina e de
glébulos de gordura. Esta emulséo é considerada o Unico alimento que
satisfaz as necessidades nutricionais e metabdlicas do recém-nascido de
cada espécie mamifera (SGARBIERI, 1996; SGARBIERI, 2005).

Do ponto de vista comercial, o leite bovino é o mais importante,
podendo ser comercializado em sua forma desidratada, leite em po6, ou
na forma liquida integral ou desengordurada e pasteurizada ou
esterilizado (SGARBIERI, 2004). Sua composi¢do engloba éagua e
solidos totais distribuidos em minerais, vitaminas, gorduras, agucares e
proteinas (SGARBIERI, 2005). As proteinas sdo 0s compostos mais
valorizados do leite, devido a suas propriedades nutritivas derivadas de
sua composicdo em aminoécidos (CHEFTEL et al., 1989 ), e das
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propriedades fisico-quimicas, que sdo de grande interesse tecnoldgico,
como absorcao e retencdo de dgua e de gordura, capacidade espumante e
estabilidade de espuma, solubilidade, geleificagdo, melhoria nas
propriedades sensoriais e na aceitagdo dos produtos, capacidade
emulsificante e estabilidade das emulsdes, formacdo de filmes
comestiveis e biodegradaveis e formacao de microparticulas (MODLER,
2000).

As proteinas presentes no leite diferem por suas propriedades
fisico-quimicas, podendo ser classificadas em: proteinas das membranas
dos glébulos de gordura, enzimas e fatores de crescimento, caseinas e
proteinas do soro (LOURENCO, 2000). As principais proteinas
presentes no soro de leite bovino sdo [-lactoglobulina (B-LG), a-
lactalbumina (a-LA), Imunoglobulinas (IG), Lactoferrina (LF),
Albumina sérica bovina (ASB), e Lisozima (SGARBIERI, 2005). As
guantidades relativas destas proteinas presentes no leite bovino e
humano sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo das principais proteinas do soro de leite bovino e
humano.

Proteinas de soro (g/L) Leite bovino Leite humano

Proteinas totais 5,6 5,0

B-lactalbulina 3,2 Tragos
a-lactalbumina 1,2 2,8
Albumina sérica bovina (BSA) 0,4 0,6
Imunoglobulinas 0,7 1,0
Lactoferrina 0,1 0,2
Lisozima Tracos 0,4

Fonte: Sgarbieri (2005) (adaptado).

A B-lactoglobulina é o principal componente protéico do soro
de leite bovino, seu papel fisioldgico ainda é pouco conhecido. Sabe-se
que ela apresenta um efeito protetor na destruicdo térmica do acido
ascarbico em solucdo aquosa, devido ao efeito antioxidante do grupo
tiol presente em sua estrutura (DAI-DONG et al., 1990). Segundo
Nagoka et al., (2001) peptideos derivados da B-LG bovina podem
influenciar fortemente no nivel de colesterol sérico. Varios estudos tém
sido feitos com o propdsito de definir os sitios de ligacdo existentes na
B-LG, para o retinol, pois em 1972, Futterman e Heller, demonstraram
que a B-LG bovina, forma complexos com o retinol, solGveis em &gua,
mas um consenso ainda ndo foi alcancado (JANG; SWAISGOOD,
1990).
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Tratando-se de uma proteina termossensivel, a B-lactoglobulina
possui uma conformacdo estrutural bem elucidada por: BROWNLOW et
al. (1997) apresentando uma estrutura caracteristica da familia de
proteinas denominadas lipocalinas onde nove segmentos em folhas 3
antiparalelas que se arranjam formando uma espécie de barril achatado,
ou calice de carater hidrofébico. Esse calice confere a esta proteina a
capacidade de emulsificacdo, formacdo de espuma, geleificacdo e
ligacdo de aroma e sabor, que compreendem propriedades funcionais de
grande aplicacdo na industria de alimentos (MORR; FOEGEDING,
1990).

A o-lactoglobulina é uma metaloproteina com carater
hidrofdbico, que se liga em ions metalicos como o calcio e o zinco.
Possui uma estrutura globular com quatro ligagdes dissulfeto e residuos
de aminoacidos, sendo a mais estavel dentre as proteinas do soro, devido
a sua capacidade de se ligar ao Ca** (BREW, 2003). A Figura 5 ilustra a
estrutura tercidria da a-lactoglobulina e da B-lactoglobulina.

Figura 5: Estrutura das proteinas: (a)Estrutura Terciaria da p-Lactoglobulina (b)
Estrutura tri-dimensional nativa da o-Lactoaloumina mostrando os terminais N
e C, 0 4tomo de célcio ligado (esfera) e as quatro pontes dissulfeto.

AVal AAsp
B Ala ) B Gly

\118 F‘/“

Fonte: Sgarbieri (2004).

A fungdo biologica da a-LA baseia-se na “modificagdo” da
especificidade de uma enzima responsavel pela sintese da lactose nas
glandulas mamérias, a enzima D-glicose 4-B-galactosil tranferase
(POPPI FA et al., 2010). Trabalhos de autores suecos apontam a
capacidade da o-LA de destruir células cancerigenas em condicGes
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especificas de pH e na presenca de 4&cido oleico (EUGENE;
BERLINER, 2000).

A albumina sérica bovina representa de 15 a 20 % das proteinas
presentes no soro bovino. Sua estrutura é caracterizada pela presenca de
ligacGes dissulfeto e de um grupo sulfidrilo (HARAGUCHI; ABREU;
DE PAULA, 2006). As demais proteinas presentes no soro de leite
bovino também exercem funcgdes importantes como a acao imunoldgica
das imunoglobinas (HURLEY, 2003), e a antiviral antifungica e
antiparasitaria da Lactoferrina (LOONERDAL, 2003).

Além das proteinas, o soro de leite bovino apresenta lipideos,
lactose, éacido lactico, &cido citrico, compostos nitrogenados nédo
proteicos como o acido drico, vitaminas do complexo B e sais minerais
como o célcio, principalmente o fosfato de célcio, cloreto de célcio e de
sodio e outros (GONZALEZ SISO, 1996; PANESAR et al., 2007).

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou na industria,
através da precipitacdo acida do leite, no pH isoelétrico, resultando em
caseinatos e no soro &cido, pelo processo enzimatico gerando 0 soro
doce, ou através da microfiltracdo das micelas de caseina, obtendo-se
micelas concentradas e proteinas na forma de concentrado ou isolado
proteico (CAUSSIN; FAMELART; FAUQUANT; MAUBOIS, 2001;
ZINSLY et al., 2001; ORDONEZ et al., 2005).

O soro doce e o soro acido diferem principalmente pelo
contetdo mineral e pela acidez (KOSSEVA et al., 2009). O soro doce,
por ser resultado da acdo de enzimas sobre a caseina contém maior
guantidade de aminoacidos livres, lactose e peptideos (TULLIO, 2007),
sendo muito empregado na area alimenticia (MIZUBUTI, 1994). J4 o
soro acido é pouco empregado pela indstria, pois seu forte sabor acido
ndo é muito aceito pelo publico consumidor (VIEIRA, 2006). Sua
aplicacdo baseia-se na suplementagdo de sucos de frutas 4cidas e na
coagulacdo na producédo de “ queso blanco”.

1.4. Reticulagdo

A natureza hidrofébica dos agentes encapsulantes proteicos
limita a sua aplicagdo como matriz no processo de encapsulagdo de
compostos bioativos que requerem barreira a umidade. Visando
melhorar as propriedades funcionais das proteinas para aumentar sua
aplicabilidade, sdo realizadas modificagfes quimicas e enzimaticas, que
favorecem a incorporagdo de ligacdes inter e intramoleculares por
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ligagdes cruzadas covalentes em proteinas (YOSHIDA; ANTUNES,
2009).

1.4.1. Reticulacdo quimica

As modificagdes das propriedades funcionais de diversas
proteinas sdo realizadas comumente através de reagentes quimicos,
porém a maioria destes tem potencial toxicolégico limitando suas
aplicacBes em produtos alimenticios. Dentre os reticulantes quimicos
mais utilizados destacam-se o formaldeido, glioxal (SELLING;
WOODS; BISWAS, 2010), o glutaraldeido ja aplicado em proteina de
soro de leite (LEE; ROSENBERG, 1999) entre outros. Devido a origem
natural das enzimas, a reticulacdo enzimatica é mais aceitavel de que a
guimica, tanto para autoridades regulatdrias quanto pelo consumidor
(NONAKA et al., 1989).

1.4.2. Reticulacdo enzimatica

Devido ao potencial toxicolégico da utilizacdo de reagentes
quimicos para obter ligagdes cruzadas e melhorar as propriedades
funcionais das proteinas, muitos estudos vém aplicando as enzimas para
promover reagdes de reticulagio com proteinas. Responsaveis por
ampliar o nimero de coesfes da matriz polimérica e consequentemente,
0 grau de ligagGes intramoleculares e intermoleculares, as reacOes
enzimaticas provocam alteracGes nas propriedades funcionais da matriz
como, por exemplo, a diminui¢do da solubilidade e da permeabilidade
ao vapor de agua (CARVALHO; GROSSO, 2006).

Dentre as enzimas mais utilizadas nesta reacdo, destaca-se a
enzima transglutaminase (TGase) (EC 2.3.2.13), aplicada em estudos de
reticulacdo com vérias proteinas como gelatina (BAE et al., 2009),
proteina de ervilha (SUN; ARNTFIELD, 2012), proteina de soja, (ZHU;
RINZEMA; TRAMPER; BOL, 1995; YOKOYAMA,; KIKUCHI, 2004)
e, proteina de soro de leite (GAUCHE et al.,, 2008) entre outras
aplicacdes.

1.4.2.1. Enzima transglutaminase

Conhecida pelo nome sistemético de proteina-glutamina gama-
glutamil-transferase, e presente naturalmente na maioria dos fluidos
corporais, e nos tecidos animais (LORAND, 2002), a enzima
transglutaminase pode modificar as propriedades funcionais de proteinas



55

vegetais e animais, conferindo-lhes melhores aspectos reoldgicos e
sensoriais (NIELSEN, 1995). Essa modificagdo pode ocorrer por meio
de ligagbes cruzadas, incorporacdo de aminas e desaminacgdo
(MOTOKI; SEGURO, 1998).

A enzima TGase é um agente reticulante, pois ¢é catalisadora da
reacdo de acil — transferéncia, entre os acil-doadores, grupos v-
carboxiamidico, residuos de glutamina da cadeia polipeptidica, e os acil-
receptores, aminas primarias, incluindo os grupos g-amino de residuos
de lisina em certas proteinas, atuam como acil-receptores, como
apresentado na figura 6 (NIELSEN,1995; ZHU et al.,1995).

Quando ocorre a ligagdo chamada de e- (y-glutamil) lisina,
resultado da acdo aceptora de uma amina terminal de um residuo de
lisina, ocorre a formacdo de ligacBes cruzadas entre cadeias proteicas,
ou seja, uma reacdo de polimerizagdo, provocando alteracdes nas
propriedades fisicas das proteinas (ZHU et al.,1995).

Figura 6: Modo de acéo geral da enzima transglutaminase
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Fonte: Macedo e Sato (2005).

Quando os residuos de lisina ou outras aminas primarias estdo
ausentes, a dgua comporta-se como nucledéfilo da reacdo, resultando na
desaminacéo, e na mudanca de carga da proteina, devido a ampliacédo no
numero de residuos carboxilicos. No entanto, quando a lisina esta livre
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durante a reacdo, aminas sdo incorporadas nas cadeias proteicas,
alterando a hidrofobicidade da superficie (ZHU et al., 1995).

No processamento de alimentos, a enzima transglutaminase é
um ingrediente conhecido e bastante aplicado, pois confere
caracteristicas Unicas aos alimentos, de forma segura. Dentre as mais
variadas aplicagdes destacam-se, por exemplo, a adi¢cdo da enzima na
formulagdo de pées, que aumenta o volume e a consisténcia do mesmo
(COLLAR; BOLLAIN; ANGIOLONI, 2005).

Para fins industriais e pesquisas tecnoldgicas, a enzima
transglutaminase pode ser obtida através de trés fontes. A primeira fonte
baseia-se na extracdo e purificagdo de fluidos e tecidos corporais de
animais que fazem parte da alimentagdo humana, como por exemplo,
pescados, bovinos e suinos. A segunda forma de obtencdo da enzima a
manipulacdo genética utilizando micro-organismos hospedeiros,
leveduras ou Aspergillus (MACEDQO; SATO, 2005).

A terceira maneira de obter a enzima transglutaminase é a
realizagdo de um “screening” através de um micro-organismo produtor
de TGase gerando assim uma enzima transglutaminase microbiana
(MTGase). Recentemente as MTGase estdo sendo muito utilizadas pela
industria alimenticias, devido a capacidade de formacdo de ligacdes
cruzadas com grande parte das proteinas dos alimentos como por
exemplo proteinas de ovos, caseinas, glutens, miosinas entre outras, o
gue possibilita inameras aplicacdes em alimentos (MACEDO; SATO,
2005).

1.4.2.2. Reticulagdo da proteina isolada de soro de leite com a
enzima transglutaminase

A Transglutaminase é aplicada como agente de reticulacdo em
proteinas de soro de leite, com a finalidade de realizar ligac6es cruzadas
com as proteinas presentes em maior propor¢do como a a-lactoalbumina
e a B-lactoglobulina. Porém estudos apontam que apds o periodo de
incubacdo daTGase com o soro de leite, sdo observadas ligacdes
cruzadas fortes com a proteina a-lactoalbumina e fracas com a B-
lactoglobulina (FAERGEMAND; OTTE; QVIST, 1997).

Essa diferenca de interagdo entre a o-lactoalbumina e a f-
lactoglobulina com a enzima transglutaminase pode ser explicada pela
maior disponibilidade de residuos de lisina e glutamina da o-
lactoalbumina, que favorecem a formacdo de ligacbes cruzadas com
maior intensidade (FAERGEMAND; OTTE; QVIST, 1997).
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1.5. Comportamento reol6gico do soro de leite

O comportamento reolégico de solugdes de proteinas isoladas
de soro de leite é caracteristico de um fluido Newtoniano, preparadas a 2
a 8 % (m/m), quando a concentracdo é aumentada para 10 a 24,5 %
(m/m) o comportamento pseudoplastico e a tensdo de cisalhamento
requerida aumenta. Em solugdes com concentraces de 32 % além do
comportamento pseudoplastico, apresentam comportamento tixotropico
(LIZARRAGA, 2006).

Quando submetidas a reacGes de polimerizacdo com a
transglutaminase algumas alteragBes no comportamento reolégico ja
foram analisadas, como por exemplo, a temperatura de gelificagdo das
proteinas, que ao sofrerem reacdo de reticulagio com a
transglutaminase, apresentam uma temperatura de geleificacdo
levemente menor de que as proteinas ndo reticuladas com a enzima
(TRUONG et al., 2004).

Para determinar o comportamento de fluxo das proteinas de
soro de leite reticuladas com a transglutaminase Wilcox e Swaisgood
(2002) analisaram a viscosidade intrinseca e de cisalhamento antes da
formacdo de gel. Os dados obtidos apontaram um aumento da
viscosidade intrinseca indicando a formacao de biopolimeros maiores e
menos esféricos. A partir da aplicacdo do modelo da Lei da Poténcia na
curva de tensdo de cisalhamento versus taxa de deformacdo foram
obtidos o indice de consisténcia (K) e de comportamento de fluxo (n),
gue se aproximou do valor zero, indicando o comportamento de fluido
ndo Newtoniano (WILCOX; SWAISGOOD, 2002).
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RESUMO

O desenvolvimento de microparticulas de proteina isolada de soro de leite,
contendo como recheio a vitamina D3, € uma tecnologia promissora, visto que
este composto bioativo possui um papel importante para o desenvolvimento
6sseo do ser humano e suas caracteristicas fisico-quimicas dificultam seu
consumo, sintese cutanea e seu processamento na inddstria alimenticia. Com
base nessas informagdes foram formuladas e caracterizadas duas matrizes de
isolado proteico de soro de leite para obtencdo de microparticulas, com
diferentes concentragdes de vitamina D3 (20, 25 e 30 % em relacdo a massa da
matriz polimérica), a partir do processo de secagem por atomizagdo. Em uma
primeira formulacgdo o surfactante pluronic F68 néo foi utilizado para o preparo
da matriz, e em uma segunda formulacdo o mesmo esteve presente. Os
resultados mostraram que, o procedimento de encapsulacéo foi bem-sucedido,
apresentando valores elevados de eficiéncia de encapsulacdo para as amostras
contendo baixas concentracbes do composto bioativo, sendo de 54% de
eficiéncia para as particulas sem surfactante e de 21 % para as particulas
contendo surfactante em sua formulacdo. A anélise de distribui¢do de tamanho
confirmou a obtencdo de particulas em escala micrométrica variando de 10 a
100 um, e as micrografias revelaram uma estrutura esférica, de superficie lisa,
sem rachaduras, conferindo maior protecdo & vitamina Ds. A partir dos
espectros de infravermelho foi possivel constatar a presenca/auséncia do
surfactante utilizado na formulacdo da matriz. As analises térmicas
apresentaram os estagios de degradacdo da matriz e do recheio e forneceram
dados de estabilidade térmica das microparticulas. De acordo com o0s
resultados obtidos na caracterizagdo das amostras as duas formulacbes da
matriz a base de isolado proteico de leite apresentaram boas propriedades como
agente encapsulante no preparo/obtencdo de microparticulas de vitamina Ds,
através da secagem por atomizacdo. Gerando assim microparticulas com
potencial nutricional, além de propriedades que possibilitam a introducdo da
vitamina D3 em formulagGes alimenticias.

Palavras-chave: microencapsulacdo, vitamina D3, isolada proteico de soro de
leite.
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1. INTRODUCAO

A deficiéncia de vitamina D pode causar alteracdes dsseas e
renais, como o raquitismo e a osteomalacia, pois € essencial para o
desenvolvimento do tecido 6sseo. No entanto nos ultimos anos,
pesquisas vém relacionando a deficiéncia desta vitamina com outras
enfermidades como o mal de Alzheimer e mal de Parkinson,
hipertengdo, cancer, esclerose multipla, artrite reumatoide, entre outras
(AVASARALA; ZACHARIAH, 2015; NING et al., 20015).

Esta vitamina pode ser encontrada em alguns alimentos, em
concentragcBes muito baixas, como por exemplo, 6leo de figado de
bacalhau, que ndo satisfazem as necessidades diarias do ser humano.
Sendo a principal fonte desta vitamina a sintese cutanea, todavia esta
sintese pode ser prejudicada por diversos fatores como a pouca
exposicdo ao sol, a obesidade, o estresse e diversos outros fatores,
causando assim a insuficiéncia deste composto bioativo a populacdo
(SARAIVA et al. 2007; HEANEY, 2008).

Estes fatos apontam a necessidade de incluir a vitamina D na
dieta populacional, porém suas caracteristicas fisico-quimicas, como sua
volatilidade e degradacéo na presenca de luz ultravioleta, dificultam seu
processamento na industria de alimentos (ABBASI, 2014). Uma
alternativa para vencer esta dificuldade é a utilizacdo do método de
microencapsulagdo, uma técnica que possibilita a utilizacdo de
compostos bioativos sensiveis em processos industriais sem alterar suas
propriedades nutricionais, sensoriais entre outras (YOSHIDA,
ANTUNES, 2009; ABBASI, 2014).

A microencapsulagdo consiste em empacotar um ou mais
compostos bioativos em microparticulas comestiveis. Onde o material
revestido pode ser denominado de diversos nomes, como por exemplo,
nucleo e recheio, ja o material que forma a particula como matriz, casca,
parede, entre outros (ZHU et al. 2003).

Uma variedade de compostos, como proteinas e polissacarideos
pode ser utilizada como agente encapsulante (AZEREDO, 2005). A
proteina isolada de soro de leite vem se destacando entre as matrizes
existentes, por apresentar um bom potencial emulsificante, formacdo de
filmes comestiveis e biodegradaveis entre outras propriedades
(ANTUNES, 2009; FRASCARELI et al., 2012b).

Além das propriedades citadas, outro fator que torna a proteina
isolada de soro de leite interessante para aplicagio como material
encapsulante, € a sua origem como um coproduto da inddstria de
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queijos, que apesar de apresentar boas caracteristicas nutricionais, ainda
¢ pouco aproveitado, pois seu beneficiamento exige tecnologias de custo
elevado incompativel com a realidade de diversas indUstrias (ALVES et
al., 2014).

Devido a necessidade de inserir vitamina D na dieta da
populacdo e os fatores que tornam a utilizacdo do isolado proteico de
soro de leite como material de parede interessantes na producdo de
microparticulas, este trabalho teve como objetivo a producdo de
microparticulas de vitamina Dz em matriz de proteina isolada de soro de
leite através da secagem por atomizagao.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1. Material

As microparticulas foram preparadas a partir dos seguintes
materiais: isolado proteico de soro de leite comercial (Pl), com 92 %
(p/p, em base seca) de proteina, obtido da empresa Glanbia®, agua
destilada, medicamento comercial de lote: 14040030 contendo 5,0 ug de
vitamina D3 (colecalciferol) a cada 0,036 mL, o tensoativo Pluronic® F-
68 (Polioxietileno), e a vitamina Ds; padrdo, adquiridos da SIGMA-
ALDRICH®,

2.2. Metodologia
2.2.1. Preparacéo das microparticulas

As microparticulas de isolado proteico de soro de leite foram
produzidas, em triplicata, a partir da modificacdo da metodologia de
Baranauskiene et al. (2006), onde em uma primeira etapa, preparou-se
trés solucdes de Pl 10,0 % (m/m) em agua destilada, e estas foram
mantidas sob agitacdo mecanica por um periodo de doze horas até a total
dissolugdo dos sdlidos. Ap6s a solubilizacdo da matriz, foram
adicionados 20,0 % (m/m em relacdo & massa de PI) do surfactante
Pluronic® F-68 as solucdes, as quais foram novamente mantidas sob
agitacdo até a formacao de uma solucdo homogénea.

Na segunda etapa da preparagdo, o farmaco foi adicionado as
solucdes homogéneas, nas seguintes proporcdes 20, 25 e 30 % (m/m em
relacdo a massa de PI). As emulsdes foram entdo preparadas, com um
homogeneizador Ultra-Turrax® para devida estabilizagdo, por um
periodo de 5 minutos a 5000 rpm e em seguida, foram secas pelo
método de atomizagdo em um Mini Spray Dryer da marca BUCHI
modelo B-290, no Laboratério de Reologia e Polimeros Naturais da
UFSC.

O mesmo procedimento de preparacdo das microparticulas foi
refeito, nas mesmas proporcgdes, porém sem a adi¢do do surfactante
Pluronic® F-68 na primeira etapa da metodologia.
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2.3. Eficiéncia de encapsulacao e do rendimento das microparticulas

O rendimento das microparticulas foi obtido através da relacéo
entre a quantidade de reagentes utilizados para a producdo das particulas
desejadas, e o valor total em massa do produto final obtido.

A eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas foi avaliada
segundo o método de Teng et al. (2013) com algumas modificacGes,
onde tanto a vitamina D3 superficial, quanto a total foram extraidas e
quantificadas atraves da andlise de espectroscopia de UV — Vis. Marca
HITACHI U-1800 spectrophotometer.

. A massa total de vitamina D3 presente nas particulas, bem
como na superficie, foi determinada através de espectrofotometria de
absorcdo na regido do UV, empregando um equipamento da marca
HITACHI (modelo U-1800), com deteccdo em 265 nm. Uma curva de
calibracdo (R?= 0,996) foi obtida, empregando vitamina D3
medicamento. Os caélculos de eficiéncia de encapsulacdo foram
realizados segundo a equacdo 1 apresentada abaixo:

EE(%) - (méleo total) - (méleo superficial)

X 100 (1)

Mgeo total teorica

2.3.1. Determinagdo da massa total de vitamina D3

A massa total de vitamina D3 foi obtida em uma primeira etapa,
através da solubilizacdo de 0,05g de microparticulas em um tubo de
ensaio contendo 10,0 mL de agua destilada. Esta solucdo foi mantida
sob agitacdo em um agitador magnético Dist DI -03 por 10 minutos. Em
seguida 1,0mL da solucdo obtida foi dissolvida em 10,0mL de alcool
etilico. Em uma segunda etapa a solucdo diluida foi centrifugada em
uma centrifuga Hermle modelo Z 200A a 6000 rpm por um periodo de
15 minutos. Ap6s a completa separagdo de fases, o sobrenadante foi
retirado com auxilio de uma pipeta e a vitamina extraida, foi
guantificada através de espectroscopia de UV — Vis conforme descrito
no item 2.3.

2.3.2. Determinacéo da massa superficial de vitamina Ds

A massa superficial de vitamina D3 foi obtida através da adicdo
10,0 mL de alcool etilico em um tubo de ensaio contendo 0,059 de



81

amostra. Esta solugcdo heterogénea foi centrifugada em uma centrifuga
Hermle modelo Z 2002, por um periodo de 15 minutos a 6000 rpm, até a
completa separacdo de fases. Em seguida o sobrenadante foi retirado
com auxilio de uma pipeta, e transferido para uma cubeta de quartzo de
3,0 mL, e a vitamina foi quantificada através de espectroscopia de UV —
Vis conforme descrito no item 2.3.

2.4. Caracterizacdo fisico-quimica das microparticulas

Ap0s a obtencdo das microparticulas de proteina isolada de soro
de leite, com o farmaco, as mesmas foram caracterizadas.

2.4.1. Analise morfoldgica
2.4.1.1. Morfologia

A morfologia das microparticulas foi analisada através de
microscopia eletronica de varredura (MEV), com um microscopio
modelo JEOL modelo JSM-6390LV, situado no Laboratério Central de
Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal de Santa Catarina.

2.4.2. Distribuicéo de tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho de particulas foi observada através
da analise de imagens concedidas também pela microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e através de micrografias por difracdo de feixe de
lazer, obtidas em um equipamento Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK).

Para a obtencdo das micrografias, uma pequena gquantidade de
cada amostra foi dispersa em alcool etilico em um tubo de ensaio, e em
seguida submetidas a leitura no equipamento, essa analise foi realizada
em triplicata para todas as amostras. Os dados foram entdo concedidos e
tratados com o software Quantikov Image Analizer.

2.4.3. Andlise térmica
2.4.3.1. Analise termogravimétrica (TGA)
Para avaliar a estabilidade e a degradacdo térmica das

microparticulas foi realizada uma analise termogravimétrica (TGA) com
0 aparelho da marca Shimadzu Corporation (Quioto, Japdo) situado no
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Laboratério de Controle de Qualidade do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Santa Catarina. A analise foi realizada a
temperatura ambiente até 600 °C, em uma taxa de aquecimento de 10 °C
min sob atmosfera de nitrogénio (fluxo = 50 mL min-).

2.4.3.2. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A andlise de calorimetria exploratoria diferencial foi realizada
com um equipamento da marca TA Instruments, modelo Multicell MC-
DSC, situado no Laboratério de Reologia e Polimeros Naturais da
UFSC, para avaliar as alteracGes estruturais. As amostras foram
inicialmente resfriadas até -20 °C, e em seguida foi realizada a varredura
na velocidade de 1 °C min* até 140 °C.

2.4.4. Espectroscopia no infravermelho (1V)

Com o intuito de observar, analisar e comparar as interagdes
estruturais das microparticulas foi realizado andlise de espectroscopia ha
regido do infravermelho com um equipamento PerkinElmer FT-IR/NIR
(Frontier Spectrometer) com transformada de Fourier, resolucdo de 4
cm! na faixa situada entre 4000 a 400 cm™* no Laboratério de Controle
de Qualidade do Departamento de Farmacia da Universidade Federal de
Santa Catarina.

2.4.5. Determinacdo do perfil de liberagdo das microparticulas

Uma avaliacdo do perfil de liberacdo da vitamina Ds, das
microparticulas produzidas, foi desempenhada utilizando a metodologia
de Xu, Khan e Burgess (2012), em que 10 mg de amostra foi
acondicionado juntamente com 10 mL de solucdo tampédo pH 7,4 em
membranas de didlise (Cut-off de peso molecular de 12.000 — 16.000 e
porosidade de 25 Angstrons).

As membranas de dialise foram entdo mergulhadas em um
frasco ambar fechado contendo a mesma solugdo tampédo de pH 7,4 e
mantidos sobre leve agitagdo mecanica. As aliquotas da fase externa ao
saco de dialise foram retiradas em intervalos de tempo apropriados para
avaliar a quantidade de vitamina Ds liberada para o meio. A
quantificacdo da vitamina foi realizada através de espectroscopia de UV
— Vis. com um equipamento modelo HITACHI (U-1800
spectrophotometer). A andlise foi realizada em triplicata para todas as
amostras.
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2.4.6. Angulo de contato e Energia livre superficial

Através de um gonidmetro modelo OCA 15EC (Filderstadt,
Alemanha), acoplado a um sistema processador de imagem de alta
resolucdo Data Physics Instruments determinou-se o angulo de contato
das microparticulas formadas. Para realizar as medicfes de angulo de
contato, foram produzidas pastilhas, de superficie plana, das amostras
analisadas. As pastilhas foram obtidas através da prensagem de 1
tonelada por 1 minuto, de uma massa de aproximadamente 200 mg de
amostra na prensa de modelo Perkin Elmer (Hydraulische Presse).

A partir das pastilhas produzidas de cada amostra foram
realizados ensaios, a temperatura ambiente, onde solventes de
polaridades diferentes, sendo estes, agua deionizada (5 uL), formamida
(4 pL) e diiodometano (0,8 puL) formam depositados sobre a superficie
dos comprimidos. Ao final dos ensaios, os dados fornecidos pela analise
de angulo de contato foram tratados, determinando-se assim valores de
energia livre superficial de cada amostra.

2.4.7. Densidade
2.4.7.1. Densidade aparente

Para determinar a densidade aparente (dap) das microparticulas,
utilizou-se 0 método de Chinta et al. 2009 com algumas modificacdes,
em que uma massa de 0,5 g de cada amostra foi adicionada @ uma
proveta graduada, através de um funil. Em seguida o volume
apresentado na proveta foi registrado e tratado para obter-se o valor da
densidade.

2.4.7.2. Densidade compactada

A densidade compactada (dcp) foi determinada conforme a
metodologia utilizada na determinacdo da densidade aparente, no
entanto, apds a adicdo da amostra & proveta graduada, a mesma foi
compactada por 1200 vezes através do compactador automatico,
Copley® Scientific modelo JV 1000.
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3. RESULTADOS E DISCUSAO

Foram obtidas seis formulacdes de microparticulas de vitamina
D3 em matriz de proteina isolada de soro de leite, onde trés formulagdes
utilizaram o surfactante Pluronic® F-68, e diferentes concentracoes de
vitamina D3, 20, 25 e 30 % (m/m em relagdo a massa de Pl). As demais
formulagBes foram realizadas com 0s mesmos reagentes, nas mesmas
propor¢Bes, com as trés diferentes concentraces de vitamina, porém a
estas nao foi adicionado o tensoativo Pluronic® F-68.

Além das seis amostras citadas, foram preparados dois brancos,
uma contendo somente a matriz, que foi denominada de Branco (B) e
outra contendo a matriz e o surfactante, denominado de Branco
Surfactante (BS). Todas as formulagdes foram entdo nomeadas como
APresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Denominagdo das formulagdes de microparticulas.

. ~ Formulacdes
Concentragdo de Formulagbes sem ¢

Amostras vitamina Ds (%) surfactante contendo
surfactante
Branco 0 B BS
1 20% Al Als
2 25% A2 A2s
3 30% A3 A3s

3.1. Rendimento das microparticulas

O rendimento percentual, de cada formulagdo, foi obtido
através da relacdo entre o rendimento real e teérico conforme a Equacéo
2 (ATKINS; JONES, 2006), e apresenta-se na Tabela 2.

rendimento real

Rendimento percentual = x 100 (2)

rendimento teorico
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Tabela 2: Rendimento percentual das microparticulas B, Al, A2, A3, BS, Als,
A2s e A3s.

Amostras Rendimento Rendimento Rendimento
Real* Tebrico* Percentual
(%)

B 15,06+0,43 20,00+0,07 76,16+1,06
Al 11,2940,27 24,004+0,01 47,06+1,14
A2 13,69+0,49 25,02+0,03 54,78+1,98
A3 14,2740,24 26,004+0,05 54,91+0,95
BS 17,054+0,10 22,2440,09 76,6810,47
Als 13,30+0,29 26,2440,08 50,69+1,11
A2s 18,224+0,24 27,2440,09 66,89+0,90
A3s 18,20+0,43 28,24+0,05 64,46+1,54

*Média com base em triplicatat-desvio padréo dos resultados.

Estruturas micro e nanométricas sdo termodinamicamente
instaveis devido a maior area interfacial (c) do sistema, o que leva a
uma maior energia de Gibbs, como mostra a Equacéo 3, sendo que de
acordo com a 22 Lei da Termodindmica o equilibrio sempre tendera para
um estado de menor energia, buscando, neste caso, uma area interfacial
minima (ATKINS; de PAULA, 2007).

(52),0. ®

Como estruturas micro e manométricas possuem grande area
interfacial em relagdo ao volume do sistema, para que as mesmas sejam
estabilizadas, é necessério reduzir a tensdo interfacial do sistema, pois
assim reduz-se a energia interfacial do sistema, o que auxilia na
estabilizacdo destas estruturas. O papel do surfactante é justamente
diminuir a tensdo interfacial do sistema e auxiliar esta estabilizagdo.
Com sua natureza anfifilica o surfactante tende a ser adsorvido na
interface do sistema, reduzindo sua tenséo interfacial.

Neste contexto, presenca do surfactante ajuda no processo de
formacdo das particulas, pois estabiliza a emulsdo dleo/agua, e
consequentemente aumenta o0 seu rendimento. Essa relacdo pode ser
confirmada através da analise de variancia (ANOVA), dos valores de
rendimento das formulagGes (Tabela 2) com e sem surfactante, como a
mesma concentracdo de vitamina.
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Por meio dos resultados da analise de variancia afirmou-se uma
diferenca significativa entre os valores de rendimento percentual (F >
Feritico), para as amostras contendo recheio, sendo F= 10,37 e Feritico=
7,70 para Al e Als, F= 61,71 e Feritico= 7,70 para A2 e A2s e de F=
55,32 e Feritico= 7,70 para A3 e A3s indicando que a presencga/auséncia
de surfactante interferiu no rendimento das particulas. As amostras B
(76,17%) e Bs (76,26%), resultaram em um valor de F (0,39) menor gque
de Feriico (7,70), declarando que a presenca/auséncia do surfactante nédo
interferiu no rendimento das particulas neste caso.

3.2. Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE %) corresponde a porcdo do
composto bioativo presente no nicleo das microparticulas secas, em
relacdo & quantidade total adicionada no inicio da emulsdo (QUISPE-
CONDORI, SLDANA; TEMELLI, 2011). Essa relagdo pode ser
calculada conforme a Equacéo 4.

Myit.D3 total — Myit.D3 superficial

EE(%) =

x 100 (4)

Myt D3 total tedrica

Os resultados da eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas
com e sem surfactantes sdo apresentados na Tabela 3.
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Observando os dados da Tabela 3 pode ser constatado que,
guanto maior a concentracdo de vitamina utilizada no preparo das
particulas, menor sua eficiéncia de encapsulacdo, para as
microparticulas formuladas com e sem surfactante. No entanto, as
microparticulas preparadas com concentraces menores do composto
ativo de interesse, 20 % de vitamina m/m em relacdo a massa de PI,
apresentam valores de EE % mais elevados, de 54,043 % para as
particulas sem surfactante e 21,195 % para particulas contendo
surfactante.

Assim, pode ser observar que quanto maior a concentragdo de
recheio utilizada no preparo das microparticulas estudadas, maior a
concentracdo destas na superficie das particulas, e segundo a Equagéo 1
apresentada por Quispe-Condori et al. (2011), quanto maior a
concentracdo de recheio na superficie das particulas menor a eficiéncia
de encapsulacéo.

O mesmo foi observado em relacdo a estabilidade de compostos
ativos em diferentes concentracBes por Abbasi et al. (2014) em
nanoparticulas de vitamina Dz com isolado proteico de soro de leite,
onde foram estudadas amostras de particulas com concentragfes de 280
pg. mlt e 560 pg. mlt de vitamina Ds. Estas amostras foram avaliadas
antes e apos sete dias de armazenamento, e os resultados apontam uma
reducdo da estabilidade do composto ativo de 17-12 % do valor inicial
das particulas contendo 280 pg. ml* de vitamina e de 34-20 % do valor
inicial das particulas contendo 560 pg. ml* de vitamina

Comparando os resultados de eficiéncia de encapsulacdo
(Tabela 3) entre as microparticulas formuladas com e sem surfactante,
com a mesma concentracdo de vitamina Ds, através de analise de
variancia (ANOVA), observou-se que para Al e Als houve diferenca
significativa entre os valores de F e Feritico. Sendo F= 169,00 e Feritico=
10,12 (F > Feritico), indicando que a presenca do surfactante interferiu na
eficiéncia de encapsulagéo.

Para o conjunto de amostras A2 e A2s e de A3 e A3s os valores
obtidos pela analise de variancia indicaram que, a presenca/auséncia do
surfactante ndo interferiu na eficiéncia de encapsulagdo das particulas
resultando em valores de F menores que Ferico Sendo estes F= 4,21 e
Feritico=10,12 para A2 e A2s e de F= 2,11 e Fgitico= 10,12 para A3 e A3s.



3.3. Caracterizagdo fisico-quimica das microparticulas
3.3.1. Analise morfoldgica
3.3.1.1. Morfologia

A Figura 1 ilustra as micrografias das particulas obtidas, em
uma magnificac¢do de 1500 vezes.

Figura 1: Micrografias eletronica de varredura das microparticulas com
. REd.. . Ry <0 E, » eVl @Y
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surfactantes, BS, Als, A2s e A3s, e sem surfactante B, A1, A2 e A3.

Através da técnica de microscopia eletrdnica de varredura,
podem ser obtidas imagens ampliadas das microparticulas e assim,
informacBes sobre sua morfologia além de elucidar propriedades
estruturais, de porosidade e superficie. Através da Figura 1 é possivel
perceber que as particulas B, BS, Al e Als apresentam-se mais
espacadas, enquanto as demais amostras, com maiores concentracfes de
vitamina, A2, A2s, A3 e A3s encontram-se mais aglomeradas. As
Figuras 2 e 3 apresentam as micrografias em magnificacdo de 500,1500
e 300 vezes das amostras que apresentaram melhores resultados de
eficiéncia de encapsulagdo Al e Als respectivamente.

Figura 2: Micrografia eletronica de varredura da amostra Al. Onde A e C estdo
em uma magnificacdo de 500 vezes e B e D de 1500 e 3000 vezes,

e
fokv) X3.000  5pm

respectivamente.

As microcédpsulas da amostra Al foram avaliadas em maior
detalhe, pois foram as amostras que apresentaram maior rendimento
percentual e maior eficiéncia de encapsulagdo. Essas amostras obtidas
pelo método de spray drying com proteina isolada de soro de leite
(Figura 2) apresentaram um formato esférico, e uma superficie lisa,
homogénea, compacta e sem fissuras aparentes. Através das
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micrografias, também & possivel observar a auséncia de poros e
materiais livres na formacdo das microparticulas, empregando um
aumento de até 3000 vezes.

Apesar de serem obtidas com uma formulacdo diferente, as
microparticulas contendo surfactante (Figura 3), exibiram aparéncia
similar as amostras sem surfactante: formato esférico e superficie lisa,
sem fissuras ou rachaduras, assim como ilustrado na Figura 1. Podendo
acarretar em uma menor permeabilidade de gases e consequentemente
maior retencdo e protecdo do composto bioativo.

Figura 3: Micrografias eletrbnicas de varredura da amostra A1S. Onde
A e C estdo em uma magnificagdo de 500 vezes e B e D de 1500 e 3000
vezes, respectivamente.

Também pode ser notada a presenca de pequenos achatamentos
na superficie de algumas particulas em ambas as amostras. De acordo
com Favaro-Trindade et al. (2010) estes achatamentos ou concavidades,
sdo tipicos de produtos, de variadas matrizes, obtidos pelo processo de
secagem por atomizacgdo, no entanto, segundo Rodriguez-Huezo et al.
(2007) a formacdo destes achatamentos estd relacionada com a
temperatura de secagem, e que a uma temperatura de secagem moderada
(temperatura de entrada de 140 °C) ocasiona estas concavidades na
superficie da particula.
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3.3.1.2. Distribuicdo de tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho das microparticulas determinada por
difracdo de feixe de laser pode ser observada no grafico apresentado
pela Figura 4, para amostras contendo surfactante B, Al, A2 e A3, e
pela Figura 5 para formulagdes sem surfactante BS, Als, A2s e A3s.
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Figura 4: Distribuicdo de tamanho das microparticulas sem surfactante, B, Al,
A2 e A3.
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Figura 5: Distribuicdo de tamanho das microparticulas com surfactante
BS, Als, A2s e A3s.
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Segundo as informagdes apresentadas nas Figuras 4 e 5, ambas
as amostras apresentaram uma distribuicdo de tamanho unimodal.
Indicando que a metodologia empregada € eficiente na producdo de
microparticulas e com uma distribuicdo de tamanho homogénea. Os
tamanhos das particulas obtidas estdo em escala micrométrica, com
diametros entre 20 ¢ 110 pm.

As microparticulas sem surfactante apresentaram tamanhos
entre 45,4-61,6 pm(B) 44,2-60,1 pm(Al), 58,4-79,3 um (A2), 66,2-89,9
um e volumes de 16,75 % 17,44 %, 17,63 % e de 194 %
respectivamente. As microparticulas formuladas com surfactante
obtiveram volumes méximos de 23,95 % e tamanhos de 59,8-81,3 um
(BS), 48,9-66,4 um (Als), 48,9-66,4 um (A2s) e de 69,6-94,6 um (A3s).
Essa pequena diferenca de tamanho entre as particulas com e sem
surfactante, se refere a presenca de um composto a mais, neste caso 0
surfactante que foi adicionado na formulacéo da matriz.

3.3.2. Analise térmica

3.3.2.1. Andlise termogravimétrica (TGA)

Quando um polimero é submetido a um tratamento térmico,
podem ocorrer mudangas em sua estrutura, caracterizadas pela ruptura
de ligacOes e formacdo de novos compostos volateis, provocando uma
diminuicdo ou aumento de sua massa molecular, bem como uma perda
de massa com 0 aumento da temperatura, provocada pela degradacéo
molecular e formagdo de compostos volateis. A estabilidade e as
propriedades térmicas de um polimero podem ser avaliadas através de
uma analise termogravimétrica, onde a perda ou 0 ganho de massa de
uma amostra é medida em funcdo do tempo (a temperatura constante),
ou da variacdo de temperatura (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

Para a obtencdo dos dados de estabilidade e das propriedades
térmicas das amostras, as microparticulas produzidas e os produtos
puros utilizados como matriz, proteina isolada de soro de leite, como
recheio, vitamina Ds, e o0 surfactante foram submetidos a andlise
termogravimétrica As curvas de degradacdo térmica (TG e DTG) das
amostras que apresentaram maior eficiéncia de encapsulagéo, Al e Als
sdo apresentadas nas Figuras 6 e 7 respectivamente, e os valores dos
pardmetros termogravimétricos como temperatura e porcentagem de
perda de massa, de todas as microparticulas e dos compostos puros
vitamina D3, PI, e surfactante estdo resumidos nas Tabelas 6 e 7.
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Figura 6: Analise termogravimétrica - microparticulas sem surfactante (Al).
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Figura 7: Analise termogravimétrica — microparticulas contendo surfactante
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Tabela 4: Parametros termogravimétricos — amostras B, Al, A2 e A3.

Pl Vit. D3 B Al A2 A3
1° Tma® 86,14 359,76 76,94 71,10 7509 72,08
Estégio Mmb 0,924 92537 5765 6452 7,429 3,763
2° Tmad 373,89 360,70 354,71 393,47 421,62
Estégio Mmb 81,781 i 64,697 57,171 80,444 63,041

% residuos a 600°C 17,295 7,463 29,538 36,377 12,127 33,196
2 Temperatura de maxima degradagédo (°C). ° Percentagem de perda de massa
em cada estagio de degradacao.

Tabela 5: Pardmetros termogravimétricos — amostras BS, Als, A2s e A3s.

Vit. Surfactan

PI BS Als A2  A3s
Ds te
; 359,7
1° T 8614 o 43071 8215 6932 7310 9379
Estagi a 92 53
o M 0924 2% 89200 5550 2624 5059 3,626
v T 3793,8 28313 39;3,2 3668,4 40;,9
Esgag' o 8L - so1g3 8309 7698 8648
1 ’ 0 0 4
% residuosa 17,29 25,259 14,28 17,96
s 20 7483 1071 . : % 989

@ Temperatura de maxima degradagdo (°C). ° Percentagem de perda de massa em
cada estagio de degradagdo
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As curvas de degradacdo térmicas (TG e DTG) realizadas sob
atmosfera de nitrogénio, e os dados das Tabelas 4 e 5, para as
microparticulas mostraram que ambas tiveram um primeiro decréscimo
de massa, até cerca de 82 °C, que pode ser atribuido a evaporacéo de
agua adsorvida, o mesmo comportamento pode ser observado na
amostra de matriz (PI) pura.

Um segundo estdgio de degradagdo observado nas
microparticulas encontra-se na faixa de 360,70 a 408,92 °C o qual é
associada a degradacdo da proteina e/ou da matriz proteina/surfactante,
como podemos observar com a perda de 81,78 % de massa do isolado
proteico de soro de leite & temperatura maxima de degradacdo (Tmax) de
373,89 °C. Tanto a vitamina, quanto o surfactante apresentaram apenas
um estagio de degradacdo com uma perda massa de 92,537 % e 89,290
% a uma Tmax de 359,76 °C e 430,71 °C respectivamente.

O que pode ser observado é que nas particulas com presenca de
surfactante ndo hd uma separacdo das temperaturas de degradacdo
maxima dos dois componentes. Uma Unica etapa de degradacdo térmica
acontece intermediaria as etapas isoladas da proteina e do surfactante.
Entretanto, nas particulas com surfactante, tanto a Bs como Als foram
as que apresentaram uma maior estabilidade térmica, com o pico de
degradacdo maxima de 388,13 °C e 396,25 °C, respectivamente.

3.3.2.2. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Por meio da andlise de calorimetria exploratéria diferencial
podem ser determinadas possiveis interacGes em sistemas poliméricos,
além de obter dados importantes de propriedades térmicas como a
transicdo vitrea (Tg), utilizada para determinar a estabilidade das
amostras durante sua estocagem e aplicacdo, temperaturas de fusdo (Tnm),
de cristalizagdo (T¢) e parametros como entalpia de fusdo (Amn), de
cristalizagdo (Acn) e da capacidade calorifica (Cp) (ATKINS; de
PAULA, 2007). As Figuras de 8 e 9 revelam os resultados da analise
para as amostras puras PI, vitamina D3, surfactante, proteina isolada de
soro de leite com surfactante (PI1+Surf), das microparticulas branco B e
BS, e que apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo, Al e Als
respectivamente.



Figura 8: Termograma das amostras B, BS, Al e AS.

Arostra B Armostra BS

Arnogtra Al Arnostra Als
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Figura 9: Termograma dos compostos puros PI, Surfactante, vitamina D3, PI +
surfactante, PI+ vitamina D3, Pl+surfactante + vitamina Ds,

F Surfactante

vitamina D Fl4+sufactante

Pl+vitamina Dy Pl+Surf + vitarmina Dy
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Ao analisar os termogramas dos materiais puros (Figuras: 9 ),
observa-se que somente o surfactante apresenta o pico referente a
entalpia de fusdo (Amn). J& as amostras que ndo contém o surfactante,
matriz e/ou recheio somente, ndo apresentam nenhuma alteracdo durante
a varredura térmica. O que ja era esperado uma vez que as
microparticulas foram analisadas em seu estado seco (sélido) e por se
tratar de proteinas de estruturas rigidas, ndo iriam sofrer alteracdo
estrutural na faixa de temperatura analisada.

Por outro lado, a vitamina que é comercializada na forma
liquida, semelhante a um 6leo, possui seu principio ativo, vitamina D3,
solubilizado nos demais excipientes. Sendo assim, com suas estruturas
cristalinas dissolvidas, ndo hd como detectarmos transices vitreas (Tg),
temperatura de cristalicdo (T¢) ou temperatura de deshaturagdo e/ou
fusdo (Tm).

Comparando os termogramas da Figura 9, Pl+ surfactante, e Pl
+ Surfactante + vitamina Ds;, podemos observar que a entalpia
necessaria para que ocorra a degradacdo térmica do surfactante diminui
de 67,67 kl.g! para 55,08 kJ.g! na amostra que contém o farmaco. O
mesmo fato pode ser observado nas amostras das microparticulas Figura
8, B e Al diminuindo de 8,50 kJ.g™* para 7,759 kJ.g™*.

Estas reducbes de entalpia de fusdo estdo relacionadas com o
efeito do préprio farmaco (vitamina D3 e excipientes), uma vez que 0
6leo acaba atuando como lubrificante nas cadeias poliméricas reduzindo
arigidez e a resisténcia térmica da estrutura proteica, matriz, diminuindo
a interacdo com o surfactante, e tornando-o mais disponivel para troca
de calor com o meio, necessitando de uma quantidade inferior de
energia para que ocorra a transicao térmica estrutura (FAYAD, 2010).

3.3.3. Espectroscopia no infravermelho

Ao fornecer radiacdo eletromagnética para uma molécula e a
frequéncia desta radiacdo corresponder a frequéncia de vibracdo da
molécula, a energia é absorvida resultando em um aumento de
amplitude de uma vibragcdo. Cada movimento molecular possui uma
vibragdo em uma frequéncia especifica, podendo assim ser identificado
pela medida de seu espectro na regido do infravermelho (McMURRY,
2009).

As andlises de espectroscopia de infravermelho das amostras
produzidas foram realizadas para identificar os grupos funcionais
presentes em sua composicdo e suas respectivas interacbes. As
principais bandas do espectro de infravermelho da proteina isolada de
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soro de leite (Figura 10), e da vitamina Ds (Figura 11), apresentam-se
nas Tabelas6 e 7.

Figura 10: Espectro IV - proteina isolada de soro de leite.
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Tabela 6: Principais correlagdes espectroscopicas de IV - proteina isolada de
soro de leite.

Comprimento de onda (») (cm™ Tipo de absor¢do
3279,30 Deformagdo O-H e N-H
3000-2800 Deformacéo C-H (grupos -CH; e -CHs)
1633,60 Estiramento C=0 e C-N (amida I)
1525 Deformacdo N-H e estiramento C-N

(amida I1)
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Figura 11: Espectro IV — vitamina Ds.

d MA\KN i MM»\
(rs//%ﬁ

%T

em1

Tabela 7: Principais correlagdes espectroscopicas de infravermelho para
vitamina Dj.

Comprimento de onda (1) (cm™) Tipo de absorcéo
3302,30 Deformagdo O-H
2950-2800 Deformagéo C-H (grupos -CH; e -CHs)
1720-1520 Estiramento C=C
1051,60 Estiramento C-O

No espectro de infravermelho da proteina isolada de soro de
leite (Figura 10), observaram-se bandas da absorcdo caracteristicas,
referentes aos compostos carbonilicos e a amida primaria (1633,6 cm™)
e a amida secundaria (1525 cm™). Na Figura 11 podemos identificar as
principais bandas relacionadas a vitamina Ds;, comecando pela banda
caracteristica ao grupo OH na regido de 3302,30 cm™, a banda de
estiramento referente a ligagdo C-O em 1051,60 cm™ e do estiramento
dos alcenos na regido de 1720-1520 cm™.

As Figuras 12 e 13 sdo referentes aos espectros de
infravermelho sobrepostos das amostras sem surfactante B, Al, A2, A3
e com surfactante BS, Als, A2s, A3s.
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Figura 12: Espectro de IV - microparticulas sem Surfactante
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De acordo com Duongthingoc et al. (2013), o espectro de
infravermelho revela dois principais picos associados ao isolado
proteico de soro de leite. S&o eles a amida primaria e secundaria (1700-
1600 cm™) referentes a vibragdes de moléculas com estruturas f - folhas
e o — hélices, encontradas nas principais proteinas do soro de leite
bovino, P-lactoglobulina e a-lactoalbumina. Pela interpretacdo dos
espectros de infravermelho dos compostos puros (Figuras 10 e 11) e das
microparticulas formuladas sem surfactante (Figura 12) podemos
comprovar a presenca das bandas caracteristicas da amida | e amida Il
na regido de 1630,80 e 1530,80 cm, respectivamente, referentes a
matriz (LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2012).

Percebe-se também um maior alargamento da banda
caracteristica do grupo hidroxila na regido de 3279,80 cm™ e um
aumento da intensidade na regido 3000-2800 cm-! referentes as ligacoes
C-H o que sugere a presenca, devido a encapsulacdo, do composto ativo
de interesse junto a matriz. Outro fator que reforca a presenca da
vitamina D3, na amostra, € a banda caracteristica do excipiente,
possivelmente o 6leo de origem vegetal com uma cadeia alquilica longa
—de 14 a 18 carbonos (1745,50 cm™) presente no farmaco utilizado, isso
pode ser observado nos espectros do farmaco e da vitamina D3 pura, na
Figura 13. Todas essas diferencas podem ser comparadas com a amostra
sem o material encapsulado (B) verificando a auséncia destas
caracteristicas citadas.
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Figura 13: Espectro IV — farmaco e vitamina Ds.
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Figura 14: Espectro IV - microparticulas com surfactante.

%t
M Q

%T

%T
g

E
P
o - n
g i
j Gzeid \f
60
o e o

532,

B =0 )
em1

Comparando os dados dos espectros de infravermelho
correspondentes das microparticulas formuladas com e sem surfactante,
pode ser identificada a presenca da banda de infravermelho 1111,80 cm
1, caracteristica de éteres, um grupo funcional presente na estrutura do
surfactante Pluronic® F-68 utilizado como mostra a Figura 15. Além das
demais bandas de absorcdo dos grupos funcionais presentes na proteina
isolada de soro de leite, material de parede, e da vitamina estudada.
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Figura 15: Estrutura molecular do surfactante Pluronic® F-68.
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3.3.4. Determinagdo do perfil de liberagdo das microparticulas

A liberacdo da vitamina D3 através da matriz de proteina
isolada de soro de leite, para um meio externo foi avaliada, utilizando
sacos de dialise em meio tamponado a pH 7,4. A analise foi realizada
durante um periodo de quatro dias, e os resultados sdo ilustradas nas
Figuras 16 e 17.
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Figura 16: Liberacdo do composto bioativo, vitamina Ds, das microparticulas

Al; A2 e A3.
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Figura 17: Liberagdo do composto bioativo, vitamina D3, das microparticulas

Als; A2s e A3s.
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As Figuras 16 e 17 ilustram que a anélise de perfil de liberacdo
das amostras durante um periodo de 96 horas (quatro dias), resultaram
em um aumento de liberacdo do composto bioativo. Este aumento pode
estar relacionado com a expansdo da rede polimérica da matriz,
conforme a penetracdo do meio aquoso durante o periodo de anélise.

Além do aumento da liberagdo da vitamina estudada conforme
0 tempo de anélise nota-se, um aumento conforme a concentracdo de
vitamina nas microparticulas. 1sso ocorre devido a presenca de mais
composto bioativo na superficie das particulas, resultando na maior
liberacdo do farmaco para a fase externa até o equilibrio termodinamico.
O mesmo comportamento, aumento da liberagcdo conforme o tempo de
andlise e concentragdo de recheio foi observado nas microparticulas
contendo surfactante em sua formulagéo (Figura 25).

Ao comparar os dados dos graficos das Figuras 24 e 25, pode ¢
possivel perceber que as amostras sem surfactante exibiram um perfil de
liberacdo similar, mesmo apresentando concentragcdes diferentes de
vitamina, com valores de 0,2045; 0,2161 e 0,2324 pg vitamina / mg
amostra para Al, A2 e A3, respectivamente. No caso das amostras
contendo surfactante, essa similaridade néo é observada gerando valores
de 0,0137; 0,0146 e 0,2475 pg vitamina/mg amostra para Als, A2s, e
A3s, respectivamente. Essa diferenca no perfil de liberacdo entre as
particulas com e sem surfactante pode estar relacionada com a maior
presenca da vitamina na superficie da matriz nas amostras com
surfactante. Nas amostras com surfactante houve uma liberacdo quase
gue maxima a partir do primeiro dia, enquanto para as amostras sem
surfactante esse efeito sO acontece a partir do terceiro dia.
Provavelmente, o surfactante ocasionou uma maior liberacdo do
conteudo das particulas devido a uma maior solubilizagdo da matriz
polimérica provocada pelas caracteristicas anfifilicas do composto.

Devido & natureza hidrofilica da matriz, isolado proteico de soro
de leite, durante o processo de liberacdo, ocorrem interagdes entre o
solvente e a matriz, que provocam 0 intumescimento, a expansao e
relaxamento da rede polimérica. Sendo assim, podemos descrever essa
liberacdo pela razdo entre a vitamina liberada em um determinado
tempo, em relagdo a0 momento de equilibrio (Mt/Moo) (Figuras 18 e 19)
segundo a segunda lei de Fick de acordo com a Equacéo 5:

M/ M =kat 5
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Onde: M; denota a massa de recheio liberada em um certo
periodo de tempo, M, a massa de recheio liberada no equilibrio, t
representa o tempo, e Ka e n sdo parametros que dependem tanto da
natureza, do meio de liberacdo e das interacdes entre o polimero e o
composto ativo (MASTROMATTEO et al., 2010). Os parametros da
segunda lei de Fick para as amostras encontram-se ilustrados na Tabela
8.

Figura 18: Liberagdo de vitamina D3 pela razdo Mt/Mo em fungdo do tempo
para as amostras Al; A2 e A3.
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Figura 19: Liberacéo de vitamina D3 pela razdo Mt/Moo em fungéo do tempo
para as amostras Als; A2s e A3s.
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Tabela 8: Parametros obtidos pela equagdo Mt/M..=K,t" para as amostras com e
sem surfactante.

Amostras Ka n R?
Al 0,14+0,04 0,47+0,01 0,90+0,05
A2 0,02+0,05 0,92+0,01 0,83+0,01
A3 0,091+0,11 0,55+0,10 0,96+0,11
Als 0,433+0,12 0,19+0,20 0,92+0,20
A2s 0,16+0,02 0,42+0,01 0,90+0,01
A3s 0,09+0,01 0,5740,03 0,84+0,04

Os valores obtidos pelo pardmetro n indicam como o composto
ativo foi transportado/liberado ao meio, sdo observados trés casos de
liberacdo: em um primeiro caso, quando n= 0,5, a taxa de difusdo é
muito menor do que a taxa de relaxacdo, denominando-se transporte
Fickiano do tipo I. Em um segundo caso, quando n = 1,0 a taxa de
difusdo é mais rapida, quando comparada com a taxa de relaxacéo, € o
transporte é Fickiano do tipo Il. Em um terceiro caso, na regido entre 0,5
e 1,0 o processo de difusdo é ndo Fickiana e é descrita como “difusdo
andmala”.
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Observando os dados da Tabela 8, pode-se classificar a
liberacdo da vitamina D3 entre as microparticulas Al, Als e A2s como
transporte Fickiano do tipo I, Dessa forma pode-se afirmar que, a
concentragdo de vitamina Ds liberada para o meio aumenta em funcéo
do tempo, com a relaxacdo da matriz polimérica, e que, as amostras
contendo surfactante apresentaram maior liberagcdo ao primeiro dia, que
as amostras sem  surfactante, devido a uma  maior
solubilizacdo/relaxacdo da matriz polimérica, em funcdo do tempo. No
entanto as microparticulas A2, A3 e A3s apresentam valores na regido
ente 0,5 e 1,0 classificando-se como uma difusdo anbémala (ndo
Fickiana).

3.3.5. Angulo de contato e energia livre superficial

Um angulo de contato é formado ou ndo, quando uma interfase
solido-liquido é estabelecida, durante um contato de uma fase sélida e
outra liquida, este fendbmeno é chamado de molhabilidade. Deste modo,
guando um solvente entra em contato com um sélido e é completamente
adsorvido, ou seja, 0 solvente é capaz de molhar completamente o
solido, o angulo de contato tem valor zero, quando a adsor¢do nao
ocorre em absoluto, o angulo de contato é 180°C. Nos casos de uma
molhabilidade parcial, os valores de é&ngulo de contato sdo
intermediarios entre estes extremos (SHAW, 1991; DEBACHER;
HUMERES; GONZALES, 2010).

Assim, através das medidas do angulo de contato formado em
uma interface sélido - liquido entre a superficie das pastilhas de
microparticulas, e os solventes de diferentes polaridades, formaldeido,
adgua deionizada e diiodometano testados, as amostras foram
caracterizadas pela sua hidrofilicidade ou hidrofobicidade. A Tabela 9
apresenta os valores de angulo de contato obtidos.
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Tabela 9: Angulo de contato das microparticulas B, A1, A2, A3 BS, Als, A2se
A3s como os solventes: dgua deionizada, formaldeido e diiodometano.

Angulo de contato

Amostras |
Agua deionizada* Formaldeido* Diiodomentano*

B 81,35+ 3,25 85,47+0,29 63,88+1,98
Al 81,49 £ 1,37 83,69+0,34 56,73+0,93
A2 81,52 £0,59 76,98+0,12 42,82+1,19
A3 81,66 + 1,66 75,26+1,46 35,40+1,12
BS 53,68 + 0,62 76,10+2,14 61,83+4,45
Als 59,39 + 0,34 68,734+0,89 45,9942,59
A2s 63,01 + 0,41 69,254+0,53 26,48+0,80
A3s 63,06 £ 3,26 66,44+0,86 48,24+0,81

*Média com base em triplicatat+desvio padrédo dos resultados.

Analisando a Tabela 9, pode ser considerado que o valor do
angulo de contato das amostras B, Al, A2 e A3, formados com a agua
deionizada, sdo maiores quando comparados as mesmas amostras,
contendo surfactante. E possivel observar também, um aumento do
angulo de contato formado com a dgua deionizada, conforme o aumento
da concentracdo de vitamina D3, entre as amostras contendo surfactante.

O oposto ocorreu quando o diiodomentano, solvente com carater
mais apolar, entrou em contato com a superficie das pastilhas. A Tabela
9 mostra que as microparticulas B e BS, que ndo contém o composto
bioativo em sua formulagdo, na presenca do diiodometano apresentam
0s maiores valores de medida de angulo de contato, diminuindo este
valor quanto maior a propor¢do de vitamina D3 nas amostras. No caso
das amostras sem surfactante, analisadas com a formamida, um solvente
com uma polaridade intermediaria, as medidas de angulo de contato
situaram-se entre os valores encontrados para a &gua e para o
diiodometano, j& as amostras contendo surfactante, apresentaram valores
mais elevados, indicando uma maior concentragdo de vitamina,
depositada na superficie das particulas.

Através dos dados de angulo de contato das microparticulas, é
possivel obter seus valores de energia livre superficial. A energia livre
superficial total (ys") pode ser determinada pelo método de Owens-
Wendt, pela soma dos componentes dispersivo (ySY) e polar (ySP) do
solido utilizado, conforme a Equacgdo 6, que quando aplicada com os
dados dos solventes testados (yL¢ e yLP), na Equacgdo 7 — (Equacdo de
Owens-Wendt) é fornecido dados da hidrofobicidades das particulas
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(DEBACHER; HUMERES; GONZALES, 2010; JAMSHIDIAN et al.,
2012).

Ys =78 e (6)

(1 +cosd) =20 vt + [y )

Os valores de dispersdo e polaridades dos solventes aplicados
foram: agua deionizada (y" = 72.8 mN/m, y¢ = 21.8 mN/m, y? = 51.0
mN/m), diiodometano (y™=50.8 mN/m, y%=50.8 mN/m, y*=0 mN/m) e
formamida (y" = 58.0 mN/m, y¢ = 39.0 mN/m, y* = 19.0 mN/m). Os
dados da energia livre superficial, obtidos através dos calculos de
valores médios do angulo de contado determinado para cada solvente
estdo mostrados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Valores de energia livre superficial das amostras sem surfactante.

. - Energia Energia
Amostras Energia Superficial Superficial Superficial
Total . :
Dispersiva Polar
B 26,50 19,85 6,65
Al 26,61 23,24 5,37
A2 34,26 30,74 3,62
A3 36,80 33,99 2,80

Tabela 11: Valores de energia livre superficial das amostras com surfactante.

Energia Energia Energia
Amostras Superficial Superficial Superficial
Total Dispersiva Polar
BS 44,14 25,93 18,20
Als 37,95 18,98 18,97
A2s 43,55 33,99 9,56

A3s 40,51 27,58 12,94
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Os valores do angulo de contato obtidos na andlise em que a
agua deionizada foi utilizada como solvente foram menores que 90°C
em ambas as amostras determinando assim, segundo Feng et al. (2003),
gue estas apresentam um carater hidrofilico. Porém observando os dados
de energia superficial apresentados na Tabela 11, nota-se um valor
maior da energia superficial dispersiva em ambas as amostras, indicando
gue houve uma maior interacdo entre as microparticulas e os solventes
apolares. Esta caracteristica dispersiva das amostras pode indicar que o
processo de secagem por atomizacdo influenciou na caracteristica
hidrofilica da matriz utilizada. Outro fator que pode estar ligado aos
dados obtidos é a presenca da vitamina lipossolvel, material de recheio,
na superficie das microparticulas.

Ocorreu um aumento da energia livre superficial polar nas
amostras contendo surfactante, o que pode estar associado ao fato de que
as moléculas de surfactante, dispostas na superficie das particulas,
estejam com sua cauda hidrofébica voltada para o nicleo das particulas
e sua cabeca polar ancorada na superficie, aumentando assim a energia
livre polar dessas particulas, quando comparadas com as particulas sem
a presenca do surfactante.

Esta interacdo, solido-liquido também pode ser observada
através das imagens do espalhamento da gota na superficie das
amostras, representando a molhabilidade, mostradas nas Figuras 20 e 21.
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Figura 20: Representacdo da molhabilidade das microparticulas com
surfactante das amostras B, Al, A2 e A3 como 0s solventes: &gua
deionizada, formamida e diodometano.
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Figura 21: Representacdo da molhabilidade das microparticulas com
surfactante das amostras B, Al, A2 e A3 como os solventes: &gua
deionizada, formamida e diodometano.
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Além de representar a molhabilidade das amostras, as Figuras
18 e 19 apresentam caracteristicas da tensdo superficial de cada
solvente. Podemos observar que a gota de agua sobre a superficie das
particulas, possui um volume muito maior do que as demais, seguido da
formamida e por fim o diiodometano. Esse volume esta relacionado com
a tensdo superficial de cada solvente, ou seja, com a forca exercida com
igual intensidade em todas as direcBes, necessaria para se romper a
pelicula, filme superficial, formado pelas moléculas do solvente
(ATKINS; PAULA, 2002; DEBACHER; HUMERES; GONZALES,
2010).

A 4gua forma um filme superficial muito forte, sendo
necessaria uma forca de superficie de valor elevada para rompé-lo,
consequentemente um numero maior de moléculas, o que torna a gota
mais volumosa. J& a formamida precisa de uma forga superficial, porém
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ndo tdo elevada como a da agua. No caso do diiodometamo o filme
superficial formado ndo possui ligagdes muito fortes, sento facilmente
rompido por uma tensdo superficial baixa, resultando em uma gota com
um volume menor (ATKINS; PAULA, 2002; DEBACHER;
HUMERES; GONZALES, 2010).

3.3.6. Densidade aparente e densidade compactada
A densidade aparente e a densidade compactada das amostras

foram determinadas através dos valores de volume e massa de acordo
com as Equacdes 8 e 9.

i massa
Densidade Aparente = 8
volume
) massa
Densidade Compactada = 9
volume

Através dos valores de densidade aparente e densidade
compactada das microparticulas, é possivel determinar o indice de Carr
e indice de Hauser, estes dados estdo relacionados com a
compressibilidade/compactabilidade do pd, ou seja, com a fluidez das
microparticulas (QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011).
O indice de indice de Carr (lcarr ) € de Hauser (Inauser) podem ser obtidos
através das Equacdes 10 e 11, respectivamente.

dcp—d
Icarr(%) = CPTP"“’ x 100 10
dcp
[Hauser = — 11
dap

Os dados de densidade aparente, densidade compactada, indice
de Carr e indice de Hauser das microparticulas encontram-se na Tabela
12.
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Tabela 12: Valores de densidade e Indice de Carr’s e Hauser.

Densidade Densidade e -

Aparente Compactada Indlcelde Indice de

Amostras Carr’s Hauser

(dap) (dCP) (| ) (| )

(mg.mL'l)* (mgle)* Carr Hauser,
B 0,167+0,001 0,158+0,003 6,345+0,003 0,940+0,001
Al 0,168+0,001 0,18440,005 8,690+0,001 1,095+0,001
A2 0,200+0,003 0,203+0,010 1,32940,001 1,01540,003
A3 0,200+0,001 0,208+0,002 3,938+0,003 1,04140,002
BS 0,201+0,002 0,222+0,008 9,577+0,004 1,106+0,003
Als 0,167+0,008 0,183+0,011 10,9414+0,004  1,098+0,002
A2s 0,17940,005 0,198+0,003 9,540+0,005 1,105+0,001
A3s 0,167+0,010 0,198+0,008 15,675+0,003 1,186+0,003

*Médiatdesvio padrdo com base na triplicata dos resultados.

Os dados da Tabela 12 indicam que os valores de densidade
aparente e compactada, das amostras com e sem surfactante aumentaram
conforme a adicdo da vitamina. Tendo em vista que a densidade €
diretamente proporcional a massa de uma amostra e inversamente ao seu
volume, consequentemente as  particulas contendo  maiores
concentragcBes de recheio apresentam valores de densidade mais
elevados.

De acordo com Turchiuli et al. (2005) valores de indice de
Carr’s ¢ de Hauser de < 10 e 1,00 — 1,11 possuem uma fluidez
excelente, de 11-15 e 1,12 — 1,18 fluidez boa e de > 38 e > 1,60
péssima respectivamente. Os resultados tanto do indice de Carr’s quanto
de Hauser para as microparticulas sem surfactante apontaram uma
fluidez excelente para os po6s. No caso das particulas contendo
surfactante, a amostra Als apresentou um Indice de Carr’s
correspondente a uma fluidez boa, ja a de A3s apresentou uma fluidez
boa em ambos os indices, as demais amostras apresentaram fluidez
excelente em ambos o0s pardmetros.
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CONCLUSAO

O desenvolvimento das formulagfes de matrizes de proteina
isolada de soro de leite com e sem surfactante foi realizado com sucesso,
e os valores de eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas indicaram
maior eficiéncia na encapsulacdo de menores concentragdes de
composto bioativo (20,0 % em relacdo & massa da matriz), sendo de
54,03 % para a amostra Al e de 21,19 % para Als.

As analises de distribuicdo de tamanho das microparticulas e
suas respectivas micrografias revelaram que as amostras apresentaram
tamanhos homogéneos em uma escala micrométrica de 10-100 um, com
um formato esférico, de superficie lisa e sem fissuras, proporcionando
assim, menor permeabilidade de gases na parede da matriz, e
consequentemente maior retencao e protecdo do composto bioativo.

Os espectros de infravermelho permitiram a identificacdo as
bandas e picos caracteristicos referentes aos materiais puros nas
amostras o que indica a presenca da matriz, do surfactante e do farmaco
nas amostras. Do mesmo modo, as andlises térmicas como a
termogravimetria e a calorimetria exploratéria diferencial confirmam a
alta estabilidade térmica das estruturas referentes a matriz, e permitiram
a comparacao dos efeitos do farmaco e da matriz proteica na entalpia de
fusdo do surfactante.

Os resultados de angulo de contato indicaram uma maior
interacdo entre as microparticulas e os solventes apolares. Os dados de
perfil de liberagdo resultaram em um aumento de liberagdo do composto
bioativo conforme o tempo e a concentragdo do composto bioativo de
interesse.

Com base na caracterizagdo das amostras podemos concluir que
a formag@o das microparticulas de vitamina D3z em matrizes de proteina
isolada de soro de leite com e sem a presenca do surfactante foram
obtidas com sucesso. Indicando que o material de parede utilizado
possui potencial como agente encapsulante da vitamina estudada, e que
0 processo de secagem por atomizagdo apresentou-se como uma boa
metodologia para formacédo deste material.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA RETICULACAO DE PROTEINA ISOLADA DE
SORO DE LEITE APLICADA COMO MATRIZ DE
MICROPARTICULAS DE VITAMINA D3
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RESUMO

A reticulacdo enzimatica de proteinas isoladas de soro de leite para
aplicacdo como material encapsulante de vitamina Ds proporciona uma
matriz com uma rede molecular mais rigida, dificultando assim, a
difusdo do composto bioativo encapsulado. Neste projeto foram obtidas
e caracterizadas seis formulacGes de microparticulas de vitamina D3, em
matriz de isolado proteico de soro de leite, a partir do processo de
secagem por atomizacdo. As formulacdes foram realizadas com a
mesma metodologia, diferenciando-se apenas em relagdo a concentracéo
de recheio, e & adicdo/ou ndo da do agente reticulante. Através dos
resultados das analises reolégicas das emulsGes, podemos concluir que o
procedimento de reticulacao foi realizado com éxito, devido ao aumento
da viscosidade. Os espectros de infravermelho das particulas reticuladas
revelaram a diminuicdo da intensidade das bandas referentes & matriz,
amida | e amida Il, indicando a rigidez das ligagBes cruzadas. As
micrografias das amostras ndo reticuladas proporcionaram prote¢do ao
composto bioativo através de uma parede esférica e lisa microparticulas
contendo o agente reticulante, revelaram a formacdo de esferas com
diversas concavidades resultando em uma maior resisténcia a difusdo do
soluto e a fratura mecénica. No entanto a eficiéncia de encapsulacéo das
amostras polimeralizadas demonstrou-se inferior, sendo de 10 % e de 57
% de eficiéncia para as amostras sem o agente reticulante. Indicando que
a matriz reticulada ndo resultou em um bom agente encapsuante para a
vitamina Ds através do método de secagem por atomizagdo. Porém as
amostras ndo reticuladas declararam-se uma alternativa promissora para
a encapsulacdo da vitamina D3, pois proporcionaram a esta prote¢do e
melhores rendimentos de encapsulagéo.

Palavras-chave: microparticulas, reticulacdo, proteina isolada de soro de
leite.
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1.INTRODUCAO

A proteina isolada de soro de leite, oriunda do beneficiamento
do soro de leite, um subproduto da fabricacdo de queijo (SILVA,
BOLINI, 2006; ALVES et al., 2014), apresenta caracteristicas
interessantes para aplicacdo como matriz na encapsulagdo de compostos
bioativos. Dentre as caracteristicas mais atrativas estdo a formacdo de
espuma, gelatinizacdo, viscosidade, formacdo de filmes comestiveis e
biodegradaveis, solubilidade, a capacidade emulsificante e a estabilidade
das emulsBes (ANTUNES, 2009).

Além das caracteristicas citadas, a proteina isolada de soro de
leite é rica em aminodacidos essenciais, todavia sua natureza hidrofilica
limita sua aplicacdo em processos utilizados na fabricacdo de alimentos
e como matriz no processo de encapsulacdo de compostos bioativos
sensiveis a umidade (YOSHIDA; ANTUNES, 2009).

Uma alternativa para vencer esta limitacdo € promover uma
reticulacdo enzimatica da proteina isolada de soro de leite, uma técnica
que favorece a incorporagdo de ligacOes inter e intramoleculares por
ligacbes cruzadas (FRASCARELI et al., 2012b), sem apresentar
potencial toxicolégico como ocorre quando sdo utilizados reticulantes
guimicos (SELLING;BISWAS, 2010).

A transglutaminase, uma enzima naturalmente presente na
maioria dos fluidos corporais e tecidos animais (LORAND, 202), é
bastante aplicada na industria, pois confere caracteristicas Unicas aos
alimentos como, por exemplo, melhores aspectos sensoriais (NIELSEN,
1995; COLLAR et al., 2005).

A reticulacdo enzimatica da proteina isolada de soro de leite
com a transglutaminase promove reagGes cruzadas com as proteinas em
maior propor¢do como a o-lactoalbumina e a B-lactoglobulina, sendo
estas mais intensas com o-lactoalbumina, devido a maior
disponibilidade de residuos de lisina e glutamina (FAERGEMAND;
OTTE; QVIST, 1997).

As reacOes cruzadas entre as proteinas do isolado proteico de
soro de leite formam uma rede molecular mais rigida, e como menor
solubilidade em A&gua, possibilitando sua aplicagio como agente
encapsulante (FRASCARELI et al., 2012b; RODEA_GONZALES et
al., 2012).

Tendo em vista as caracteristicas que tornam a proteina isolada
de soro de leite atrativa para aplicacdo como matriz na encapsulacéo de
compostos bioativos, e a possibilidade de diminuir seu carater
hidrofilico através de sua reticulagdo enzimatica, este trabalho teve
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como objetivo a producdo de microparticulas de vitamina D3 em matriz
de proteina isolada de soro de leite reticulada com a enzima
transglutaminase. Aumentando assim, a protecdo do composto ativo,
vitamina D3, e o potencial de aplicagdo destas particulas na industria de
alimentos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

As microparticulas reticuladas foram preparadas a partir do
isolado protéico de soro de leite comercial (PI), com 92 % de proteina,
obtido pela Glanbia®, 4gua destilada, a enzima transglutaminase
(ACTIVA WM®) adquirida da Ajinomoto, medicamento comercial de
lote: 14040030 contendo 5,0pg de vitamina D a cada 0,036 mL, o
tensoativo Pluronic® F-68 (Polioxietileno), e a vitamina D3, adquiridos
da SIGMA-ALDRICH®.

2.2. Metodologia
2.2.1. Preparacéo das microparticulas

As microparticulas de isolado proteico de soro de leite
reticuladas com a enzima transglutaminase foram produzidas a partir da
modificacdo da metodologia de Gauche et al., (2008) e de Gan et al.,
(2008). Em uma primeira etapa, prepararam-se trés solucdes de Pl 10 %
(m/m) em agua destilada, e estas foram mantidas sob agitacdo por um
periodo de doze horas até a total dissolucdo dos sélidos.

Apobs a solubilizagdo da matriz, foram adicionados 2,0g do
surfactante Pluronic® F-68 as solucdes, as quais foram novamente
mantidas sob agitacdo até a formacdo de uma solucdo homogénea. Na
segunda etapa adicionou-se a vitamina D3z as solugfes, nas seguintes
proporcdes 20, 25 e 30 % (m/m em relacdo a massa de Pl), formando
trés emulstes. Estas emulsbes foram entdo homogeneizadas, como um
homogeneizador Ultra-Turrax® para devida estabilizagdo, por um
periodo de 5 minutos a 5000 rpm.

Em uma terceira etapa a enzima transglutaminase foi
adicionada a solugdo em uma proporcao de 50U/g de proteina isolada de
soro de leite, e as solugdes foram mantidas sob agitagdo por 30 minutos.
Em seguida as mesmas foram incubadas em uma estufa Biomatic
(Ageon 355) a uma temperatura de 36°C por um periodo de 4horas.

Terminado o periodo de incubagdo, as solugbes foram secas
pelo método de atomizagdo em um Mini Spray Dryer, da marca BUCHI
modelo B-290 no Laboratério de Reologia e Polimeros Naturais da
UFSC.
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O mesmo procedimento de preparacdo das microparticulas foi
refeito, nas mesmas proporcdes, porém sem a adicdo da enzima na
terceira etapa da metodologia, para analise e comparacdo das
caracteristicas fisico-quimicas das particulas preparadas com e sem a
adicdo da enzima.

2.3. Eficiéncia de encapsulacédo e rendimento das microparticulas

O rendimento percentual dos produtos foi obtido através da
relacdo entre o rendimento real e tedrico das microparticulas produzidas
(Equacéo 1). Ja os valores de eficiéncia de encapsulacdo (EE), foram
determinados pela quantificagdo da porcdo do composto bioativo
presente no nicleo das microparticulas secas e também na superficie,
em relacdo a quantidade total adicionada no inicio da emulsdo, como
mostrado nas Equagdes 1 e 2.

_ rendimento real
Rendimento percentual = - —— % 100 1
rendimento teorico

EE(%) = vitamina D3 total — vitamina D3 superficial % 100 )
(%) = vitamina D3 total tedrica

A quantificacdo foi realizada através da espectroscopia de UV —
Vis, em um espctrofotometro HITACHI U-1800, com deteccdo em 265
nm, segundo o método de Abbsi et al. (2014) com algumas
modificagdes. Uma curva de calibracdo (R?=0,996) foi obtida,
empregando vitamina D; medicamento.

2.3.1. Determinagdo da massa total de vitamina D3

Em uma primeira etapa, 0,059 de microparticulas foram
solubilizadas em 10,0 mL de agua destilada, e mantidas sob agitacdo por
10 minutos em um agitador magnético Dist DI -03. Apds a agitacéo,
dissolveu-se uma aliquota de 1,0 mL em 10,0 mL de alcool etilico, e
esta solucdo foi entdo centrifugada a uma velocidade de 6000 rpm por
um periodo de 15 minutos em uma centrifuga Hermle modelo Z 200A.
Em seguida o sobrenadante foi retirado e a vitamina, foi quantificada
através de espectroscopia de UV — Vis em um equipamento da marca
HITACHI, modelo U-1800, conforme o item 2.3.
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2.3.2. Determinacdo da massa superficial de vitamina D3

A massa superficial de vitamina Ds; foi obtida através da
centrifugacdo de uma solucéo heterogénea contendo 0,05 g de amostra
e 10,0 mL de alcool etilico por um periodo de 15 minutos a 6000 rpm,
em uma centrifuga Hermle modelo Z 200A. Em seguida a vitamina
presente no sobrenadante foi quantificada por meio de espectroscopia de
UV - Vis em um espectro de absor¢do marca HITACHI modelo U-
1800, conforme o item 2.3.

2.4. Caracterizagdo fisico-quimica das microparticulas

Ap6s a determinacdo do rendimento, e da eficiéncia de
encapsulacdo das microparticulas reticuladas, as mesmas foram
caracterizadas.

2.4.1. Analise morfoldgica
2.4.1.1. Morfologia e distribuicdo de tamanho de particula

Através das analises de microscopia eletronica de varredura
(MEV), empregando um microscépio JEOL modelo JSM-6390LV, e de
micrografias por difracdo de feixe de lazer, obtidas em um equipamento
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire,
UK), foram obtidos dados sobre a morfologia e distribui¢do de tamanho
das amostras. As micrografias foram obtidas através da dispersdo de
uma pequena quantidade de amostra em &lcool etilico submetida a
leitura no equipamento.

2.4.2 Analise térmica
2.4.2.1. Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o
aparelho da marca Shimadzu Corporation (Quioto, Japdo) situado no
Laboratério de Controle de Qualidade do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Santa Catarina. A analise foi realizada a
temperatura ambiente até 600 °C, em uma taxa de aquecimento de 10 °C
min! sob atmosfera de nitrogénio (fluxo = 50 mL min-).
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2.4.2.2. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Por meio de um equipamento de Microcalorimetria Exploratéria
Diferencial da marca TA Instruments, modelo Multicell DSC, foram
avaliadas as mudancas de capacidade calorifica das microparticulas e de
seus compostos puros, ambos em seu estado s6lido. As amostras foram
inicialmente resfriadas até -20 °C, e em seguida foi realizada a varredura
na velocidade de 1 °C min! até 140 °C.

2.4.3. Espectroscopia no infravermelho (1V)

Para obter dados sobre as interagdes estruturais frmadas pelas
microparticulas reticuladas com a enzima transglutaminase, realizou-se
uma espectroscopia das amostras na regido do infravermelho em um
equipamento PerkinElmer FT-IR/NIR (Frontier Spectrometer) com
transformada de Fourier, resolu¢do de 4 cm-1 na faixa situada entre
4000 a 400 cm?

2.4.4, Comportamento reoldgico

As medidas de comportamento da viscosidade das solugdes de
proteina isolada de soro de leite reticuladas ou ndo com a enzima
transglutaminase foram realizadas conforme o método proposto por
Gauche et al. (2008) utilizando o redbmetro da marca BROOKFIELD,
modelo DV- Il ULTRA. As andlises foram realizadas em triplicata, a
uma temperatura de 25 °C, com uma taxa de deformacdo de 200,0 a
240,0 rpm aumentando linearmente um valor de 1,0 rpm a cada 20
segundos.

2.4.5. Determinacéo do perfil de liberacédo das microparticulas

O perfil de liberacdo das microparticulas foi determinado
através da utilizacdo de sacos de dialise (Cut-off de peso molecular de
12.000 — 16.000 e porosidade de 25 Angstrons) segundo a metodologia
de Xu, Khan e Burgess (2012), com algumas modificacdes. A estes
sacos de dialise foram adicionados uma massa de 10,0 mg de amostra,
juntamente com 10 mL de solucdo tampédo pH 7,4. Os mesmos foram
entdo fechados e acondicionados dentro de frascos ambares, contendo
uma solugdo tampao de pH 7,4, e mantidos sob leve agitacdo mecanica,
durante todo o tempo de andlise. Em intervalos de tempos estudados,
foram coletadas aliquotas da fase externa ao saco de dialise, para avaliar
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a concentracdo de composto bioativo presente no meio. A quantificagdo
da vitamina Ds foi realizada através de espectroscopia de UV — Vis. em
um equipamento HITACHI modelo U-1800, conforme o item 2.3.

2.4.6. Densidade
2.4.6.1. Densidade aparente e compactada

O método de Chinta et al. (2009) com algumas modificacdes,
foi utilizado para determinacdo da densidade aparente (dap) e
compactada (dcp) das microparticulas. Para determinar tanto a dap quanto
a dcp, uma massa de 0,5g de cada amostra foi adicionada a uma proveta
graduada, através de um funil. Em uma primeira etapa, o volume
apresentado na proveta foi registrado e tratado para obter-se o valor da
densidade aparente, em seguida a massa foi compactada por 1200 vezes
através de um compactador automatico, Copley® Scientific modelo JV
1000, para colher os dados da densidade compactada.

2.4.7. Indice de Carr’s e indice Hauser

Através dos valores de densidade aparente e compactada foram
calculados os indices de Carr’s e Indice Hauser de acordo com as
Equacles 3 e 4.

dcp —dap
Icarr(%) = T x 100 3

dcp
[Hauser = — 4
dap
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Seis formulagdes de microparticulas de vitamina D3z em matriz
de proteina isolada de soro de leite foram produzidas. Em trés delas
utilizou-se a enzima transglutaminase, e diferentes concentraces de
vitamina D3, 20, 25 e 30 % (m/m em relagdo a massa de Pl). As demais
foram preparadas com 0s mesmos reagentes, nas mesmas proporcoes,
com as trés diferentes concentragbes de vitamina, incubadas pelo mesmo
periodo, porém sem a adi¢do da enzima, como mostrado na Figura 1.

Figura 1: Producéo de microparticulas de vitamina Dj reticuladas; ALTG, A2TG e
A3TG, e ndo reticuladas; Ali, A2i e A3i, com a enzima transglutaminase.

l Solugdo Aguosa de PI l

Vitamina D3

20,25e30%

[ A1 (20%) | [ A2 (25%) ] IAS (30%) ]

l Homogeneizacdo |

Incubacao

4h - 36°C

L] T 1
[ ATTG ][ AZTG ][ AITG J [ At ][ Ai ][ A3i ]

Secagem por
atomnizacio




137

Nesta seccdo todas as amostras foram preparadas com o
surfactante em sua formulacdo, pois, micro e nanoestruturas sao
termodinamicamente instaveis e para sua obtencdo & necessario que se
utilize de mecanismos para estabilizad-las. O surfactante auxilia na
reducdo da energia superficial do sistema, reduzindo a energia
interfacial, também o que favorece a estabilizagdo e formacgdo das
microparticulas. Conforme os resultados obtidos no Capitulo 2, as
amostras que contém o surfactante em sua composicdo apresentaram
maior rendimento no processo de secagem.

A Tabela 1 informa a denominacdo das amostras de
microparticulas de vitamina Dz em matriz de proteina isolada de soro de
leite reticuladas e ndo reticuladas com a enzima transglutaminase.

Tabela 1: Denominagdo das formulagGes das microparticulas.

Formulacdes

Formulacées ~
& N&o contendo

Concentragéo de

Amostras vitamina Ds (%) contendo enzima enzima
Branco 0 BTG BI
1 20% AlTG Ali
2 25% A2 TG A2i
3 30% A3TG A3i

3.1. Rendimento das microparticulas
Os valores de rendimento percentual das microparticulas sédo
fornecidos na tabela 2.

Tabela 2: Rendimento percentual das microparticulas BTG, ALTG, A2TG,
A3TG, Bi, Ali, A2i e A3i.

Amostras Rendimento Rendlin_"lento Rendimento
Real* Teorico* Percentual

(%)
BTG 24,03+0,01 31,48+0,006 73,26+0,04
AlTG 23,984+0,16  35,50+0,007 67,56+0,47
A2 TG 22,43+0,34  36,5440,007 61,40+0,95
A3 TG 21,82+0,19 37,61+0,004 58,03+0,51
Bl 16,49+0,28 22,37+0,004 73,73+1,28
Ali 15,1440,29  26,23+0,010 57,74+1,12
A2i 20,45+0,50 27,24+0,003 74,64+1,83
A3i 16,044+0,06 28,264+0,005 56,7640,22

*Média com base em triplicatatdesvio padrdo dos resultados.
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Através de uma analise de variancia (ANOVA) dos dados de
rendimento percentual entre as amostras reticuladas e néo reticuladas,
como mesma concentracdo de vitamina Ds, foi possivel constar que
houve diferenca significativa entre os valores de rendimento percentual.
Sendo os valores de F= 61,57 e Feritico= 7,70 para BTG e Bi, de F=
128,76 € Feritico= 7,70 para ALTG e Ali de F= 82,29 e Feritico= 7,70 para
A2TG e A2i e de F= 10,23 e Feritico= 7,70 para A3TG e A3. Ambas
apresentando F < Feiiico, indicando que a presenca/auséncia da matriz
reticulada/incubada interferiu no rendimento das particulas.

3.2. Eficiéncia de encapsulacéo
Os resultados de eficiéncia de encapsulacdo (EE%) das

microparticulas produzidas com e sem a adi¢do da enzima encontram-se
na Tabela 3.



139

Tabela 3: Dados de Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas.
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*Média com base em triplicatatdesvio padrdo dos resultados.
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Por meio da tabela 3 pode-se observar que os valores de
eficiéncia de encapsulacdo, tanto para as particulas reticuladas quanto
para ndo reticuladas, foram superiores para as amostras com menores
concentragBes do composto bioativo em sua formulacdo. Essa relagdo
entre a eficiéncia de encapsulacdo e a concentracdo do recheio
(composto  bioativo) pode estar relacionada a dois fatores.
Primeiramente que com maiores concentragdes de recheio teremos
maior disponibilidade do mesmo no sistema, elevando assim, a
guantidade retida na superficie e diminuindo a eficiéncia de
encapsulacgéo.

Ou seja, 0 aumento da quantidade de recheio ndo implica que a
matriz encapsulara 0 mesmo na mesma proporcao a que foi acrescida,
sugerindo uma espécie de limite encapsulante pela matriz, uma
proporcdo matriz/recheio que ha maior eficiéncia de encapsulacéo. E
esse excesso de recheio acaba sendo retido na superficie proporcionando
um menor valor de eficiéncia de encapsulagéo.

Também foi possivel observar, através da andlise de variancia
(ANOVA) dos valores de EE% (Tabela 3), entre as amostras reticuladas
e nao reticuladas com a mesma concentracdo de vitamina D3, que houve
uma diferenga significativa entre os valores de eficiéncia de
encapsulacdo. Os valores de F e Fritico foram de F= 562,68 e Feritico=7,70
para A1TG e Ali de F= 160,58 e Fuitico=7,70 para A2TG e A2i e de F=
266,77 e Fuitico=7,70 para A3TG e A3i. Sendo F > Feitico para ambas as
comparagdes, indicando que a reticulacdo/ndo reticulacdo da matriz,
interfere na eficiéncia de encapsulacdo das particulas. E que os valores
de EE% para as amostras reticuladas sdo bem inferiores quando
comparadas com as amostras nao reticuladas. Isso provavelmente ocorre
devido ao processo de reticulacdo que proporciona uma estrutura muito
mais rigida, através das ligacdes cruzadas formadas, o que dificulta ndo
sO a formacdo das microestruturas, mas também sua posterior
encapsulacéo do recheio.

E esperado que devido a reticulagio a estrutura proteica
diminuisse sua interacdo com o surfactante, permitindo com que o
mesmo interaje mais com o composto bioativo carregando-o para a
interface do sistema, elevando sua concentracdo na superficie, e
consequentemente diminuindo a EE%.

Vale a pena destacar o efeito oposto encontrado nas amostras
que foram apenas incubadas. A exposicdo térmica no processo de
incubacdo pode ter provocado uma leve deformacdo estrutural na cadeia
proteica, 0 que torna as estruturas menos rigidas, facilitando a formacgéo
das microparticulas e consequentemente 0 seu  respectivo
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encapsulamento. Com as estruturas ndo tdo rigidas a interacdo entre o
surfactante e a matriz foi maior, conferindo maior estabilidade na
microparticula e tornando o recheio mais disponivel, sendo menos
carregado para a superficie, e facilitando seu encapsulamento. Podemos
observar pelas micrografias na Figura 3, que as estruturas obtidas
através das amostras incubadas sdo mais esféricas, lisas e com poucas
deformacdes, apresentando maior area interna, quando comparada com
as amostras reticuladas, o que pode ter auxiliado na maior EE%.
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3.3. Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas
3.3.1. Andlise morfoldgica

3.3.1.1. Morfologia

As propriedades estruturais, estabelecidas durante o processo de
incubacao e reticulacdo das particulas séo ilustradas na Figura 2.

Figura 2: Micrografia eletrénica de varredura das amostras reticuladas; BTG,
AlTG, A2TG e A3TG, e ndo reticuladas Bi, Ali, A2i e A3i.
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Dentre as amostras obtidas, ALTG e Ali apresentaram maior
eficiéncia de encapsulacdo, e suas micrografias em magnificacdo de
500,1500 e 3000 vezes ilustram-se nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Figura 3: Micrografias da amostra A1TG. Onde A e B estdo em uma
magnificacdo de 500 vezes e C e D 1500 e 3000 vezes, respectivamente.

X1,500 10pm LCME-UFSC

X3,000, Spm Q LCME-UFSC

Figura 4: Micrografias da amostra Ali. Onde A e B sdo regides distintas, de
magnificacéo de 500 vezes e C e D sdo ampliacGes de 1500 e 3000 vezes do
quadrante B.
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Através das Figuras 3 e 4, pode-se observar uma grande
diferenca estrutural, das paredes externas das particulas reticuladas e ndo
reticuladas. As micrografias da amostra ndo reticulada mostram uma
parede esférica, lisa e sem rachaduras, aparentes, proporcionando maior
protecdo do composto bioativo encapsulado.

No caso das microparticulas contendo o agente reticulante, a
parede externa apresentou diversas concavidades ou achatamento
profundos. Segundo Lian, Hsiao e Chou (2002), a formacdo de tais
achatamentos depende do material encapsulante utilizado e pode ser
denominada como “efeito bola murcha” (flat ball effect).

Estudos também apontam, que as microparticulas que contém,
concavidades em sua parede externa possuem maior resisténcia a
difusdo do soluto e a fratura mecéanica (Rodriguez-Huezo et al., 2007).
Essas caracteristicas promovidas pela concavidade podem ser
provenientes do processo de reticulagdo, onde ocorre a formacdo de
ligagdes cruzadas, gerando uma rede polimérica mais rigida, e
consequentemente diminuindo a difusdo das particulas.

Além da presenca de concavidades nas particulas reticuladas, é
possivel observar que estas se apresentam mais aglomeradas, formando
um grumo de particulas, ja as particulas apenas incubadas se posicionam
de maneia mais afastadas. A criacdo destes grumos de particulas pode
estar associada a formagdo de ligagBGes cruzadas entre os residuos de
lisina e glutamina da matriz.

3.3.1.2. Distribuicéo de tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho das microparticulas reticuladas BTG,
AlTG, A2TG e A3Tg e da ndo reticulada Ali estdo ilustradas nas
Figuras 5 e 6 respectivamente.
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Figura 5: Distribuicdo de tamanho das particulas reticuladas.
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Figura 6: Distribuicdo de tamanho das particulas néo reticuladas.
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Ao analisar a Figura 5 pode-se perceber que, as amostras
reticuladas apresentam maior variacdo na distribuicdo de tamanho das
particulas. A maior propor¢édo do material se apresentou na escala de 10
a 100 micrometros (maior pico do grafico) uma das variagdes de
tamanho das microparticulas, pode ser identificada em uma escala
menor que 10,0 pum, isso pode ter ocorrido devido as diferentes
intensidades de liga¢Ges cruzadas no processo de reticulagdo, que torna
as estruturas mais fortes/rigidas formando estruturas de menor tamanho,
area e volume. Também ¢é possivel perceber que a formacdo de
particulas de maior tamanho estrutural, maior que 100um, que sugere
gue a reticulagdo possa ter apresentado ndo somente um efeito
intraparticulas, mas também interparticulas favorecendo a aglomeragdo
das moléculas, e resultado em maiores dimens6es morfoldgicas.

Apesar da polidispersdo das particulas reticuladas, ambas
apresentam-se em escala micrométrica, na faixa de 47,7- 64,8um (BTG),
42,0 — 57,1lum (A1TG), 44,2-60,0um (A2TG), e de 42,0-57,1um
(A3TG). As microparticulas apenas incubadas Ali (Figura 6)
apresentaram uma distribuicdo homogénea, com menor variagdo no
tamanho das particulas, com valores de 43,1 — 58,6 um. As demais
amostras incubadas se comportaram da mesma maneira com valores de
43,1-58,6 um (Bi), 37,1-50,3 um (A2i), ¢ de 38,0-52,9 um (A3i).
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3.3.2. Anélise térmica
3.3.2.1. Andlise termogravimétrica (TGA)

As propriedades térmicas das microparticulas reticuladas e ndo
reticuladas foram obtidas através da analise termogravimétrica cujos
graficos e os dados de parametros de temperatura e massa, encontram-se
nas Figuras 7 e 8 e tabela 4 respectivamente.

Figura 7: Andlise termogravimétrica da amostra A1TG reticulada com a enzima
transglutaminase.

TGA DrTGA
% — 29 TG TGA-50.tad TGA ng/miri
77777 2 g TG TGA-50.tad DrTGA
100.00 +— —— 4 0.00
-
+ - -0.05
50.00 ;
3 Mid Point 340.59C
/Onset 287.10C
Endset 396.23C 1-0.10
. | Weight Loss -1.813mg
I ¥ -70.876%
-O.OO-I N N N ! . . N ! . . N !
-0.00 200.00 400.00 600.00

Temp [C]

ndo reticulada com a

Figura 8: Andlise termogravimétrica da amostra Ali
enzima transglutaminase.
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Tabela 4: Pardmetros termogravimétricos — Enzima transglutaminase e
amostras BTG, A1TG, A2TG e A3TG.

Parametros EnzimaTg BTG Al1TG A2TG A3TG
1° Trmad 357,80 381,64 84,84 7948 77,33
Estagio
MP 48,31 39,26 0,078 1,39 2,20
2° Tmax® - 695,42 396,23 384,56 409,94
Estagio
MmP - 16,07 70,87 48,61 70,87

% residuos a 600°C 51,68 44,67 29,06 50,00 26,43

@ Temperatura de maxima degradagéo (°C). P Percentagem de perda de massa
em cada estagio de degradacéo (mg).

Tabela 5: Pardmetros termogravimétricos — amostras Bl, Ali, A2i e A3i.

Parametros BTG Ali A2i A3i
1° Trmad 79,41 47,65 72,06 75,04
Estagio
Mmb 3,41 2,41 3,18 4,15
2° Tmaxd 366,11 442,28 410,22 409,36
Estagio

Mmb 50,19 60,80 80,00 82,06

% residuos a 600°C 46,40 36,79 16,82 13,79

@ Temperatura de maxima degradagéo (°C). ? Percentagem de perda de
massa em cada estagio de degradagéo (mg).

A perda de massa, determinada em funcdo da temperatura de
andlise, indicada na Tabela 4 para a amostra de enzima transglutaminase
pura, ocorre em apenas um estagio sendo este a uma Tmax 357,80°C. As
amostras reticuladas apresentam perda de massa em Tmax mais elevadas
guando comparadas as amostras ndo polimeralizadas. A temperatura
maxima de degradacdo elevada indica que a amostras reticuladas
possuem maior estabilidade térmica, e esta estabilidade pode estar
relacionada a reticulacéo das particulas (PORTO, 2007).

A estrutura molecular das proteinas pode ser destruida
lentamente com o aquecimento, promovendo a clivagem das ligacdes
peptidicas, que unem os residuos de aminoacidos (NANDA; NAYAK,
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2007). A porcentagem de massa residual a 600 °C das microparticulas
reticuladas apresentou valores menores do que as microparticulas apenas
incubadas. Esse resultado pode ser causado pela reducdo do nimero de
ligagdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas com a formacéo de
ligagGes cruzadas, aumentando assim o efeito da degradacdo (PORTO,
2007). Outro fator observado entre as amostras reticuladas e ndo
reticuladas é a porcentagem de &gua/umidade perdida no primeiro
estagio de degradacao

Os residuos resultantes das microparticulas contendo recheio
também apresentaram valores menores do que as amostras brancas,
BTG e BI. Este resultado, de diminui¢do na porcentagem de residuos,
pode estar associado & interacéo 6leo-polimero.

3.3.2.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As Figuras 9 e 10 ilustram os resultados da analise de
calorimetria exploratoria diferencial realizada com os reagentes puros,
proteina isolada de soro de leite, surfactante, vitamina D3 e enzima
transglutaminase e as amostras reticuladas BTG e  AlTG, e ndo
reticuladas Bl e Ali.
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Figura 9: Termograma da enzima transglutaminase, PI, surfactante e vitamina
Ds.

H Surfactante

vitamina Dy TG

Figura 10: Termograma das amostras Bl, BTG, A1TG e Ali.
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Analisando os termogramas dos compostos puros, TG, PI,
surfactante e farmaco (Figura 9), pode-se observar que apenas O
surfactante apresentou transi¢@o referente a entalpia de fusdo (Amn). Este
ponto foi importante, pois serviu como base para avaliar as demais
amostras, auxiliando na identificacdo das alteracdes proporcionadas
pelos outros compostos com e sem 0 método de reticulagéo.

Comparando os resultados obtidos da amostra BTG e BI
(Figura 10) verificou-se que na amostra reticulada, a entalpia de fuséo
(Amn) diminuiu de 8309 J.g*! para 2876 J.g. Essa diminuicdo esta
associada com a reticulacdo da enzima na cadeia polimérica da matriz,
formando ligagdes cruzadas covalentes que apresentam maior rigidez e
resisténcia térmica, reduzindo a interagdo matriz-surfactante que havia
anteriormente (FAYAD, 2010).

O emprego do surfactante neste trabalho se deve a sua acdo em
reduzir a tensdo interfacial do sistema, aumentando sua estabilidade
termodinamica e favorecendo a obtencdo de microparticulas. Com sua
natureza anfifilica o surfactante tende a ser adsorvido na interface do
sistema, neste caso na superficie externa da matriz (ATKINS; de Paula,
2007).

Com o surfactante na superficie das particulas e com menor
interacdo com a matriz, a energia necessaria para que ocorresse a
desnaturagdo de sua estrutura foi menor. O mesmo efeito foi observado
entre as amostras A1TG e Ali (Figura 9 e 10) neste caso a reducdo foi
de 7063 J.g* para 2189 J.g™.

Comparando as amostras BTG com A1TG e Bl com Ali nota-
se que em ambos 0s casos foram detectados a reducdo da entalpia de
fusdo (Amn) BTG (2876 J.g!) para A1TG (2189 J.g%), BI (8309 J.g?)
para Ali (7063 J.g') sendo que esta diferenca esta associada ao efeito
lubrificante proporcionado pelo farmaco, conforme abordado no
capitulo 2.
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3.3.3. Espectroscopia no infravermelho (1V)

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada para a identificacdo
dos grupos funcionais, presentes na formulacdo das microparticulas
reticuladas (Figura 11) a fim de se observar o efeito da transglutaminase
em sua estrutura.

Figura 11: Espectroscopia de IV - microparticulas reticuladas BTG, Al1TG,
A2TG e A3 TG.
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Segundo Muyonga et al. (2004) quando a banda diminui
intensidade ou possui um deslocamento para um menor nimero de onda,
isso esta associado a uma maior desordem da proteina, isso ocorre
devido a uma perturbacdo em sua estrutura terciaria, que é associada
com mudancas similares a uma desnaturacdo proteica.

Neste trabalho de acordo com o espectro apresentado acima na
Figura 11 foi observado o contrario. Obteve-se menores intensidades nas
bandas de estiramento e aumento no comprimento de onda da amida |
que foi de 1633 cm para 1628,80 cm™, e na amida Il que alterou de
1532,90 cm* para 1530,80 cm-1 e na regido referente a hidroxila de
3281,90 cm-1 para 3277,70 cm™. Essa diferenca sugere maior rigidez na
estrutura proteica além da menor disponibilidade para as interagdes de
hidrogénio dos grupos hidroxilas (Muyonga et al., 2004).
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Tabela 6: Comparagdo dos valores de transmitdncia entre as amostras
reticuladas e ndo reticuladas.

Amostras Deformagdo Deformagéo Estiramento Deformagdo N-H
O-He C-H* C=0eC-N e estiramento
N-H * (amida I) * C-N (amida Il) *
BI 81,40 87,06 53,15 59,37
Ali 82,53 85,58 58,94 65,22
A2i 80,60 73,77 52,90 59,97
A3i 85,00 83,00 63,98 69,77
BTG 89,19** 92,25** 79,56** 83,29**
Al1TG 83,56** 83,62 73,47** 76,77**
A2TG 82,91** 76,56** 67,41%* 72,86**
A3TG 82,50 80,31 68,56** 73,19**

* Todos os valores sdo expressos em % referente a transmitancia medida no
experimento.

**Dados das amostras reticuladas que apresentaram maiores valores de T%
comparados com as amostras nao reticuladas.

Os valores de transmitancia (Tabela 6) obtidos pelos espectros
das amostras que foram submetidas ao processo de incubagdo com e
sem a enzima transglutaminase revelaram que h& uma reducdo na
intensidade na maioria dos picos encontrados no material reticulado
analisado. Esta reducdo ocorre devido a maior rigidez na estrutura
proteica (DUONGTHINGOC et al, 2013), proveniente da reticulacdo da
transglutaminase com as cadeias poliméricas da matriz, 0 que sugere
que o processo de reticulagdo foi realizado com sucesso.
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Tabela 7: Comparacéo dos valores de transmitancia entre as amostras incubadas
e ndo incubadas.

Deformacéo Deformagio Estiramento Deformagdo N-H
Amostras O-He C-H * C=0e e estiramento
N-H * C-N (amidal) *  C-N (amida Il) *
BI 81,40** 87,06** 53,15** 59,37**
Ali 82,53** 85,58** 58,94** 65,22
A2i 80,60** 73,77** 52,90** 59,97**
A3i 85,00 83,00** 63,98 69,77
BS 85,41 90,39 65,70 70,37
Als 83,03 87,95 59,86 65,03
A2s 81,90 81,85 58,55 64,89
A3s 83,06 83,25 60,71 66,97

* Todos os valores sdo expressos em % referente a transmitancia medida no
experimento.

**Dados das amostras reticuladas que apresentaram maiores menores de T%
comparada com as ndo incubadas.

Comparando-se os resultados de transmitancia, obtidos através
dos espectros de infravermelho, das amostras incubadas com as que nao
foram incubadas pode-se observar que em geral as amostras que foram
submetidas ao processo de incubacdo apresentaram valores menores de
transmitancia, o que caracteriza maior intensidade nos respectivos picos
de absor¢do. Podendo indicar que houveram maiores estiramentos e/ou
desdobramentos 0 que €é caracteristico de uma estrutura de menor
rigidez, o que era previsto devido a possibilidade de uma leve
desnaturacdo térmica da estrutura proteica da matriz durante o processo
de incubacdo (DUONGTHINGOC et al, 2013).

3.3.4. Comportamento reolégico

As propriedades reoldgicas dos alimentos determinadas pela
indUstria, revelam informacdes importantes sobre a qualidade, vida de
prateleira e de caracteristicas de textura e fluxo que envolve tanto a
percepcao sensorial e aceitabilidade do produto, quanto seu transporte
(ABU-JDAYIL; AICHINGER et al., 2003).

As propriedades de fluxo das emulsdes reticuladas ou ndo, pela
enzima transglutaminase foram realizadas em redmetro rotacional, com
um cilindro concéntrico (spindle ULA), e coletadas através do software
Rheocalc® 32 versdo 2.5 (Brookfield Engineering Laboratories, Inc.,
Middleboro MA 02346 USA).
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Através dos dados da analise foram geradas as curvas de tensao
de cisalhamento versus Taxa de deformagdo para as amostras A1TG,
Ali, BTG, BI, A2TG, A3TG, figuras 12, 13 e 14 respectivamente.

Figura 12: Comportamento de fluxo das emulsdes A1TG e Ali.
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Figura 13: Comportamento de fluxo das emulsdes reticuladas.
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Figura 14: Comportamento de fluxo das emulsdes ndo reticuladas: Bl e Ali.
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Diversos modelos reolégicos sdo utilizados para descrever o
comportamento de fluxo dos fluidos, no entanto, segundo Lizarraga,
(2006) solugbes proteicas de soro de leite apresentam comportamento
reolégico newtoniano quando pouco concentradas, € ndo newtoniano
guando em altas concentra¢fes, devido ao aumento da tensdo de
cisalhamento.

Devido a alta concentracdo proteica da matriz utilizada, o
modelo de Bingham foi aplicado para os resultados obtidos na andlise
das emulsdes, pois, através deste modelo podemos classificar tanto
fluidos de comportamento ndo newtoniano (MANICA; de BORTOLI,
2004).

O modelo de Beingham foi utilizado para as amostras,
aplicando-se coordenadas logaritmicas no gréfico de tensdo de
cisalhamento (o) versus taxa de deformagdo (y) (RAO, 1999). Os
parametros do modelo de Bingham, limite de escoamento (co) €
viscosidade plastica (np) foram obtidos através da Equacdo 5, e 0s
resultados encontram-se na Tabela 8.
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g=0p+ M- (¥) 5

Sendo: ¢ - tensdo de cisalhamento (Pa), oo— limite de escoamento (Pa),
npi — Viscosidade plastica (Pa.s), y- taxa de deformagéo (s?).

Tabela 8: Dados de viscosidade pléstica e limite de escoamento das amostras.

Viscosidade Plastica Limite de
Mpt) escoamento (co) 2
Amostras mPa.s-. (Pa) R

BTG 5,740,007 0,73+0,202 0,9640,024
AlTG 5,310,001 0,53+0,510 0,99+0,008
A2TG 5,510,002 0,58+0,156 0,97+0,026
A3TG 5,810,006 0,63+0,155 0,99+0,002
Bl 4,640,001 0,48+0,023 0,9940,001
Ali 4,340,005 0,470,014 0,99+0,005
A2i 4,540,001 0,4740,010 0,99+40,007
A3i 4,640,001 0,47+0,032 0,99+0,004

*Média com base em duplicata+desvio padréo dos resultados.

Os dados da Tabela 8 revelam que ambas as amostras possuem
comportamento ndo newtoniano, porém as amostras que foram
reticuladas revelaram maiores valores de viscosidade plastica (np),
guando comparadas as amostras nao reticuladas. Esse comportamento,
aumento da viscosidade das emuls@es, pode ser justificado tanto a maior
concentracdo de solidos, neste caso relacionado a adicdo da enzima
transglutaminase, bem como & reticulacdo da matriz polimérica. Que
resultou em uma maior interacdo proteina-proteina através da formacgéo
de ligacOes covalentes cruzadas, entre os residuos de aminoacidos lisina
e glutamina referentes as proteinas, a-lactoalbumina e fB-lactoglobulina
presentes na matriz. (PIAU; DEBIANE, 2005).

3.3.5. Determinacéo do perfil de liberacdo das microparticulas
O perfil de liberacdo das microparticulas reticuladas com a

enzima transglutaminase, A1TG, A2TG e A3 TG, e das ndo reticuladas
Ali, A2i e A3i, é ilustrado pelas figuras 15 e 16 respectivamente.
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Figura 15: Perfil de liberagdo das amostras: A1TG, A2 TG e A3 TG.
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Figura 16: Perfil de liberagdo das amostras: Ali, A2i e A3i.
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O perfil dos dados dos gréficos das Figuras 15 e 16 indica que,
h& um aumento da liberagcdo do composto bioativo devido a dois fatores:
primeiramente o aumento do tempo de exposicdo das amostras a andlise
e como um segundo fator, a elevacdo da concentracdo do recheio nas
formulagdes.

Os dois fatores podem estar relacionados com a busca do
equilibrio termodindmico entre 0 meio externo e interno do saco de
didlise, em que ocorre uma expansao da rede polimérica da matriz
durante a penetracdo do meio aquoso tamponado, e consequentemente a
liberagdo do composto ativo.

Ao comparar o perfil de liberacdo entre as amostras reticuladas
e nao reticuladas, podemos observar que as amostras reticuladas
liberaram o composto bioativo mais lentamente que as amostras apenas
incubadas apresentando valores de 0,03397ug vitamina/mg amostra,
para A1TG e de 0,06182 pg vitamina/mg amostra para Ali no inicio da
analise. O mesmo pode ser observado nas amostras com maiores
concentragdes de recheio, sendo de 0,02933 e 0,06645 pg vitamina/ mg
amostra, para as particulas A2TG e A3TG respectivamente, e de
0,07343 e 0,07459 pg vitamina/mg amostra, para as particulas A2i e A3i
respectinamente.

Essa liberacdo em menor velocidade/concentragdo constatada
pode estar relacionada & reticulagdo da matriz, proporciona maior
resisténcia a dissolucdo do soluto, devido a formacdo das ligacdes
cruzadas entre os residuos de lisina e glutamina.

Essa relacdo pode ser confirmada, ao descrever os dados da
liberacdo das microparticulas pela razdo entre a vitamina liberada em
um determinado tempo, em relagdo ao momento de equilibrio (Mt/Mw)
( Figura 17 e 18) segundo a segunda lei de Fick de acordo com a
equacdo 6, onde M é a concentracdo de vitamina liberada em um tempo
t, M a concentracdo de vitamina liberada no equilibrio, e Ka e n sdo
pardmetros que dependem tanto da natureza, do das interagdes entre o
polimero o composto ativo e 0 meio.

Mth =kat" 6

Quando a taxa de difusdo é muito menor do que a taxa de
relaxacdo o pardmetro n=0,5 e o transporte é denominado Fickiano do
tipo I. No entanto, quando a taxa de difusdo é muito maior que a de
relaxacdo, n= 1,0 e o transporte € Fickiano do tipo Il. Na regido entre
0,5 e 1,0 o processo de difusdo é uma combinacdo Fickiniana e nao
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Fickiana e ¢ descrita como “difusdo andémala”. Os parametros da
segunda lei de Fick para as amostras encontram-se na Tabela 9.

Figura 17: Liberagdo da vitamina D3 pela razdo Mt/Moo em fungdo do tempo

para as amostras: A1TG, A2 TG e A3 TG.
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Figura 18: Liberagdo de vitamina D3 pela razdo Mt/Mc em func¢do do tempo

para as amostras: Ali, A2i e A3i.
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Tabela 9: Pardmetros obtidos pela equagdo Mt/M..=K,t" para as amostras

Amostras Ka n R?
AlTG 0,16+0,05 0,43+0,04 0,88+0,01
A2TG 0,09+0,22 0,55+0,16 0,97+0,20
A3TG 0,30+0,15 0,28+0,05 0,94+0,18

Ali 0,28+0,02 0,28+0,03 0,94+0,02
A2i 0,33+0,04 0,26+0,01 0,96+0,05
A3i 0,32+0,04 0,26+0,03 0,96+0,01

Observando os valores do pardmetro da tabela 9, podemos
classificar a liberacdo da vitamina D3 entre as microparticulas tanto das
particulas reticuladas como nao reticuladas como Fickiniana do tipo |,
como exce¢do da A2TG, que revelou valores de n entre 0,5 e 1,
classificando-se como difusdo anémala. Dessa forma pode-se afirmar
que, a concentracdo de vitamina Dz aumenta em funcdo do tempo, pela
difusdo. Ja para a amostra A2TG, a concentracdo de vitamina Ds
aumenta em fungdo do tempo ndo s pela difusdo, mas também pela
expansdo polimérica da matriz.

3.3.6. Densidade e indice de Carr’s e de Hauser

Quanto maior a densidade de um produto, menor o espaco
necessario para seu armazenamento, sendo uma informac&o Util para a
industria alimenticia (QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI,
2011). Os valores de densidade aparente (dap) e de densidade
compactada (dcp) das amostras foram determinados através da razdo do
valor de massa adicionado pelo volume lido diretamente na proveta.

Aliado a importancia do conhecimento sobre a densidade dos
produtos desenvolvidos, o indice de Carr’s e o indice de Hauser,
informam pardmetros relevantes para a inddstria como a fluidez,
compressibilidade e compactabilidade do pé. Os resultados de densidade
aparente e compactado e dos indices de Carr’s e Hauser encontram-se na
Tabela 10:
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Tabela 10: Densidade e indice de Carr’s e de Hauser das microparticulas.

Densidade Densidade
Aparente Compactada indice de indice de
Amostras (dap) (dep) Carr’s Hauser
(mg/m L) (mg/mL) ( |Carr) (lHauser)
BTG 0,167+0,001  0,202+0,002 17,571+0,001 1,21340,001
AlTG 0,168+0,001 0,221+0,001 24,200+0,002 1,31940,002
A2TG 0,168+0,004 0,247+0,001 31,880+0,001 1,46840,001
A3TG 0,179+0,001 0,211+0,003 15,300+0,002 1,18040,002
Bl 0,162+0,001 0,152+0,001 -5,8244+0,001 0,944+0,001
Ali 0,168+0,003 0,19340,002 12,694+0,003 1,14540,001
A2i 0,16740,003 0,1744+0,001 3,79340,003 1,03940,003
A3i 0,168+0,001 0,173+0,002 3,283+0,002 1,03340,001

*Média com base em triplicatat+desvio padrédo dos resultados.

Tanto os valores de densidade aparente quanto compactada, sao
mais elevados nas amostras reticuladas do que nas amostras apenas
incubadas. Esse aumento pode estar relacionado com a formacdo de
ligagBes cruzadas entre as macromoléculas da proteina com a enzima,
aumentado assim o peso molecular das microparticulas, e
consequentemente a densidade.

O parametro de fluidez medido pelos Indices de Carr’s e de
Hauser séo classificados, de acordo com Turchiuli et al. (2005), como
mostrado na Tabela 11.

Tabela 11: Relag@o do indice de Carr’s e de Hauser com a fluidez.

indice de Carr’s indice de Hauser Fluidez

<10 1.00-1.11 Excelente

11-15 1.12-1.18 Boa

16 - 20 1.19-1.25 Satisfatéria

21-25 1.26-1.34 Razoavel

26 -31 1.35-1.45 Ruim

32-37 1.46-1.59 Muito Ruim
>38 >1.60 Péssima

Segundo a relacdo de fluidez sugerida por Turchiuli et al.
(2005), as medidas de Indices de Hauser revelaram uma fluidez
excelente para ambas as amostras. No caso do indice de Carr’s, todas as
microparticulas ndo reticuladas resultaram em uma fluidez excelente,
exceto a amostra Ali. J& as particulas reticuladas tiveram uma variacao



164

grande entre uma fluidez boa, satisfatoria, razoavel e muito ruim. Esta
variacdo pode estar relacionada com a desordem das moléculas devido a
quebra, e a formacdo de ligagbes durante a reticulacao.
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CONCLUSAO

Os valores de eficiéncia de encapsulagdo das amostras
reticuladas e ndo reticuladas, indicaram maior eficiéncia para as
amostras ndo reticuladas, e com menores concentragdes de composto
bioativo, sendo de 12,23 % para a amostra ALTG e de 56,13 % de para
Ali.

As particulas reticuladas apresentaram tamanho em escala
micrométrica, e formato esférico assim como as particulas néo
reticuladas, porém, apresentou concavidades, proporcionando as
mesmas caracteristicas como a resisténcia a fratura mecénica, e a
difusdo do soluto, e desta forma resultando em maior reducéo e protecéo
do composto bioativo. Os resultados da analise de perfil de liberacdo
comprovaram que, a concentragdo de vitamina Dz aumenta em funcéo
do tempo, pela difuséo.

De acordo com os dados obtidos na analise reoldgica foi
possivel constatar que a adi¢do da enzima transglutaminase nas amostras
BTG, AL1TG, A2TG e A3TG proporcionou um aumento na viscosidade
das emulsdes, indicando sua reticulagéo.

Os espectros de infravermelho também permitiram a
confirmacdo da reticulacdo da PI, através da diminuicdo da intensidade
das bandas referentes & amida | e amida Il, caracteristicas da matriz,
devido a maior rigidez na estrutura proteica. As analises térmicas
revelaram diferentes estagios de degradacdo de massa entre as amostras
devido o processo de incubacdo e a resisténcia térmica entre as
particulas reticuladas e ndo reticuladas.

Apesar da baixa eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas
reticuladas, o processo de  reticulagdo da matriz Pl com a enzima
transglutaminaze para formacdo de microparticulas de vitamina Ds foi
realizado com sucesso. No entanto microparticulas ndo reticuladas
apresentaram grande potencial para aplicagdo como ingredientes em
formulagBes industriais, devido aos seus elevados valores de eficiéncia
de encapsulacdo, assim como a protecdo do composto bioativo
proporcionada por sua morfologia esférica e lisa.
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CONCLUSAO GERAL

Através dos estudos da microencapsulacdo da vitamina Ds, via
farmaco comercial, em diferentes matrizes de proteina isolada de soro
de leite, sendo estas com e sem surfactante, reticuladas e ndo reticuladas,
todas apresentaram maior eficiéncia de encapsulagdo quando preparadas
com menores concentra¢es do composto bioativo, 54,03 % (Al), 21,19
% (Als), 12,23 % (AL1TG) e 56,13 % (Ali).

Todos os métodos utilizados proveram microparticulas, de
acordo com a analise de distribuicdo de tamanho, de particula, em escala
micrométrica entre 10-100pum. Todas apresentaram formato esférico,
liso, sem fissuras, com excecdo das amostras reticuladas que
apresentaram formato esférico com presenca de muitas concavidades ou
achatamentos profundos. Sendo que a primeira confere menor
permeabilidade de gases pela matriz, frente a segunda que apresenta
maior resisténcia mecanica e menor difusdo de soluto. Ambas
caracteristicas sdo positivas conferindo maior protecdo ao composto
bioativo.

A reticulagdo enzimatica foi comprovada por diversos fatores, a
reducdo na intensidade dos picos caracteristicos do infravermelho da
matriz indiciou a formacdo de uma estrutura proteica mais rigida,
respondendo com menores deformagdes, de vibragcoes e de estiramentos,
a radiacdo eletromagnética incidida. Outro fator indicativo da
reticulagdo enzimatica da matriz se revelou nas alteracfes reoldgicas das
emulsdes, com um aumento da viscosidade, das amostras reticuladas
caracterizando um composto de alto peso molecular.

Com base nos resultados da encapsulagao da vitamina Ds em
diferentes concentragdes, e formulagdes de matrizes a base de soro de
leite, foi possivel concluir que a proteina isolada de soro de leite é um
material com potencial para uso como agente encapsulante da vitamina
D3, resultando em particulas com maior eficiéncia de encapsulgéo
guando formuladas sem reticulagdo enzimatica e com baixas
concentrages do composto bioativo (Ali).



