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RESUMO

FARIAS, Alan Marques. Microencapsulacio de p-caroteno pela coacervagdo complexa
empregando como material de parede ovalbumina e alginato de sodio. 2022. 75p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

O B-caroteno (BC) é um composto lipossollvel natural necessario para a saide humana, sendo
uma fonte alimentar importante de provitamina A, mas apresenta alta instabilidade quimica,
gue aumenta sua oxidacdo na presenca de fatores extrinsecos. O presente estudo teve como
objetivo microencapular BC em complexos coacervados formados pela interacdo entre
ovalbumina (OVA) e alginato de sdédio (NaAlg). A técnica de microencapsulacdo foi
empregada em pH 4,0 e proporcdo 8:1 (OVA:NaAlg, m/m) apds confirmacéo da afinidade
desses complexos com potencial zeta, estudo do diagrama de fases, analises turbidimétrica e
de calorimetria de titulacdo isotérmica. As cépsulas formadas a partir do complexo
OVA:NaAlg apresentaram morfologia esférica com nucleo bem definido e alta eficiéncia de
encapsulacdo (~ 97,5 %). A presenca de OVA, NaAlg ¢ BC nas microcapsulas foram
confirmadas pela analise de espectroscopia no infravermelho. A Simulacdo da digestdo
gastrointestinal in vitro das microcdpsulas constatou que 71,39 % do BC encapsulado foi
liberado no intestino, com bioacessibilidade de 32,78 %. O perfil cinético de liberacdo se
ajustou melhor ao modelo de primeira ordem (R2 = 0,98), cujo mecanismo de liberacéo é por
difusdo, de modo que o PBC encapsulado migra do meio mais concentrado para o menos
concentrado por meio de poros formados no material de parede. Atividade antioxidante foi
comprovada ao aplicar microcapsulas de BC na produgao de biscoitos, resultando no dobro de
protecao do bioativo em relacao ao BC livre. Assim, os resultados apresentados sugerem que
as microcapsulas de BC formadas com os material de parede OVA:NaAlg podem ser inseridas
eficientemente na fortificacdo de biscoitos.

Palavras-chave: Bioacessibilidade; B-caroteno encapsulado; Simulacdo gastrointestinal,
Atividade antioxidante.
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ABSTRACT

FARIAS, Alan Marques. Microencapsulation of B-carotene by complex coacervation
using ovalbumin and sodium alginate as wall material. 2022. 75p. Dissertation (MSc in
Food Science and Technology). Institute of Technology, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

B-carotene (BC) is a natural fat-soluble compound necessary for human health, being an
important food source of provitamin A, but it has high chemical instability, which increases
its oxidation in the presence of extrinsic factors. The present study aimed to microencaulate
BC in complex coacervated formed by the interaction between ovalbumin (OVA) and sodium
alginate (NaAlg). The microencapsulation technique was used at pH 4.0 and 8:1 ratio
(OVA:NaAlg, wiw) after confirming the affinity of these complexes with zeta potential, study
of the phase diagram, turbidimetric and isothermal titration calorimetry analyses. The
capsules formed from the OVA:NaAlg complex showed spherical morphology with a well-
defined nucleus and high encapsulation efficiency (~97.5 %). The presence of OVA, NaAlg
and BC in the microcapsules were confirmed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR). The in vitro gastrointestinal digestion simulation of microcapsules found that 71.39 %
of the encapsulated BC was released in the intestine, with a bioaccessibility of 32.78 %. The
kinetic release profile was better adjusted to the first order model (R? = 0.98), whose release
mechanism is by diffusion, so that the encapsulated BC migrates from the more concentrated
medium to the less concentrated one through pores formed in the wall material. Antioxidant
activity was proven when applying BC microcapsules in the production of cookies, resulting
in twice the protection of the bioactive in relation to free BC. Thus, the results presented
suggest that BC microcapsules formed with the OVA:NaAlg wall material can be efficiently
inserted in biscuit fortification.

Keywords: Bioaccessibility; encapsulated p-carotene; Gastrointestinal — simulation;
Antioxidant activity.
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INTRODUCAO

As industrias alimenticias produzem alimentos que fazem uso de biopolimeros
naturais, como as proteinas e, ou, 0s polissacarideos, ao ponto que ambos Sd0 responsaveis
por inUmeras caracteristicas e propriedades tecnoldgicas nos alimentos. As proteinas sao
utilizadas na formacdo de géis, estabilizacdo de espumas e como emulsificantes, assim como
0s polissacarideos sdo utilizados na formacdo de géis e como estabilizantes em emulsdes
alimentares, ambos atribuindo aos alimentos caracteristicas voltadas para sua estabilidade
estrutural e textura, melhorando e estendendo a vida de prateleira dos produtos (BASTOS; DE
CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2018; LEITE et al., 2015; NIU et al., 2014).

As proteinas e os polissacarideos estdo entre os ingredientes alimentares presentes na
dieta humana. Auxiliam na conformacao dos invélucros das microcapsulas na coacervacao
complexa, conferidas pelas propriedades funcionais individuais de cada proteina e de cada
polissacarideo, estando ou ndo modificadas quimicamente, enzimaticamente ou fisicamente
(NIU et al., 2014; SANTOS; CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2021a). Nesse processo,
temos a proteina ovalbumina (peso molecular, 45 kDa), extraida da clara do ovo e que
apresenta propriedades funcionais importantes para a inddstria de alimentos, ao ser utilizada
como emulsificante e estabilizante de espumas (SOARES et al., 2019; ZHANG et al., 2021b).
O polissacarideo alginato de sodio (peso molecular, 138 kDa), extraido de algas marinhas
marrons, é capaz de formar matrizes altamente versateis, além e ser relativamente barato, facil
de geleificar, biodegradavel, in6cuo e biocompativel com diversos sistemas alimentares
(BASTOS et al., 2020a; SOARES et al., 2019; YEUNG et al., 2016; ZHANG; ZHANG;
MCCLEMENTS, 2016).

Caracteristicas importantes das proteinas e dos polissacarideos consistem no
surgimento de cargas eletrostaticas opostas quando submetidos a determinados valores de pH
em relacdo ao ponto isoelétrico (pl) das proteinas e a constante de dissociacédo acida (pKa) dos
polissacarideos, havendo a partir dessa variacdo alteracdo da densidade de carga superficial
das moléculas, favorecendo as interacdes idnicas (NIU et al., 2014). Tal fendmeno beneficia
as industrias de alimentos, pois a partir dele se configura a formacdo de materiais de paredes
usados na encapsulacéo de bioativos alimentares hidrofilicos e lipofilicos, por meio da técnica
conhecida como encapsulagdo (CORREA-FILHO et al., 2019).

A encapsulacdo consiste em um processo tecnolégico em constante inovacéo,

empregada na protecdo de compostos bioativos de interesse, preservando caracteristicas



como: sabor, coloracdo, propriedades bioldgicas, acidulacdo dos alimentos e até mesmo a
conservacao do valor nutricional do produto final. Tal técnica permite revesti-los em um
processo de empacotamento, formando microparticulas ou nanoparticulas, que irdo impedir,
por meio dos materiais de parede ou invélucros, que os fatores ambientais possam afeta-los
até seu consumo efetivo, permitindo que essas microparticulas ou nanoparticulas liberem os
bioativos no local indicado e no momento ideal, de forma segura e controlada, por
mecanismos que englobam o esfor¢co mecanico, as variaces da temperatura e do pH do meio
em que estdo imersas (AZEREDO, 2005; MENEZES et al., 2013; NASCIMENTO et al.,
2019; SILVA et al., 2015b).

Com a encapsulagdo produz-se produtos de melhor qualidade. Entretanto, devido ao
alto custo operacional e sua complexidade no processo produtivo, 0 método é reservado a
aplicacdes especiais de elevado valor agregado (GARTI, 2008), apresentando ainda outro
fator limitante, que é o longo tempo de processo até o produto liofilizado (AZEREDO, 2005;
GARTI; MCCLEMENTS, 2012; OZKAN et al., 2019).

Na técnica de coacervacdo, ao utilizar apenas um polimero para obter o coacervado,
obtém-se, assim, a coacervacdo simples que envolve somente um tipo de biopolimero
acrescido com um agente hidrofilico forte & solugdo coloidal (OZKAN et al., 2019). Em
contrapartida, ao utilizar dois ou mais biopolimeros, a técnica passa a ser identificada como
coacervacao complexa, perpassando por fases intrinsecas presentes nesse método que
garantem a eficacia da técnica, como a emulsificacdo, coacervacdo e, por fim, a reticulacdo
guimica ou enzimatica (JAIN et al., 2015, 2016; THAKUR et al., 2017).

Na microencapsulacdo, o material de parede é um dos fatores que requer cuidados
especiais, principalmente na selecdo dos materiais que irdo compor essa parede ou membrana.
O material escolhido deve proporcionar a membrana formada estabilidade, propriedade
emulsificante, solubilidade, adequado peso molecular, difusividade, cristalinidade, ampla
faixa entre os valores do pl e da pKa, além de garantir ao ndcleo sua preservacdo durante todo
0 periodo de estocagem, sem que haja reacdo entre ambos (GAONKAR et al., 2014; JATO,
2001; NASCIMENTO et al., 2019; SOUZA et al., 2015). Os materiais utilizados para compor
essa membrana que ira proteger e garantir que os materiais bioativos nos interiores dos
encapsulados sdo variados, estando dentre eles as gomas, os polissacarideos, materiais
organicos, as celuloses, lipideos e, as proteinas (CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015;
NASCIMENTO et al., 2019; SERVAT et al., 2010; SUAVE et al., 2006).



Com o passar dos anos a procura por fortificar produtos alimenticios com
nutracéuticos que tenham potencial benéfico na promoc¢éo da saide humana e o bem-estar no
geral. Com isso, os derivados de alimentos naturais, como 0s bioativos, ganharam especial
destaque, sendo enfatizado atributos como antioxidantes naturais ou compostos que
demonstram capacidade de reduzir riscos de certas doengas cronicas, despertando o interesse
e a procura por compostos bioativos, em especial os lipossollveis, que demonstram
capacidade de reduzir riscos de doencas cardiovasculares, oculares e certos canceres oriundas
de suas atividades bioldgicas (HU et al., 2021; ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016).

Como exemplo, temos o B-caroteno que € obtido a partir de certas frutas, vegetais
coloridos e gréos coloridos, sendo um precursor da vitamina A. Entretanto, sua estrutura
molecular estendida de hidrocarbonetos e seu alto grau de insaturacdo comprometem sua
incorporacdo, reduzindo sua solubilidade aquosa, aumentando a instabilidade quimica e a
atividade antioxidante, além de reduzir consideravelmente sua bioacessibilidade, ressaltando
que os demais fatores externos, como baixo pH, umidade, luz, oxigénio e o &cido estomacal
contribuem para a reducdo da sua bioacessibilidade, ja que sua transformacéo quimica ocorre
no trato gastrointestinal (XIE et al., 2021; ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016).

A indGstria de alimentos parte de uma premissa voltada para a facilidade dos
consumidores, desde a fabricacdo até a mesa do consumidor. Tais demandas sdo saciadas no
contexto de atender as expectativas dos consumidores, ao empregar nos produtos ingredientes
naturais que possam suprir as necessidades nutricionais dos consumidores (SRIVASTAVA,
MISHRA, 2021). Para tanto a técnica da coacervacdo complexa serd uma alternativa para a
preservacao das funcionalidades do B-caroteno a ser incorporado em um produto alimenticio
assado, como os biscoitos. Esses, por sua vez, apresentam boa capacidade de adequacdo a
novos ingredientes, além de possuir uma preparacdo facil, mas em escala industrial, longa
vida de prateleira e boa aceitacdo pela populacdo, independente da classe social (ALMEIDA
etal., 2018).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a formacdo de complexos entre OVA e
NaAlg para encapsulamento de BC e fortificagdo de biscoitos. Incialmente, os complexos
foram estudados usando o potencial zeta, a analise de titulagdo isotérmica e o diagrama de
fases. Posteriormente, o BC foi encapsulado e depois foi avaliada a cinética de liberacéo do
BC encapsulado, a digestdo gastrointestinal in vitro, a bioacessibilidade e a estabilidade
efetiva frente as condicdes extremas provocadas pelo intestino. Por fim, foram adicionadas

microcapsulas nos biscoitos e estudados a atividade antioxidante.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o processo de coacervacdo complexa formada entre a proteina globular,

ovalbumina, e o polissacarideo, alginato de sodio, para encapsular p-caroteno.

Objetivos Especificos

v

Estudar a formacéo e caracterizar a interagdo do complexo coacervado obtido a partir

da ovalbumina e alginato de sédio;

Microencapsular -caroteno pelo processo de coacervacdo complexa empregando os

materiais de parede em estudo e caracterizar as capsulas obtidas;

Estudar a simulagdo gastrointestinal do  [p-caroteno  microencapsulado;

bioacessibilidade, estabilidade e liberacéo controlada.

Avaliar as propriedades antioxidantes dos biscoitos enriquecidos com microcapsulas

contendo B-caroteno.



1 MICROENCAPSULACAO

Estudos aliados a crescente busca e utilizacdo de farmacos ou alimentos naturais ou
nutracéuticos a base de compostos bioativos vem sendo despertados em todo o mundo,
configurando, assim, em uma preocupacao industrial, pois muitos desses compostos naturais
apresentam fragilidades em relacdo aos fatores ambientais e, ou, bioldgicos, configurando em
degradacdo dos seus constituintes, implicando em perdas irreversiveis no produto (SERVAT
et al., 2010; SILVA et al., 2015b). Nesse sentido, surge o emprego dos microencapsulados,
que segundo Gaonkar et al., (2014); Servat et al., (2010); Silva et al., (2015b); Suave et al.,
(2006), consistem no processo de recobrimento de substancias nas fases liquida, sélida ou
gasosa, por meio de um material de parede, que pode ser conhecido também como invélucro,
casca, parede de revestimento, fase externa, fase de suporte, membrana ou matriz, utilizado
para isolar a substancia de interesse que compde o nucleo dos microencapsulados, geralmente
tal ndcleo pode ser chamado também de ativo, carga util, fase interna, encapsulado ou
preenchimento, sendo tal técnica inovadora e favordvel na prolongacdo da vida uatil do
produto.

Esse novo processo tecnoldgico, denominado microencapsulacdo, surgiu do modelo
estrutural desempenhado pelas células, de modo que sdo envolvidas por uma membrana
celular, e em seu interior possui um ntcleo, citoplasma e organelas, sendo protegidos por essa
membrana, que além de protecdo desempenha outras atividades, como o controle de entrada e
saida dos materiais de dentro da célula (SUAVE et al., 2006). De forma analoga, foram
desenvolvidos produtos resultantes deste processo tecnologico, denominados de cépsulas,
sendo que essas capsulas sdo classificadas de acordo com seus tamanhos em nanoparticulas
(0,01 a 0,2 um), microparticulas (1 a 100 um) ou macroparticulas (> 100 um) (JATO, 2001,
NASCIMENTO et al., 2019).

A microencapsulacdo como processo tecnoldgico garante a protecdo das particulas de
interesse, como compostos que preservam o sabor, a pigmentacdo, propriedades biologicas,
acidulacdo dos alimentos e o valor nutricional do produto final, com microencapsulados que
tenham em seu interior: nutrientes, enzimas ou conservantes, revestindo-0s em um processo
de empacotamento, formando microparticulas, que irdo impedir danos provocados pelos
fatores ambientais, protegendo-os até seu consumo efetivo, permitindo que essas
microparticulas liberem os bioativos no local indicado e no momento ideal, de forma segura e

controlada, por mecanismos que englobam o esfor¢co mecanico, as variagGes da temperatura e



do pH do meio em que estdo imersas (AZEREDO, 2005; MENEZES et al.,, 2013;
NASCIMENTO et al., 2019; SILVA et al., 2015b).

As microcapsulas podem ser caracterizadas como particulas sélidas que séo
subdivididas em diferentes categorias, de modo que cada uma esta vinculada a sua estrutura
morfologica. Sendo elas: microcapsula simples, matriz (microesfera: quando observa-se no
material matriz a substancia distribuida uniformemente em seu interior), microcdpsula

irregular, multi-ndcleos, multi-paredes ou ainda agrupamento de capsulas (NASCIMENTO et

O
)

al., 2019), conforme exposto na Figura 1.

() (b)
(d) (e)
Figura 1. Configuracfes estruturais das microcapsulas ((a) simples, (b) agrupamento de cépsulas, (¢) multi-

nacleos, (d) multi-paredes, (e) irregular) e da microesfera ((f) matrix insoltvel). Adaptado de Gaonkar et al.
(2014) e Nascimento et al. (2019).

1.1 Microencapsulacdo em alimentos

Como tendéncia na inddstria de alimentos, a microencapsulacdo vem ganhando
espaco, diante de questdes globais, tais como desperdicio de alimentos, envelhecimento da
populacdo, mudancas climaticas e acessos facéis as informac6es, sendo fatores importantes
nas atitudes e no poder de decisdo do consumidor por alimentos saudaveis e sustentaveis
(ARENAS-JAL; SUNE-NEGRE; GARCIA-MONTOYA, 2020). Para tanto, os consumidores
passaram a desenvolver uma visdo social e consciente, com uma atengdo maior a saude,
contribuindo para o desenvolvimento potencial das industrias alimenticias que passaram a
investir cientificamente e comercialmente na producao alimentos funcionais (GAONKAR et
al., 2014).



Polimeros sdo utilizados na microencapsulagdo, como materiais de parede, como
serd abordado nos proximos topicos. Entretanto, hd uma limitagdo que requer atencéo, pois
polimeros alimenticios permitidos séo limitados, gerando um desafio na selecéo e uso desses
materiais no emprego da técnica, ja que devem atender legalmente aos padrées alimentares no
pais de fabricacdo e exportacdo (ARENAS-JAL; SUNE-NEGRE; GARCIA-MONTOYA,
2020). Vale ressaltar que mesmo com tais limitacGes ha espago para inovagdes, mesmo que
seja uma técnica de alto custo na producdo em escala, difundida mundialmente e em
diferentes setores industriais. Dessa forma, o setor alimenticio busca constantemente técnicas

novas, materiais e métodos de encapsulacdo inovadoras e de menor custo.

1.2 Técnicas de microencapsulagao
A microencapsulacdo é obtida a partir de métodos e técnicas distintas, como

apresentado na Tabela 1, sendo divididos em: fisicos, quimicos e fisico-quimicos.

Tabela 1. Métodos e técnicas utilizados na encapsulagdo de bioativos, probidticos e prebidticos.

METODOS TECNICAS
Extrusdo estaciondria (REBELLO, 2009; SOUZA et al., 2015); bocal submerso
(SOUZA et al., 2015); extrusdo centrifuga (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017,
SILVA et al., 2015b); bocal vibrante (RABELLO, 2009); spray drying (CARMO;
Fisico FERNANDES; BORGES, 2015; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017); disco
rotativo (JATO, 2001); spray chilling (SILVA et al., 2015a, 2019); spray cooling
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017; SILVA et al., 2014); leito fluidizado (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2017); cristalizagdo e liofilizacdo (SILVA et al., 2015b).
Polimerizacdo interfacial e inclusdo molecular (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2017; JATO, 2001; SUAVE et al., 2006); e, polimerizacéo in situ (RABELLO, 2009).
Coacervagdo (JATO, 2001; SILVA et al., 2015b), lipossomas (FOOD INGREDIENTS
Fisico-quimico BRASIL, 2017; SERVAT et al., 2010), lipoesferas (BARBOSA et al., 2002) e
evaporacdo do solvente (JATO, 2001; SERVAT et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

Quimico

A escolha do método e da técnica que serdo empregadas na obtencdo do encapsulado,
dependem de fatores importantes, como a busca da aplicacdo tecnoldgica de interesse na
preparacdo do encapsulado (OZKAN et al., 2019). O método e técnica escolhidos, de acordo
com Servat et al. (2010), devem levar em consideragdo 0s quesitos que relacionam as
propriedades dos materiais que constituirdo o nucleo e o material de parede. Para ingredientes

ativos avalia-se a composicdo atdbmica, peso molecular, conformacdo, flexibilidade,



polaridade e as cargas elétricas, além da eficiéncia na protecdo e na liberacdo do material
encapsulado, podendo ele ser probidtico ou prebidtico, disperso no nucleo ou na matriz
polimérica das microcapsulas (GAONKAR et al., 2014; OZKAN et al., 2019).

1.2.1 Processo de coacervagdo complexa

O processo de encapsulamento por coacervagcdo complexa consiste em 3 etapas:
emulsificacdo, coacervacdo e reticulacdo (ZHANG et al., 2012), conforme demonstrado na
Figura 2. Normalmente, ao final do processo, ap6s obter um precipitado de microcapsulas é
feita a secagem do material por pulverizacdo ou liofilizacdo resultando em um po
(GAONKAR et al., 2014; ZHANG et al., 2012).

OVA ; NaAlg P,
~ @~ B
o <— CaClz
Nucleo (6leo de coco )
Material de

com B-caroteno) Niclso

parede

Figura 2. Processo de interagdo eletrostatica entre o grupo amino positivo da ovalbumina (OVA) com o grupo
carboxila negativo do alginato de sédio (NaAlg) para formacéo dos coacervados com adi¢do do cloreto de célcio
(CaCly) para promogéo do cross-linking. Adaptado de Tian et al. (2020).

1.2.1.1 Emulsificacdo no preparo de microcapsulas

Emulsdo consiste de um sistema coloidal fluido heterogéneo, no qual goticulas de um
liquido imiscivel estdo dispersas em outro, sendo esse outro liquido conhecido como fase
continua (ARAUJO, 2006; IUPAC, 2014). Segundo Aradjo (2006) e HU et al. (2017), tais
sistemas coloidais apresentam classificagbes em relacdo a distribuicdo de suas fases oleosa e
aquosa, de modo que, se a dispersao das gotas de 6leo estiverem dispersas na fase continua
aquosa, havera, assim, o fendmeno da emulséo conhecida como 6leo em agua (O/A), como
ocorre, por exemplo, em maioneses, cremes, leites e sopas. Os mesmos autores, traz 0

contrario também, tendo gotas de agua dispersas na fase continua oleosa, sendo observado o



fendmeno da emulsdo conhecida como agua em 6leo (A/O), como ocorre, por exemplo, em
manteigas e margarinas.

Na emulsificacdo, a mistura da solucéo de proteinas, com pH acima do pl, com o 6leo
contendo o bioativo de interesse para que sejam submetidos a uma homogeneizacao
perpassam por alguns dos seguintes parametros, como temperatura de inversdo de fase, ponto
de inversdo de emulsdo, emulsificacdo espontdnea, homogeneizacdo a alta presséo,
microfluidizacdo, atomizacao ou agitacdo mecanica (MCCLEMENTS, 2015). Com énfase na
agitacdo mecanica faz-se uso normalmente da alta velocidade derivada da utilizacdo do ultra
turrax e/ou do uso do ultrassom. Ambas metodologias fornecem energia suficiente para
quebrar as moléculas de 6leo e, assim, fazer com fiquem dispersas na solucdo polimérica de
interesse, para posteriormente adicionar a solugédo de polissacarideos que irdo interagir com as
proteinas e fortificar as paredes proteicas que envolvem os involucros de 6leo com bioativo
(nucleo) durante a complexacdo (GAONKAR et al., 2014; MCCLEMENTS, 2015).

Na complexacdo dos biopolimeros presentes na solucdo emulsionada, inicia-se o
processo de correcdo do pH, para que estabilize entre o pl da proteina e a pKa do
polissacarideo, zona que ira garantir que as cargas elétricas superficiais das moléculas fiquem
opostas, permitindo a interacdo eletrostatica entre os biopolimeros que compdem a solucéao
polimérica (SPONTON; PEREZ; SANTIAGO, 2017). Apds, observa-se nitidamente no
sistema a separacgao de fases, sendo uma fase mais transldcida, definida como sobrenadante e
outra fase denominada de precipitado, onde estara concentrada com os biopolimeros e o
nlcleo (GAONKAR et al., 2014; MCCLEMENTS, 2015).

Segundo McClements (2015), para a obtencdo de encapsulados de componentes
lipofilicos como material ativo sdo empregados usualmente em emulsGes convencionais, do
tipo Oleo em agua, criadas com operacdes simples de processamento (mistura e
homogeneizacdo). Essas operacGes fazem parte do processo de producdo das nanocapsulas,
com didmetros de 1 nm a 100 nm, ou microcépsulas, com diametros entre 100 nm e 1000 nm
(GAONKAR et al., 2014). Essas emulsdes convencionais ou simples de camada unica séo
sistemas viaveis economicamente e desfavoraveis termodinamicamente em qualquer meio
aquoso, por serem instaveis ao longo do tempo. Essa instabilidade contribui na quebra das
emulsdes por diferentes mecanismos, tais como separacdo gravitacional, floculagéo,
coalescéncia, coalescéncia parcial, amadurecimento de Ostwald e seperacdo de fases
(GAONKAR et al., 2014), como demonstrados na Figura 3. No sentido de suprir essa

instabilidade termodindmica emprega-se a reticulacdo dos encapsulados, reforcando a
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interacdo entre biopolimeros por meio de interagdes covalentes com o agente reticulante
(MCCLEMENTS, 2015).

—_—

Stable Emulsion Coalescence Phase separation

Ostwald ripening

Figura 3. Representagdo esquematica dos mecanismos de instabilidade nos sistemas de emulsGes. Hu et al.
(2017).

1.2.1.2 Coacervagdo Complexa

A coacervacdo se deriva do fendbmeno coloidal que envolve a separacdo das fases
liquido - liquido de uma solugdo de um polimero ou mistura de dois polimeros com cargas
opostas em solucdo aquosa (IUPAC, 2014). Essa interagdo polimérica ou agregacao
macromolecular é desencadeada por meio de interacdes eletrostaticas de cargas, ligacdes de
hidrogénio e interacdes hidrofobicas das solu¢bes poliméricas em emulsdo, que se depositam,
no formato de goticulas, no fundo do recipiente em que o sistema coloidal se encontra
(OZKAN et al., 2019). Apds o ajuste do pH do sistema coloidal havera uma separacdo de
fases, na qual resultard em duas fases liquidas (JATO, 2001; LIU et al., 2018). A fase mais
densa, que se deposita no fundo do recipiente, rica em coloides é chamada de coacervado,
enguanto que a fase menos densa e mais liquida, por ser pobre em coloides, se encontra sobre
o0 coacervado, é denominada de sobrenadante (IUPAC, 2014).

Na coacervagdo complexa ocorre interagdes eletrostaticas entre duas, ou mais,
solucBes poliméricas, sendo empregado normalmente os polissacarideos, com caracteristicas

anidnicas, em conjunto com as proteinas, de modo que ambos se apresentam com cargas
10



opostas, fazendo com que o sistema coloidal se divida espontaneamente em duas fases
liquidas totalmente imisciveis: o coacervado e o sobrenadante. Entretanto, sua sensibilidade a
diversos parametros € alta sobre a natureza das proteinas, dos polissacarideos e dos
ingredientes bioativos, como peso molecular, densidade de carga e suas conformacdes
(GAONKAR et al., 2014). Vale ressaltar e complementar nesse método outros pardmetros que
influenciam a fisico-quimica nas caracteristicas do meio, a partir dos fatores demonstrados na
Figura 4 como pH, forca i6nica, % dos sélidos totais, temperatura, bioativo de interesse,
concentracdo e cisalhamento entre materiais, estando todos estes fatores intrinsicamente
ligados as condi¢Bes emulsionantes, ou seja, propriedades fisico-quimicas dos biopolimeros,
como suas polaridades, pois partindo do principio das cargas opostas dos biopolimeros que a
coacervacao acontece (GAONKAR et al., 2014; SERVAT et al., 2010; SUAVE et al., 2006).

Ingrediente do niicleo
Forca iénica l Temperatura
Ajustamento do pH . Materlais de parede e suas
. . proporcoes
% Sélidos totais t Cisalhamento

Nivel do niicleo encapsulado

Figura 4. Pardmetros que influenciam a formagdo dos coacervados complexos. Adaptado de Gaonkar et al.
(2014).

Ao reduzir o pH da emulsdo, composta por material bioativo e por biopolimeros
(proteinas e polissacarideo), abaixo do ponto isoelétrico das proteinas e acima do pKa dos
polissacarideos, aumenta-se o niUmero de cargas positivas na mesma estrutura das proteinas e
mantém o ndmero elevado de cargas negativas na estrutura dos polissacarideos (SPONTON;
PEREZ; SANTIAGO, 2017). Tal fendbmeno ocorre devido a protonacdo do grupamento
amino das proteinas, passando de —NH. para -NH3". No caso dos polissacarideos, com o pH
acima da pKa, ocorrerd a desprotonacdo dos grupamentos compostos por acido carboxilicos
presentes em sua estrutura, passando de —COOH para -COO" (GAONKAR et al., 2014).
Logo, os grupos anionicos dos polissacarideos presentes na mesma solugéo irdo se associar

com 0s grupos catidnicos formados nas proteinas com a reducdo do pH (pl > pH > pKa),
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ocorrendo, dessa forma, as atragdes eletrostaticas dos biopolimeros (Figura 5), devido as
cargas opostas resultantes do processo (GAONKAR et al., 2014; MCCLEMENTS, 2015).

Atracao
Eletrostatica

NH; _OOC—

Figura 5. Interacdo eletrostatica entre 0 grupo amino positivo da proteina com o grupo carboxila negativo do
polissacarideo. Adaptado de McClements (2015, p. 288).

Nos ultimos 10 anos, vastas referéncias sobre trabalhos empregando a técnica de
coacervacao complexa, tendo os bioativos como compostos lipofilicos em sua maioria, sdo
demonstrados na Tabela 2, na qual podemos observar alguns desses trabalhos, ressaltando os
bioativos analisados que apresentam grande potencial nutracéutico, além de pares polimeéricos
empregados como materiais de parede, dos pH’s em que ocorrem as coacervagdes em cada
par polimérico, as principais analises de interesse realizadas e 0s agentes reticulantes

empregados em cada trabalho.

1.2.1.3 Reticulacéo

Na fase da reticulacdo (cross-linking), o invélucro é submetido a um agente reticulante
enzimatico, como a transglutaminase (MATALANIS; MCCLEMENTS, 2013; MIHALCEA
et al., 2017); agente reticulante natural como o genipin (JAIN et al., 2016; THAKUR et al.,
2017); agentes reticulantes quimicos, porém téxicos, como o glutaraldeido (JAIN et al., 2015;
SINGH; VENNAPUSA; CHATTOPADHYAY, 2020) e o formaldeido (TANG; SCHER,;
JEOH, 2020), e os ndo tdxicos, como o cloreto de calcio (SOARES et al., 2019; ZHANG et
al., 2021a), entre outros.

Os reticulantes no geral interagem com 0s grupamentos aminos e acidos carboxilicos
livres das proteinas, reforcando as ligagfes estruturais do invélucro, resultando no seu
endurecimento ao redor do nucleo, por meio das interacdes covalentes, aumentando a
estabilidade e a resisténcia mecéanica das capsulas geradas, como foi demonstrado na Figura 2.
Pois, na coacervacdo complexa, sem a fase da reticulacdo, a mesma apresentara uma

instabilidade termodinamica, tendo como consequéncia uma baixa resisténcia estrutural e
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mecanica, devido a natureza ibnica proveniente das interacdes entre as camadas poliméricas
(GAONKAR et al., 2014; MCCLEMENTS, 2015).

Com o emprego do cloreto de célcio (CaCly) na reticulagdo, o mesmo ira liberar
cations de Ca?" que irdo interagir juntamente aos fons carboxilatos do &cido gulurdnico
presentes nas estruturas do alginato de sddio, por meio de interacBes eletrostaticas que
formardo uma estrutura denominada modelo egg-box (BAGHERI et al., 2014; PAMIES et al.,

2010), como demonstrado na Figura 6.

@-gulurénico (mondémero de alginat@

d {0

( O> Cations de Ca™ 0 HO, OH

6

Figura 6. Esquema representativo do modelo egg-box. Adaptado de Phillips, Williams (2009) e Braccini, Pérez
(2001).
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Tabela 2. Trabalhos recentes sobre microencapsulacgao de bioativos por coacervagdo complexa usando diferentes pares poliméricos como materiais de parede.

Bioativo Material de parede pH Andlises Realizadas Agente Reticulante Referéncias
Oleo de milho  Caseinato de sodio e pectina 50 PZ; DTP; DE; DIC; MM Transglutaminase %IS)FALANIS; MCCLEMENTS,
f3-caroteno Isolado proteico de soja e goma acacia 4,2  RC; PZ; MM; EE; EITF; DE; DV Glutaraldeido (JAIN et al., 2015)
j-caroteno Caseina e goma tragacanth 2,0 E; DT_P; PZ; DAA; RC EE, EITF; Genipin (JAIN et al., 2016)
MEV; AM
B-caroteno Caseina e goma guar 50 PZ: EITF; AM; EE; DV: DAA Genipin (THAKUR et al., 2017)
Oleo de peixe  Gelatina e goma arabica 4,0 MM; MEV; EE; GC-MS; MC; DTP NI (HABIBI etal., 2017)
p-caroteno em i cana e goma xantana 56 DSC:EE; DV; AM; AMA NI (RUTZ et al., 2017)
6leo de palma
j-caroteno Isolado proteico de soja e goma acacia 3,75 HPLC; EITF; EE; DAA; AM; AA Transglutaminase (MIHALCEA et al., 2017)
j-caroteno Caseinato de sodio e alginato 45 PZ;, DV, DBE; DE NI (LIU et al., 2018)
Vitamina D gﬂel:;tlil:gem desementesdeagriaoe 5, AT MEV: EITE: DIV: EE: AM NI (JANNASARI et al., 2019)
Qleo de Lactoferrina e Alginato de sédio 4,0 EE; EITF; MEV; DIV Transglutaminase (BASTOS et al., 2020b)
pimenta preta
pc))iﬁc;:tz preta B-lactoglobulina e Alginato de sodio 45 EE; EITF, MEV,; DI; DTP Transglutaminase (BASTOS et al., 2020a)
o L. L . . . . . . , (SINGH; VENNAPUSA,
Acido caprico Goma arabica e gelatina 4,5 CVD; AT; MEV; EITF; RDE; DR Glutaraldeido CHATTOPADHYAY, 2020)
i Carboximetilcelulose e proteina . . . . . (BARBOSA,; BASTOS; GARCIA-
[-caroteno isolada do soro de leite 3,5 EE; EITF; DE; MM, PZ Transglutaminase ROJAS, 2021)
N Goma tara carboximetil e gelatina Tipo . — . (SANTOS; CARVALHO;
Vitamina D3 A 4,0 EITF; DIV; T; CVD Transglutaminase GARCIA-ROJAS, 2021a)
N Proteina isolada do amaranto e . . . . . (CONSTANTINO; GARCIA-
Vitamina D3 lactoferrina 6,5 EE; EITF; CTI; MM; PZ Transglutaminase ROJAS, 2022a)
j-caroteno Carboximetilcelulose e lactoferrina 5,0 CTI; EE; EITF; PZ; MM Transglutaminase (BARBOSA et al., 2022)
Betanina Carboximetilcelulose de sodio e 3,0 PZ: AT: CTI: EE: EITF: AM: AA NI (CONSTANTINO; GARCIA-

isolado de proteina do amaranto

ROJAS, 2022b)
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Tabela 2. Continuacéo

Legenda: AA (Atividade Antifingica); AMA (Adicdo de Microparticulas de Alimentos); AM (Andlise Morfoldgica); AT (Analisador Termogravimétrico); CTI
(Calorimetria de Titulacdo Isotérmica); CVD (Calorimetro de Varredura Diferencial); DAA (Determinacgdo de Atividade Antioxidante); DE (Determinagdo de Estabilidade);
DBE (Degradagéo do B-caroteno em Estoque); DIV (Digestéo in vitro); DR (Difragdo de Raio-X); DV (Dinamica de Viscoelasticidade); DTP (Distribuicdo do Tamanho da
Particula); E (Espectrofotometria); EE (Eficiéncia de Encapsulagdo); EITF (Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier); GC-MS (Cromatografia gasosa
com espectrometro de massa); HPLC (Cromatografia liquida de alta performance); MC (Medicacéo da Cor); MEV (Microscdpio Eletronico de Varredura); MM (Morfologia
das Microcapsulas); NI (N&o Informado); PZ (Potencial Zeta); RC (Rendimento de Coacervagdo); RDE (Raio-X Dispersivo de Energia); T (Analise Turbidimétrica).
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1.3 Material de parede

Na microencapsulacdo, o material de parede € um dos fatores que requer cuidados
especiais, principalmente na selecdo dos materiais que irdo compor essa parede, membrana ou
involucro. O material escolhido deve proporcionar ao involucro estabilidade, propriedade
emulsificante, solubilidade, adequado peso molecular, difusividade, cristalinidade, além de
garantir ao nucleo sua preservagdo durante todo o periodo de estocagem, sem que haja reacéo
entre ambos. Ressalta-se, ainda, que apos esse periodo de estocagem, a membrana que reveste
a microcapsula rompa e libere o material ativo presente em seu interior de forma programada,
no local adequado ou momento ideal, sob condicGes favoraveis, estando embutido por trés de
todo esse processo, seu baixo custo e sua disponibilidade comercial (JATO, 2001;
NASCIMENTO et al., 2019; SOUZA et al., 2015). Segundo Nascimento et al. (2019), as
caracteristicas que englobam a morfologia do nucleo e do involucro irdo determinar qual sera
0 mecanismo para a liberagdo do ndcleo. Os principais mecanismos envolvidos nessa
liberacdo séo controlados e ativados por difusdo, degradacéo, solvente, pH, temperatura e
pressdo mecanica

Os materiais utilizados para compor essa membrana que ira proteger e garantir que o0s
materiais ativos nos interiores das microcapsulas sdo variados, estando dentre eles as gomas
(arébica, agar, alginato e carragena), os carboidratos (amidos, amidos modificados, dextrinas
e sacaroses), materiais organicos (sulfato de calcio e silicatos), as celuloses (acetilcelulose,
carboximerilcelulose e nitrocelulose), lipideos (monoacilglicerois, diacilgliceréis, parafina,
gorduras e 6leos) e, as proteinas (gluten, caseina, gelatina, ovalbumina, lisozima e albumina)
(CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015; NASCIMENTO et al., 2019; SERVAT et al.,
2010; SUAVE et al., 2006).

1.4 Proteinas e polissacarideos

Utilizadas como materiais de parede, de acordo com Carmo, Fernandes e Borges
(2015) e Santos, Costa e Garcia-Rojas (2018), as proteinas e os polissacarideos estdo entre 0s
ingredientes alimentares presentes na dieta humana e que auxiliam na conformacdo dos
involucros das microcépsulas, a partir de interagbes eletrostaticas de cargas opostas,
conferidas pelas propriedades funcionais individuais de cada proteina e de cada
polissacarideo, estando ou ndo modificadas quimicamente, enzimaticamente ou fisicamente.

Levando em consideracdo, ainda, a facilidade na digestdo das proteinas dentro do corpo
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humano, atuando como antioxidantes, além de conferir valor nutricional. Estando envolvidas,
em especial, nesse processo a proteina ovalbumina, extraida da clara do ovo e o

polissacarideo alginato de sddio, extraido de algas marinhas marrons.

1.4.1 Ovalbumina

Uma das fontes importantes na alimentacdo humana, rica em proteinas, lipideos,
vitaminas e minerais € o ovo de galinha, apresentando 13 tipos diferentes de proteinas, que
apresentam notorios valores nutricionais que enriquecem sua composicdo, além de
apresentarem uma gama de atributos que conferem protecdo ao embrido, quando em
desenvolvimento, garantindo sua defesa contra infeccdes bacterianas e virais
(DIARRASSOUBA et al., 2015; BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

De acordo com Belitz; Grosch; Schieberle (2009) e Souza; Garcia-Rojas (2015), das
proteinas que compdem 0s ovos temos, em especial, a ovalbumina, que compreende na
composigdo centesimal da clara do ovo o quantitativo de 54 a 65 % e temperatura de
desnaturacdo em torno de 84,5 °C. Apresentando, também, solubilidade em agua, ponto
isoelétrico em torno de 4,5 e peso molecular em torno de 45 kDa (MCCLEMENTS, 2015;
SANTOS; COSTA; GARCIA-ROJAS, 2018).

A ovalbumina apresenta propriedades funcionais importantes para a industria de
alimentos, sendo utilizada, em geral, para emulsificar e estabilizar espumas, além de atuar nos
produtos com propriedades antioxidantes, anticarcinogénica e antimutagénica, fornecendo tais
atuacdes ao organismo humano e, ainda, fortificando-o com imunomoduladores (SANTOS;
COSTA; GARCIA-ROJAS, 2018; SOUZA; GARCIA-ROJAS, 2015). Esta proteina globular
contém em sua cadeia estrutural (Figura 7) 385 residuos de aminoéacidos, alguns com grupos
sulfetos (-SH), que sé reagem quimicamente com a proteina desnaturada, e grupos de acido
fosforico, que s6 reagiram enzimaticamente pela acao de fosfatases (FEDDAOUI et al., 2019;
YAMASAKI; TAKAHASHI; HIROSE, 2003).
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Laco central reativo

Figura 7. Caracteristica estrutural geral da cadeia principal da ovalbumina. Adaptado de Yamasaki; Takahashi;

Hirose (2003).

Recentes trabalhos empregando ovalbumina como material de parede em processos de

coacervagdo complexa, sdo demonstrados na Tabela 3, além de complexos promissores na

preservacdo de compostos lipofilicos. Pode-se observar que os ingredientes ativos analisados

e envolvidos por esse biopolimero ndo interagem, principalmente durante a emulsificacéo,

contribuindo para a preservacdo funcional do bioativo, sendo tal preservagdo das

funcionalidades constatadas pelas analises realizadas.

Tabela 3. Trabalhos recentes sobre microencapsulacdo por coacervagdo simples e complexa usando ovalbumina
com diferentes pares poliméricos como materiais de parede.

Bioativo Material de parede PH  Anélises Agente Referéncias
Realizadas Reticulante
Ovalbumina e e (SOUZA; GARCIA-
- pectina 35  T,PZ DR NI ROJAS, 2015)
- Ovalbumina e 55 LPAMVLCG (XIONG et al., 2016)
quitosana CTI
Ovalbumina e T, DME;
-- L 3,5 MVLC; CTI; NI (XIONG et al., 2017)
carboximetilcelulose MR
Oleo de . EITR; DR; AT;
gacha inchi Ovalbumina NI MEV: EE: DIV NI (VICENTE et al., 2017)
Oleo de Ovalbumina e NI EITR; DR; AT; NI
sacha inchi  pectina MEV; EE; DIV
Oleo de Ovalbumina e goma NI EITR; DR; AT; NI
sachainchi  xantana MEV; EE; DIV
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Tabela 3. Continuagéo

_ Ovalbumina e 75 PZ; EITR; T, NI (SANTOS; COSTA,;
lisozima ' CTI; MEV GARCIA-ROJAS, 2018)
Ovalbumina e 4- . . .
-- estireno sulfonato 4,0 T: MCE; MR; NI (FEDDAOQUI et al., 2019)
- MDDL
de sddio
Alginato e TP; PZ; CTI; T;
-- quitosana 3,25 EITE NI (RABELDO et al., 2019)
Parafina, gelatina EITF; DR, Cloreto de
-- eal inatbgde sédio 4,5 MEV; EDE; célcio e (TIAN et al., 2020)
g AT; CVD glutaraldeido
. APT; T; EE;
Carvacrol Ovalbumina 5 CVD: PAN Carvacrol (RAO et al., 2020)
T; RC; PZ;
Ovalbumina e MFA; EITR;
-- pectina 2,5 EDC: AT: NI (ZHANG et al., 2021b)
MQAD
_ Ovalbumina e 49 T; ME; CTI; NI (PILLAI; GULDIKEN;
pectina ' DAG NICKERSON, 2021)
_ Pea albumina e 36 T; ME; CTI; NI (PILLAI; GULDIKEN;
pectina ' DAG NICKERSON, 2021)

Legenda: AT (Analisador Termogravimétrico); APT (Andlise do Perfil de Textura); CDD (Calorimetria de
Digitalizacdo Diferencial); CVD (Calorimetro de Varredura Diferencial); CTIl (Calorimetria de Titulagéo
Isotérmica); DAG (Determinaco dos Acidos Galacturnicos); DIV (Digestéo in vitro); DME (Determinagéo de
Mobilidade Eletroforética); DR (Difracdo de Raio-X); EDE (Espectrometro Dispersivo de Energia); EE
(Eficiéncia de Encapsulagdo); EITR (Espectroscopia Infravermelha de Transformagdo de Fourier); MCE
(Medigdes de Condutividade Elétrica); MDDL (Medicfes Dindmicas de Dispersdo da Luz); ME (Mobilidade

Eletroforética); MEV (Microscépio Eletronico de Varredura); PAN (Propriedades Antimicrobianas

Nanoparticulas); MFA (Microscopia de Forca Atdmica); MQAD (Microequiliquilo de Quartzo com Analise de
Dissipa¢do); MR (Medidas Reol6gicas); MVLC (Microscépio de Varredura a laser confocal); PZ (Potencial

Zeta); RC (Rendimento de Coacervagao); T (Analise Turbidimétrica).

1.4.2 Alginato de sodio

Dentre os biopolimeros mais utilizados como material encapsulador, o alginato de
sodio tem se destacado por sua capacidade de formar uma matriz altamente versatil,
relativamente barato, facil de gelificar, biodegradavel e biocompativel com diversos sistemas
alimentares, além de ser indcuo, em relacdo a toxicidade, para a prote¢cdo de componentes
ativos, células e principalmente microrganismos probidticos sensiveis as variages de calor,
pH, oxigénio e outros fatores, intrinsecos e extrinsecos, em que as matrizes alimentares sdo
expostas durante seu processamento e armazenamento, além de ser insoluvel em etanol
(BAGHERI et al., 2014; ETCHEPARE et al., 2015; TANG; SCHER; JEOH, 2020; YEUNG
etal., 2016).
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Segundo Etchepare et al. (2015) e Tang; Scher; Jeoh (2020), o alginato de sodio
apresenta, como material encapsulador, boa capacidade hidrofilica e hidroscopica, garantindo
facilidades em seu manuseio. Apresenta também outras caracteristicas, como gelagem,
estabilizacdo e espessamento, razdes pelas quais tém sido de grande interesse para as
indUstrias alimenticias, sendo um polissacarideo de cadeia linear com densidade de carga que
contribui para sua promocdo como material encapsulante de bioativos e bactérias &cidas
lacticas, devido a esses atributos relatados.

O alginato apresenta peso molecular de 138 kDa e, em particular, possui constante de
dissociacdo do &cido (pKa) entre os valores de 3,38 a 3,65, devido aos seus constituintes
(Figura 8), que sdo o acido manurdnico e o acido gulurdnico, respectivamente. Ressalta-se,
ainda, que caso o pH da solucdo de alginato seja inferior ao pKa, haverad precipitacdo e
formacdo do &cido alginico, sendo esse insolivel em &gua. Entretanto, quando o pH se
encontra acima de valor de pKa, ocorrera a negativacao da carga do alginato, de modo que a
estabilidade quimica do alginato se encontra entre os valores de pH de 5a 10 (BASTOS et al.,
2020a; MCCLEMENTS, 2015; ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016).

M G

Figura 8. Composicdo da estrutura molecular do alginato, apresentando os acidos B-D-manurdnico (M) e a-L-
gulurénico (G) unidos pela ligagdo 1—4. Adaptado de Belitz; Grosch; Schieberle (2009, p. 303).

Este biopolimero, que é extraido de algas marinhas marrons (Phaeophyceae) e
algumas bactérias especificas, pode ser apresentado como um aditivo alimentar na forma de
um poé marrom amarelado ou branco, inodoro e insipido (BASTOS; DE CARVALHO;
GARCIA-ROJAS, 2018; ETCHEPARE et al.,, 2015; PAMIES et al., 2010). Ressalta-se,
ainda, que sua digestdo ndo ocorre no trato gastroinstestinal superior (boca, estbmago e
intestino delgado), mas sim no trato gastroinstestinal inferior (célon) por enzimas secretadas
pelas bactérias coloniais presentes no colon. Dessa forma, observa-se que essas caracteristicas
de digestdo do alginato de sodio indicam que ele pode ser usado para desenvolver microgéis
que encapsulam e retém probidticos ou até mesmo bioativos no trato gastroinstestinal

superior, mas depois os liberam no trato gastroinstestinal inferior (ZHANG et al., 2021d).
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Recentes trabalhos empregando alginato de sédio como material de parede na coacervagdo
complexa séo apresentados na Tabela 4. Nesta tabela pode-se observar que o alginato de
sodio se apresenta como material de parede promissor na preservacdo de compostos
lipofilicos. Os ingredientes ativos analisados e envolvidos por esse biopolimero ndo interagem
com o material de parede, contribuindo para a preservagdo funcional do bioativo, como foi

constatado nas analises realizadas.

Tabela 4. Trabalhos recentes empregando a técnica por coavervacdo complexa usando alginato de sédio com
diferentes pares poliméricos como materiais de parede para encapsular compostos bioativos.

Bioativo Material de parede PH  Analises Agente Referéncias
Realizadas Reticulante
B-caroteno ;Z?ﬁg;gto desodioe g Eé DViDBE: N (LIU et al., 2018)
L . T; PZ; CDD;
Oleode ~— Ovalbuminae 38  EEEITF Cloreto de calcio ~ COARES etal,
sacha inchi alginato de sédio MEV- DIV 2019)
OI':]‘;%Z Lactoferrina e 40 FEEEITF Transalutaminase  (BASTOS etal,
Breta Alginato de sédio Y MEV: DIV g 2020b)
OI':]z:tZ Brlactoglobulinae . EE; EITF, ransalutaminase | (BASTOS etal.
Breta Alginato de sodio ’ MEV; DI; DTP g 2020a)
DECC; DTP;
D-limoneno i - 8,5 ’ ’ (TANG; SCHER;
Alginato e gelatina MEV: MRV NI JEOH, 2020)
Alginato de sédio, . .
Lactobacillus  proteina de soro de NI CLC2ZW; AM; Cloreto de célcio (ZHANG et al.,
casei LC2W leite e nano cristais MEV; EE 2021a)

de celulose

Legenda: AM (Analise Morfoldgica); AT (Analisador Termogravimétrico); CTI (Calorimetria de Titulagdo
Isotérmica); CLC2W (Cultivo de LC2W); DE (Determinagdo de Estabilidade); DBE (Degradagio do B-caroteno
em Estoque); DECC (Determinacdo da Extensdo da Coacervacdo Complexa); DIV (Digestdo in vitro); DR
(Difracdo de Raio-X); DV (Dindmica de Viscoelasticidade); DTP (Distribuicdo do Tamanho da Particula; EE
(Eficiéncia de Encapsulacdo); EITF (Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier); EQ
(Estabilidade Quimica); MEV (Microscopio Eletrénico de Varredura); NI (N&o Informado); PZ (Potencial Zeta);
T (Andlise Turbidimétrica); TP (Titulacdo Potencialmétrica).

1.5 Bioativos: lipidios bioativos
1.5.1 Carotenoides

Consiste de hidrocarbonetos com mais de trés duplas ligagdes altamente conjugados e
insollveis em agua e sollveis em 6leos e gorduras, com eficiéncia antioxidante acima de 9
insaturacdes conjugadas na estrutura molecular (ARAUJO, 2006; BELITZ; GROSCH;
SCHIEBERLE, 2009), sendo responsaveis nas frutas, legumes e grdos integrais pelas
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coloragdes amarelo, vermelho e laranja (JAIN et al., 2016; THAKUR et al., 2017), sendo
adquiridos, evidentemente, na dieta, ou seja, pelo consumo regular dessas frutas, legumes e
gréos integrais, recompondo e regulando constantemente 0 mecanismo de defesa enddgena do
organismo contra as reacOes de oxidacdo-reducdo promovidas pelos radicais livres que
aumentam na corrente sanguinea com o passar dos anos, impedindo, diretamente, que 0s
componentes celulares sofram danos a curto prazo com a a¢do danosa desses radicais livres
(ARAUJO, 2006).

Os carotenoides apresentam aproximadamente 600 tipos de pigmentos e, esses, por
sua vez, possuem moléculas polienes conjugadas, longas e flexiveis, nos quais a luteina, a
zeaxantina, o licopeno e o B-caroteno se destacam dos demais (ARAUJO, 2006). Dentre
todos, o PB-caroteno € quem possui consideravel potencial de acdo antioxidante natural,
protegendo da oxidacdo os depositos de gorduras e de lipideos presentes na composicdo das
membranas celulares de animais e vegetais, além de ter atividade provitamina A na salde
humana, reduzindo o risco do desenvolvimento de doencas causadas pela sua auséncia (JAIN
etal., 2015, 2016; MCCLEMENTS, 2015).

1.5.2 B-caroteno

O p-caroteno (Figura 9) é um dos principais carotenoides que contribui na promogao
da satde e bem-estar humano devido a sua alta atividade bioldgica antioxidante elucidada no
item anterior (LIU et al.,, 2018). Porém suas propriedades e caracteristicas moleculares
restringem sua aplicacdo em muitos alimentos e bebidas, devido sua baixa solubilidade
aquosa e alta instabilidade quimica, que afetam sua bioacessibilidade (ZHANG et al., 2021c;
ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016). O poliene em sua molécula apresenta
sensibilidade com relacdo aos fatores externos, como exposi¢do ao ar, luz, temperatura e
acidez, acarretando, como promocao, alteracBes estruturais em suas moléculas, como
ciclizacdo, migracdo da dupla ligacdo e acréscimos de moléculas de oxigénio singlete e
radicais livres (JAIN et al., 2015; THAKUR et al., 2017). Mas, em contrapartida, essas
alteracbes no organismo neutralizam ou eliminam os radicais livres gerados pelo oxigénio
singlete, que é altamente reativo, impedindo que ocorra a oxidagdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e, com isso, mantendo o transporte saudavel do colesterol sintetizado no
figado para todos os tecidos do corpo, reduzindo consideravelmente as possibilidades dos

riscos de desenvolvimento de doencas crbnicas e graves como a arteriosclerose, 0s
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carcinomas, as cardiovasculares e oculares, dentre outras, relacionadas a idade (ARAUJO,
2006; ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016).

CSERaaa T eeS

Figura 9. Representacdo da estrutura molecular do B-caroteno. Belitz; Grosch; Schieberle, (2009, p. 237).

Atualmente, varios estudos empregando B-caroteno com diferentes materiais de parede
sdo realizados (Tabela 5). Entretanto, suas caracteristicas moleculares lhe conferem
desvantagens diante dos meios ambientais e no emprego em alimentos. Mas seu potencial
nutracéuticos vem despertando e contribuindo na busca por alternativas metodoldgicas e

técnicas que possam manter ou maximizar seu potencial no corpo humano.

Tabela 5. Trabalhos recentes sobre microencapsulagdo de f-caroteno com diferentes pares poliméricos como
materiais de parede.

Material de parede PH  Técnica Andlises Agente Referéncias
Realizadas Reticulante
Isolado proteico de Coacervacao RC; PZ; MM; EE; .
soja e goma acécia 4.2 complexa EITF; DE; DV Gluteraldeido (AIN etal., 2015)
Caseina e goma Coacervacéo E; DTP; PZ,
o acamhg 20 o0 Iexzf DAA: RC;EE;  Genipin (JAIN et al., 2016)
g P EITF; MEV; AM
Isolado proteico de 375 Coacervacdo HPLC; EITF; EE; Transalutaminase (MIHALCEA et
soja e goma acacia ' complexa DAA; AM; AA g al., 2017)
Quitosana e goma 56 Coacervagdo DSC; EE; DV, NI (RUTZ et al,
xantana ' complexa AM; AMA 2017)
Cas_elnato de sodio e 45 Coacervacdo PZ; DV; DBE; NI (LIU et al., 2018)
alginato complexa DE
Caseinato de sodio, Emulséo e CR; EE; HPLC; (NO; SHIN; MUN,
goma arabica e 7,0 PR NI
. liofilizacdo PT 2020)
maltodextrina
Carboximetilcelulose (BARBOSA,
e proteina isoladado 3,5 Coacervagao CL;B; EE, EITF, Transglutaminase BASTOS;
P - ' complexa DE; DF; MM; PZ g GARCIA-ROJAS,
soro de leite
2021)
Carboximetilcelulose 50 Coacervacao B; CL; CTI; EE; Transalutaminase (BARBOSA et
e lactoferrina ’ complexa EITF; PZ; MM g al., 2022)

Legenda: AA (Atividade Antiflngica); AMA (Adicdo de Microparticulas de Alimentos); AM (Analise
Morfologica); B (Bioacessibilidade); CL (Cinética de Liberagdo); CR (Comportamento de Redisperséo); CTI
(Calorimetria de Titulagdo Isotérmica); DAA (Determinacdo de Atividade Antioxidante); DBE (Degradacéo do
[B-caroteno em Estoque); DE (Determinacdo de Estabilidade); DF (Degradacao Fotolitica); DV (Dindmica de
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Tabela 5. Continuacédo

Viscoelasticidade); DTP (Distribuicdo do Tamanho da Particula); E (Espectrofotometria); EE (Eficiéncia de
Encapsulacéo); EITF (Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier); HPLC (Cromatografia
liguida de alta performance); MEV (Microscépio Eletrbnico de Varredura); MM (Morfologia das
Microcépsulas); NI (N&o Informado); PT (Propriedades Texturais); PZ (Potencial Zeta); RC (Rendimento de

Coacervacao).

1.6 Simulacé&o gastrointestinal

Com a crescente conscientizacdo humana relacionada a qualidade nutricional, houve
aumento na comercializacdo de alimentos enriquecidos com vitaminas e minerais,
contribuindo no interesse industrial por pesquisas no desenvolvimento de produtos
fortificados com nutracéuticos (TAN et al., 2020). Nesse ambito, a simulagéo gastrointestinal
vem desempenhando um importante papel, devido aos dados obtidos no processo fisico-
quimico e fisioldgico dos compostos bioativos analisados na digestdo in vitro, contribuindo
para a projecdo de sistemas que melhore a biodisponibilidade desses compostos (SALVIA-
TRUJILLO et al., 2013). Determinando o local exato de liberacdo do composto bioativo, e se
o local contribuira para sua degradacdo ou absorcdo no corpo humano, ou seja, podendo
aumentar ou reduzir sua solubilidade e permeabilidade, afetando consequentemente na sua
absor¢do (MCCLEMENTS, 2015).

A simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro de microcapsulas e produtos
fortificados com microcapsulas é realizada em etapas (MINEKUS et al., 2014). A primeira
etapa consiste da fase oral, a segunda etapa a fase gastrica, a terceira etapa a fase intestinal e,
por fim, a quarta e Gltima a fase do c6lon (MCCLEMENTS, 2015; ZHANG et al., 2016). A
simulacgdo gastrointestinal tem por intuito submeter os encapsulados as mesmas condigdes que
enfrentariam ao serem ingeridos na alimentacéo, recriando as mesmas condicdes fisioldgicas
humanas in vivo, fazendo uso de enzimas digestivas nas concentracdes ideais, além dos
controles de pH, concentracdes de sais, tempo e temperatura que ocorrem durante a digestdo
e, alem dos demais fatores que influenciam a digestdo dos alimentos (BRODKORB et al.,
2019; MINEKUS et al., 2014).

O emprego simulado da digestdo gastrointestinal in vitro em pesquisas cientificas é
amplamente difundido nas areas das ciéncias alimentares e nutricionais, sendo realizados,

especialmente, em estudos que envolvem a tecnologia da microencapsulacdo de compostos
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bioativos, probioticos e prebidticos (BRODKORB et al., 2019), utilizados como nucleos, tais
como B-caroteno (BASTOS et al., 2020a; JAIN et al., 2015, 2016; THAKUR et al., 2017;
ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016); vitamina D3 (JANNASARI et al., 2019;
SANTOS; CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2021a); Lactobacillus, Bifidobacterium e
Enterococcus (FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2000; SILVA et al., 2015a); mistura de
extrato de café, maltodextrina e inulina (ZAPATA; ARANGO; RODRIGUEZ-BARONA,
2019); e, antocianinas (ZHANG et al., 2020).

1.7 Liberacéo controlada dos bioativos microencapsulados

A liberagdo controlada de bioativos ¢ um dos fatores mais importantes para 0s
sistemas de entregas coloidais, sendo determinada e conhecida como perfil de liberacdo de
bioativos encapsulados. O perfil de liberacdo parte de modelos cinéticos ou modelos teéricos
empiricos e matematicos que descrevem e preveem os perfis de liberacdo dos ingredientes
bioativos a partir de particulas coloidais, como vitaminas, minerais e nutracéuticos
(MCCLEMENTS, 2015). No estudo comportamental da liberacdo controlada de ingredientes
ativos in vitro, os modelos cinéticos direcionam o perfil de liberacdo que o composto
apresentard no corpo humano, de acordo com o meio e o simulador alimentar empregado
(DIMA et al., 2020). Nesse contexto, 0s mecanismos mais conhecidos relacionados a
liberacdo controlada de ingredientes ativos s&o por difusdo (Fickiana e ndo Fickiana), erosao e
inchaco (MEHRAN; MASOUM; MEMARZADEH, 2020; SIEPMANN; PEPPAS, 2012).

O aumento da bioacessibilidade dos compostos bioativos no organismo podem ser
determinados a partir do estudo de liberacdo controlada. Sendo determinados por meio da
fracdo do bioativo alimentar, que compfe o nlcleo das microcapsulas e que poderdo estar
disponiveis para as funcdes fisioldgicas normais imediatas do corpo humano e, ou, 0 Seu
armazenamento (LIU et al., 2012). Nesse sentido, para o estudo da bioacessibilidade, o
processo envolve modelos estatisticos e dindmicos, que irdo dimensionar a solubilizacéo e a
interacdo dos compostos bioativos durante a liberagdo no sistema gastrointestinal (DIMA et
al., 2020). Como exemplo de compostos bioativos, temos os carotenoides, que séo lipofilicos
e estdo presentes nas matrizes alimentares. Com a liberacdo destes, no formato de particulas
dispersas em emulsdes lipidicas, juntamente com solubilizacdo em micelas de sal biliar
devido movimentacdo mecanica (movimentos peristalticos) do organismo, havera captacao de

carotenoides por meio das células que compdem a mucosa intestinal e seu transporte através
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das lipoproteinas linfaticas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010). Ou seja, ocorrendo a sua
absorcéo pelo organismo.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais

O oleo de coco foi adquirido no mercado local (Volta Redonda, Brasil). A OVA (ref.
A5253) (pureza de 66 — 88 %), NaAlg (ref. 180947), a-amilase (ref. A3403), pepsina suina
(ref. P6887), pancreatina suina (ref. P7545), extrato de bile suina (ref. B3883) e o pd sintético
de BC (ref. C9750) com pureza = 93% (UV), sal de diambnio de 2,2 azino bis (acido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (ref. A1888) e acido 8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox) (ref. A238813) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich® Company (St. Louis,
USA). A azida de sodio (ref. 494) foi adquirida da VETEC® Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Os
reagentes utilizados foram de grau PA e adquiridos da VETEC® Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil). A agua ultrapura com condutividade de 0,05 pS/cm foi utilizada para realizacdo dos

experimentos e preparacao das solucdes (Master System R&D, Gehaka, Brasil).

2.2. Estudo do material de parede formado por OVA e NaAlg

2.2.1 Preparacéo das solucdes

Solucdes aquosas de OVA e NaAlg foram preparadas em concentragdes de 0,1%
(m/m). Os biopolimeros foram pesados em balanca analitica (B-TEC-210, Tecnal, Brasil) e
agitadas usando um agitador magnético (NT 101, Novatecnica, Brasil) a 25 °C por 1 h e 24 h,

respectivamente.

2.2.2 Determinagéo do Potencial Zeta

Os (-potenciais dos biopolimeros (OVA e NaAlg) foram determinados por um
Zetasizer (Malvern instruments, Nano ZS90, Reino Unido). O pH das solucdes foi ajustado, a
partir do resultado obtido ao colocar as amostras com 0,1 % (m/m) em um autotitulador MPT-
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2 (Malvern Instruments, Reino Unido) e as andlises foram conduzidas em fungdo das
variacbes dos pH de 8,0 até 2,0 a 25 °C. A forca da interacdo eletrostatica (SEI) entre
polieletrolitos de carga oposta sera estimada de acordo com a Eqg. 1.

SEI(mV*) = |ZP, x ZP,| (Eq. 1)

onde ZP1 e ZP» séo os potenciais zeta absolutos dos polimeros a um determinado pH.

2.2.3 Anédlise Turbidimétrica

A turbidez em funcéo do pH foi medida usando um espectofotémetro (Biocrom, Libra
S12, Inglaterra) a 600 nm calibrado com agua ultrapura para 100 % de transmitancia (%T). Os
pH’s das solugdes, variando de 8,0 a 2,0, foram ajustados com NaOH 0,1 M ¢ 0,5 M e HCI
0,1 M e 0,5 M utilizando o pHmetro de bancada (mPA — 210, Tecnopon, Brasil) e um

agitador magnético a 300 rpm.

2.2.4 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC)

A anélise termodinamica por calorimetria de titulacdo isotérmica foi realizada com o
equipamento Nano-ITC (TA Instruments, New Castle, USA). A analise foi realizada a pH 4,0
usando tamp&o citrato 10 mM. A solucdo de OVA foi de 1,75 x 10X mM e o NaAlg foi de
1,29 x 10 mM. Apbs, as solugdes ja dissolvidas foram dialisadas com membranas de 3,5
kDa (Sigma-Aldrich, Midi 3500, USA) por 4 h para equilibrar a forca i6nica e o pH. As
solucBes foram filtradas (0,45 um) e desgaseificadas sob vacuo em uma estacdo de
desgaseificagdo (TA instruments, New Castle, USA) por 2 min. No ITC, 10 pL de OVA
foram injetadas na célula de amostra em 150 s. No total, 250 pL da solucdo de OVA foi
titulada em uma célula de amostra contendo 1200 pL da solucdo de NaAlg sob agitacdo a 310
rpm. Os parametros termodinamicos foram obtidos por meio do programa TA Nano
Analyze® e os resultados foram expressos em nivel de significancia de 0,05.

2.2.5 Diagrama de fase do complexo coacervado

Solucdes estoques de OVA e NaAlg a 1,5 % (m/m) foram preparadas com solucdo de
agua ultrapura contendo 0,02 % (m/m) de azida de sddio. Seguindo a metodologia proposta
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por Lan; Chen; Rao, (2018) foram avaliadas as concentragdes totais de 0,1, 0,5, 1,0 e 1,5 %
(m/m) em pH 4 em diferentes propor¢fes de OVA:NaAlg e avaliados ap6s repouso estatico
de48ha4°C.

2.3 Encapsulagio do pC

A microencapsulacdo do BC foi baseada nos estudos realizados por Oliveira et al.
(2020) e Soares et al.,, (2019). Para tanto, os materiais de parede foram utilizados nas
concentracdes 0,5 %, 1,0 % e 1,5 % (m/m) e razdes de C: WM (1:1, 1:2 e 1:4). Inicialmente,
emulsdes 6leo em agua (O/A) foram preparadas usando 6leo de coco contendo BC (5 %, m/m)
e diferentes concentracGes da solugdo de OVA. A emulsificacdo foi conduzida a 8 000 rpm
por 1 min no ultra turrax (IKA, T25D Ultra Turrax, Alemanha) e em seguida no ultrassom
UP100H (Hilcher, Germany) (100 % de amplitude e 0,5 ciclos/s) por 5 min. Apos a formacéo
das emulsdes, foram adicionadas solucbes de NaAlg, de acordo com as proporcoes
mencionadas na Table 1. Para promover a coacervagao complexa o pH da mistura foi ajustada
para 4,0 fazendo uso da concentracdo de acido acético a 25 % (v/v) com auxilio de um
pHmetro de bancada. Em seguida, o sistema foi mantido sob agitacdo por 10 min a 300 rpm e
colocado em banho de gelo por 1 h. Posteriormente, para induzir a reticulagcdo, foram
acrescidos 5 mL de CaCl. (30 mg/mL), e entdo mantidos refrigerados a 10 °C por 48 h. Apos,
0 sobrenadante foi retirado e os precipitados obtidos foram congelados em nitrogénio liquido
e, posteriormente, sua secagem foi realizada em liofilizador (Terroni, Enterprise |, Brasil)
durante 48 h. Ap6s a secagem foram armazenadas em dessecador para realizacdo das demais
analises.

2.3.1 Diagrama de fase dos sistemas contendo as microcapsulas

O diagrama de fase construido usando as concentracGes totais de biopolimeros de 0,5,
1,0 e 1,5 % (m/m) na razdo 8:1 (OVA:NaAlg) em pH 4,0 e razGes de C: WM (1:1, 1:2 e 1:4),
seguindo a metodologia proposta por (LAN et al., 2020; LAN; CHEN; RAO, 2018) com

algumas modificagoes.

2.3.2 Microestrutura optica de microcapsulas de BC
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Uma aliquota da microcépsula (S9) preparada foi espalhada como uma camada fina entre a
lamina e a laminula e observada ao microscopio dptico (K220, Kasvi, China) acoplado a uma

camera Moticam (5 MP, Kasvi, China).
2.3.3 Eficiéncia de encapsulagéo e capacidade de carregamento

Para determinar a concentracdo de BC encapsulado, foi utilizado o método descrito e
adaptado de Barbosa; Bastos; Garcia-Rojas (2021). Assim o valor teérico de BC (OT%) €
dado pela Equagdo 2, o contetido carregado de BC (LC%) é dado pela Equacdo 3. A eficiéncia
de encapsulacdo (EE%) é o contetdo carregado de BC (LC%) dividido pelo valor tedrico de
BC (OT%), dado pela Equagao 4.

OT (%) = A=warotens o 1 (Eq. 2)

Wlcirsula

LC (%) = ——f=carotems » 10 (Eq. 3)

WF ipsula

EE (%) = -2 x100 (Eq. 4)

onde WI pcaroteno ¢ @ massa inicial de BC adicionada ao sistema, Wicspsula € @ massa inicial da
capsula, WF pcaroteno € 0 contetido de BC apds o encapsulamento e WFcapsula € @ massa final da
capsula apés a liofilizacao.

Para determinar a concentragdo real de BC encapsulado, uma curva de calibragdo (y =
0,0097x — 0,0269, R? = 0,987) foi construida com BC dissolvido em hexano (0 a 1,2 mg/mL).
A absorcdo das solucdes padrdo foram medidas em espectrofotbmetro no comprimento de

onda de 450 nm, e os resultados foram expressos em pg de BC por g™.

2.4 Caracterizagoes das microcapsulas contendo BC

2.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

OVA, NaAlg, 6leo de coco (CN), BC em p6 e microcapsulas liofilizadas contendo BC
foram detectados por um Espectrémetro de Infravermelho com Transformada de Fourier —
FT-IR (Bruker, vertex 70, Germany). Os espectros foram obtidos em comprimentos de onda
de 4000 a 400 cm 1,

29



2.4.2 Simulagdo gastrointestinal

Os experimentos de simulacdo da digestdo gastroinstetinal in vitro foram baseados na
metodologia proposta por Brodkorb et al. (2019). De modo que, durante a simulacdo,
amostras de 200 pL. foram coletadas das fases gastrica (30, 60, 90 e 120 min) e intestinal
(150, 180, 210 e 240 min).

Para simular a digestdo oral, 0,6 mL de fluido de saliva simulada em pH 7,0; 3 pL de
cloreto de calcio (CaCly, 0,3 M) e 0,06 mL da solucdo salivar de amilase serdo adicionados a
0,6 g de amostra. As amostras foram agitadas a 100 rpm no shaker (Tecnal, TE-424, Brasil)
por 2 min, e terdo as temperaturas controladas a 37 °C. Depois da digestdo oral, 1,2 mL de
fluido gastrico simulado foi misturado com 1,2 mL da fase oral. Apos ajustar o pH para 3,0
com o pHmetro de bancada usando uma solucdo de &cido cloridrico (HCIl, 6 M), foi
adicionado 0,6 pL de cloreto de calcio (CaClz, 0,3 M) e 0,12 mL de solugdo de pepsina suina
e, imediatamente, incubado por 2 h no shaker a 100 rpm e 37 °C. Com o término da digestao
gastrica, 2,4 mL de fluido intestinal simulado foi misturado a fase gastrica, e o pH sera
ajustado para 7,0 com hidroxido de sodio (NaOH, 6 M). Em seguida, foram adicionados 4,8
uL de cloreto de calcio (CaClz, 0,3 M), 0,3 mL de bile e 0,6 mL de solucdo de pancreatina. A
bile foi dissolvida em fluido intestinal simulado por 30 min a 37 °C a uma concentracéo final
de 10 mM. A pancreatina solubilizada em fluido intestinal simulado na concentracdo de 100

U / mL. A fase simulada foi incubada por 2 h no Shaker a 100 rpm e 37 ° C.
2.4.3 Bioacessibilidade do BC encapsulado

A bioacessibilidade de BC foi determinada de acordo com o0s métodos previamente
descritos por Santos; de Carvalho; Garcia-Rojas (2021b) e Zhang; Zhang; McClements
(2016). Apos a fase da simulagdo gastrointestinal, amostras da digestdo foram coletadas e
centrifugadas a 16000 rpm por 30 min a 4 ° C. O sobrenadante obtido ap6s a centrifugacao

consiste na fracdo micelar. A bioacessibilidade (B) do BC, dada pela Equagéo 5:

B = CMiceiar ¥ 100 (Eq 5)
C.D‘[gF.SI.‘ﬂ

onde Chpigesta € a concentracdo de BC na digestdo total e Cwmicelar € a concentracao de C na
fragdo micelar.
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2.4.4 Estabilidade do BC encaspsulado

A estabilidade do BC, segundo a adaptacdo da abordagem proposta por Zhang; Zhang;
McClements (2016) e por Bastos et al. (2020b), sendo a estabilidade (E) calculada de acordo

com a Equacéo 6.

E = Bigestay 100 (Eq. 6)

Inicial

onde Cinicial € a concentracdo de PC presente nas amostras antes do processo de digestdo e o

Choigesta € @ concentracdo de BC coletado na digesta total apos a fase do intestino delgado.
2.4.5 Biodisponibilidade efetiva do BC encapsulado

A biodisponibilidade efetiva do BC, segundo a adaptacdo da abordagem proposta por
Zhang; Zhang; McClements (2016) e por Bastos et al. (2020b) sendo a biodisponibilidade
efetiva (BD) calculada de acordo com a Equagéo 7.

BD = Micslary 100 = B« E (Eq.7)

Inicial

onde Cuwicelar € @ concentracdo de BC na fragdo micelar apés a fase do intestino delgado.
2.4.6 Cinética de Liberacdo do BC encapsulado

A cinética de liberacdo foi medida seguindo a metodologia adotada por Barbosa;
Bastos; Garcia-Rojas (2021), de modo que 200 mg das amostras de PC encapsulado foram
pesadas em balanca analitica e misturado com 10 mL de simulador alimentar (6leo de soja)
por meio de um agitador magnético a 95 rpm a 25 °C. Aliquotas de 200 pL foram coletadas e
analisadas por espectrofotdmetro a 450 nm. Com o intuito de explicar o perfil de liberacdo do
BC encapsulado, a cinética de liberacdo foi ajustada para os modelos empiricos de Higuchi
(Equacéo 11), Ritger-Peppas (Equacao 12) e de primeira ordem (Equacdo 13).

Q(t) =K, t" + 4 (Eg. 11)
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onde Kn representa a constante de dissolucdo de Higuchi, Q(t) é a quantidade de nucleo
liberada no decorrer do tempo t e A ¢ a quantidade inicial de BC em solugdo, sendo
geralmente iguais a zero.

Q(t) = K,.t" (Eq. 12)

onde ki é a constante da taxa de liberagdo e n é o expoente de liberagéo.
Qt) = Qe * (1 —e7) (Eq. 13)

onde @ é a quantidade méaxima de C liberada e k é a de velocidade de liberacdo de

2
o

primeira ordem.

2.5. Enriquecimento dos biscoitos com microcapsulas contendo pC

Massa de biscoito composto majoritariamente por farinha de trigo, gordura, agucar e
agua, como proposto por Almeida et al. (2018) e Venturini et al. (2019), foi utilizado como
matriz alimentar para a incorporacdo das microcapsulas de BC. Trés formulagdes dos
biscoitos (Tabela 2) foram testadas, uma amostra controle, sem adi¢do de microcapsulas, uma
com adicdo de BC puro e outra com adicdo de microcapsulas de pC (MP-BC). Para a
preparacdo, de forma resumida, teremos a margarina, acucar, sal e bicarbonato de sodio e
misturados por 3 min. Posteriormente, as microcapsulas foram adicionadas seguidas da
farinha de trigo. Em seguida, adiciona-se a 4gua e realiza-se a homogeneizacdo por 2 min. A
massa foi entdo modelada no formato de discos padronizados com 5 mm de espessura e 50
mm de didmetro. No cozimento, os biscoitos foram submetidos a 170 °C no forno elétrico
(Mondial, FR-20, Brasil) por 8 min, e posteriormente, resfriados a temperatura ambiente e
analisados.

2.5.1 Atividade Antioxidante (ABTS e FRAP)

A determinacédo da atividade antioxidante total utilizou os métodos do sequestrante de
radicais ABTS" adotada por Rufino et al. (2007) e do potencial antioxidante redutor de ferro
(FRAP) adotada por Rufino et al. (2006). Para ambas metodologias, 5 g das amostras de
biscoitos foram misturadas com 40 mL de metanol 50 % e homogeneizadas em agitador
magnético a 300 rpm por 60 min a 25 °C no escuro e centrifugadas a 15000 rpm por 15 min.

O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e reservado no escuro.
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Os residuos obtidos foram acrescidos com 40 mL de acetona 70 % e submetidos a agitacdo
magnético a 300 rpm por 60 min & 25 °C no escuro e centrifugados a 15000 rpm por 15 min.
O sobrenadante obtido foi transferido para o baldo volumétrico contendo o primeiro
sobrenadante e o volume foi completado para 100 mL com &gua ultrapura. Com a curva
padrdo obtida, o resultado final encontrado foi expresso em termos de Trolox Equivalente

(umol-g) de microencapsulado de BC nos biscoitos.

2.6 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos realizando os testes em triplicata e os resultados
sendo apresentados com * desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas a partir da
variancia (ANOVA) para verificar diferencas significativas entre os resultados obtidos, e o
teste de Tukey foi usado para estabelecer qual foi estatisticamente diferente, sendo as
diferencas entre os valores médios ao nivel de significancia de o = 0,05 no Origin® Pro 9.0

(OriginLab, Northampton, USA).

3. Resultados e discussao

3.1 Formacéo do complexo coacervados a partir de OVA/ NaAlg

3.1.1 Influencia do pH na formacédo do complexo coacervado

A Fig. 10 mostra o {-potencial e o SEI dos biopolimeros em funcéo do pH. Observa-se
nesta Figura que o complexo OVA/ NaAlg pode ser formado entre o ponto isoelétrico (pl) da
OVA (5,0) e 0 pKa do NaAlg (3,38 — 3,68). Sendo o maior valor de SEI em pH 3.5, no
entanto um valor de pH proximo ao pKa pode contribuir para que os grupos carboxilicos nas

moléculas de NaAlg sofram protonagdo (— CO; = — CO,H™), favorecendo a autoagregagdo

desses grupos (PHILLIPS; WILLIAMS, 2009). Desta forma foi escolhido o pH 4,0 para
formagéo dos complexos coacervados entre OVA e NaAlg. Valores similares de pH foram
encontrados para a formacgdo de complexo coacervado com OVA e polissacarideos: alginato
de propileno glicol (ZOU et al., 2020), pectina (SOARES; CARVALHO; GARCIA-ROJAS,
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2021), goma xantana e pectina (VICENTE et al., 2017), e goma ardbica (SPONTON; PEREZ;
SANTIAGO, 2017).
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Figura 10. ¢ -potencial e SEI da OVA, NaAlg e do complexo OVA/NaAlg.

3.1.2 Titulacéo turbidimétrica da mistura dos biopolimeros (OVA e NaAlg)

Na Fig. 11 ¢ apresentada a influéncia da razdo de OVA: NaAlg na turbidez da solugédo
empregando uma concentracdo de biopolimeros totais de 0,1 % (m/m) em pH 4. Observa-se
nesta Figura que a partir da razéo 7:1 obtém-se os maiores resultados, com 94,93 até 98,13 %
de turbidez. A partir da razéo 8:1 (OVA: NaAlg) ndo houve diferencas visuais em relacdo ao
precipitado e o sobrenadante resultante. Nesse sentido, essa razdo foi escolhida, por apresentar

maior concentracdo de precipitados em relacdo as razGes menores, além de ndo constatar
diferencas em relacdo as razdes 9:1 e 10:1.
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Figura 11. Turbidez (100 - %T) em funcéo das diferentes razdes de OVA:NaAlg em pH 4,0.

Na Fig. 12 sdo apresentados os dados de turbidez em funcéo do pH da OVA NaAlge o
complexo formado pela OVA: NaAlg na razdo 8:1. Nesta Figura observa-se que o complexo
OVA: NaAlg entre o pH 8,0 e 5,0 (pH > pl) resultou em leves alteracdes na turbidez em
comparagdo a solucdo de OVA pura, demonstrando diferenca maior de 10 % na turbidez em
pH 50 (pH = pl), devido a fraca associacdo entre os biopolimeros (BASTOS; DE
CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2018). Entre o pH 5,0 e 4,5 hd um aumento consideravel na
turbidez, devido a melhor interacéo entre os biopolimeros, pois é uma faixa abaixo do ponto
isoelétrico da proteina, deixando-a carregada positivamente (SPONTON; PEREZ;
SANTIAGO, 2017). Posteriormente, na faixa de pH entre 4,5 e 4,0 ha um aumento abrupto na
turbidez, chegando a aproximadamente 98,5 %, demonstrando uma maior interagdo entre 0s
biopolimeros devido a formacdo de complexos coacarvados. Nessa faixa de pH, a alta
turbidez observada, se justifica pela interacdo entre as cargas positivas da OVA formadas pelo
pH < pl, com as cargas negativas do NaAlg geradas pelo pH > pKa, resultando em atracéo
eletrostatica entre os biopolimeros (BASTOS; DE CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2018).
Abaixo do pH 3,5, a elevada turbidez pode ser observada devido a dissolu¢do completa dos
complexos, ocasionando a autoagregacdo das moléculas de NaAlg, ocasionada pelo pH <
pKa, resultando também em complexos solUveis (BASTOS; DE CARVALHO; GARCIA-
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ROJAS, 2018; SOARES et al., 2019). Contudo, com estes dados ficou confirmado que o pH
adequado para a formacéo dos complexos foi o pH 4,0.
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Figura 12. Turbidez (100 - %T) em funcéo do pH dos sistemas contendo OVA e NaAlg individualmente e na

razdo 8:1.

3.1.3 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC)

O termograma do fluxo de calor ao longo do tempo obtido da titulacdo da OVA em

NaAlg no pH 4,0 a 25 °C é mostrado na Fig. 11. A Fig. 13A mostra que na titulacdo obteve

um perfil exotérmico ao longo do tempo das etapas de formagdo do complexo OVA: NaAlg,

liberando energia nas injecbes (XIONG et al., 2017). O perfil exotérmico esta associado

principalmente a neutralizacdo eletrostatica inespecifica das cargas opostas transportadas
pelos biopolimeros (CONSTANTINO; GARCIA-ROJAS, 2022a).

36



Time (s)
-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
rrrrr1rrrr0 110170011 TrTT T T T T TT T T T T T T T T T T TT T T I T T TTTTTTTI

e i

02|

0,41

Corrected Heat Rate (pcal/s)
T

0,6 —

e ©
I I I S |
| I | | | |

|

|

0 5 10 15 20 25 30
Mole Ratio

TTTTTTITTTrTT T IT T T T

Enthalpy and Fit (kcal/mol)
&
|

Figura 13. (A) Termograma de fluxo de calor (ucal/s) em fungdo do tempo (s), obtido durante a titulagdo de 250
pl de 0,175 mM de OVA em 1200 pl de 1,29 x 1072 mM de NaAlg em tampdo de citrato a 10 mM, ambos em

pH 4,0 a 25 °C e (B) Representacdo grafica da integral das areas em cada pico (kcal/mol) em funcdo da razdo
molar da OVA/NaAlg em pH 4(p < 0,05).

A isoterma de ligacdo (Fig. 13B) foi ajustada a partir do termograma usando o "sitio
de ligacdo independente”. Os pardmetros termodindmicos obtidos incluem reacgdo
estequiométrica (N), constante de ligagao (K), mudanca de entalpia (AH), mudanca de
entropia (TAS), e mudanca na energia livre de Gibbs (AG), calculados a partir da equagao AG
= AH — TAS, onde T ¢é a temperatura em kelvin (298,15 K). No presente estudo, 0s
parametros encontrados foram: K (M) = 5,278 x 107, N (mol OVA/mol NaAlg) = 16,71, AH
(kcal/mol) = - 8,737, AS (cal-K/mol) = - 0,578, AG (kcal/mol) = - 8,564. Assim o AG < 0,
indica que o processo de formacdo dos complexos OVA e NaAlg ocorreram de forma
espontanea, ou seja, a coacervagdo complexa é termodinamicamente favoravel (ZHENG et
al., 2020). Com AH < 0, ha contribuigdo entalpica na formagdo dos complexos, ¢ AS < 0
indica que a interacdo polimérica foi entropicamente desfavoravel (BARBOSA et al., 2022).

A constante de ligagdo na ordem de 107 M, demonstra a forte afinidade de ligagéo existente

entre a OVA e 0 NaAlg. Assim como observado em estudos com proteina e polissacarideo
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formando complexos, como OVA e carragena (SOUZA et al., 2018), OVA e Lisozima
(SANTOS; COSTA; GARCIA-ROJAS, 2018) e B-lagtoferrina e NaAlg (BASTOS et al.,
2020a).

3.1.4 Diagrama de fases dos complexos

O diagrama de fases dos complexos coacervados em diferentes concentracdes de
biopolimeros totais e funcdo de diferentes razoes de OVA:NaAlg sdo apresentadas nas Fig.
14. Nesta Figura, observa-se que o diagrama de fases das misturas dos biopolimeros a partir
da razdo 8:1 (OVA:NaAlg) com concentracdes totais variando de 0,1 % até 1,5 % (m/m),
apresentaram solucdo limpida com precipitados, mesmo em concentracfes elevadas, ponto
este que seria indetectavel em analises baseadas no valor da turbidez (LAN et al., 2020; LAN;
CHEN; RAO, 2018). Ha estudos sobre o uso do diagrama de fases na determinacdo da razéo
polimérica em concentracBes totais elevadas na formagdo de complexos e microcapsulas,
conforme trabalhos realizados com proteina isolada de ervilha e pectina de beterraba (LAN;
CHEN; RAO, 2018) na formacdo de complexos e na microencapsulacdo de composto
lipofilico (LAN et al., 2021).
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Figura 14. Diagrama de fase das misturas de OVA e NaAlg em diferentes razées em pH 4. Os simbolos
representam () solucdo translucida, (O0) solucdo turbida / leitosa, (o) solucdo nebulosa com precipitados, (®)
solugdo limpida com precipitados e (¢) solucao translucida com precipitados, respectivamente.

Observa-se ainda que na concentracdo de 1,5 % (m/m), todas as razdes 8:1, 9:1 e 10:1
(OVA:NaAlg) se apresentam com solugdo limpida e com precipitados, ao contrario das razoes
abaixo de 8:1, que apresentam solucdes translucidas e nebulosas, ou seja, com complexos
soltveis (LAN et al., 2020). As solucdes translucidas resultam em complexos soluveis, que
derivam da proteina ou do polissacarideo que estdo em excesso na solucdo, resultando em
uma mistura com cargas ndo neutralizadas (XIONG et al., 2016), as solucBes nebulosas sdo

caracterizadas pelas solu¢Ges com biopolimeros soliveis, de modo que as solucbes limpidas
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com precipitados oriundas de complexos insoluveis, deixam o sobrenadante totalmente
limpido (ZOU et al., 2020).

A razédo 8:1 (OVA:NaAlg) observada no diagrama de fase foi a escolhida, pois sugere
que sua mistura tem caracteristicas mais estaveis que as razdes maiores, pelo fato do aumento
da concentragdo polimérica ser um fator de interferéncia na eficiéncia da formacdo de
complexos (BASTOS et al., 2020a; RUTZ et al., 2016).

3.2 Microencapsulacao do BC

A sequéncia esquematica parcial da metodologia utilizada para a obtencdo de

microcépsulas do BC por coacervagdo complexa esta representada na Figura 15.
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Figura 15. Esquema parcial do processamento de microcapsulas de B-caroteno obtidas por coacervacao
complexa utilizando os biopolimeros ovalbumina (OVA) e alginato de sédio (NaAlg) como material de parede.
Elaboracdo propria.

3.2.1 Eficiéncia de encapsulacéo

Na Tabela 6 sdo apresentados os nove tratamentos que foram realizados para
encapsulamento do BC, em concentragdes totais de biopolimeros (0,5, 1,0 e 1,5 %, m/m) e nas
razbes 1:1, 1:2 e 1:4 (C:WM). Nesta Tabela pode-se observar que o0s tratamentos
apresentaram valores altos de EE%, variando de 69 a 97 %. Diversos trabalhos reportados na

literatura empregando a coacervagdo complexa aprestaram resultados similares, obtendo EE%
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acima de 60 %, ao encapsular 6leo de sacha inchi (BARBOSA; BASTOS; GARCIA-ROJAS,
2021; SOARES et al., 2019; SOARES; CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2021), 6leo da
semente de canhamo (LAN et al., 2021) e 6leo essencial de pimenta-do-reino (BASTOS et al.,
2020a, 2020b). Neste estudo, os maiores valores encontrados foram as razées C:WM de 1:2
(92,45 % £ 6,54 % e 93,23% £ 5,70 %) e 1:4 (91,18% + 7,06 %, 95,95 % + 3,46 € 97,85 % +
0,86 %) sem diferencas significativas entre si (p < 0,05). Desta forma, dos 5 tratamentos
estudados, o que apresentou o maior resultado de referéncia entre eles foi a amostra S9, com
97,85 % + 0,86 % de eficiéncia na encapsulacdo e a uma razdo de 1:4 (C/WM), sendo a
escolhida. Em contraste com Barbosa; Bastos; Garcia-Rojas (2021), que em seus estudos ao
encapsular 6leo de sacha inchi, encontraram o valor méximo de EE% de 96,21 % * 3,39 %
através da coacervacdo complexa entre proteina isolada de soro de leite e
carboximetilcelulose, ambos a concentracéo total de 2 % e a uma razdo de 1:1 (C/WM).
Pode-se observar também que nos tratamentos Al, A4 e A7, cuja razdo C/WM sdo de
1:1, apresentaram valores de EE (%) menores que 80 %, sugerindo que a quantidade de
biopolimeros presentes nas misturas nao foram suficientes para envolver o C na etapa de

emulsificacdo, resultando na encapsulacéo parcial do material ativo presente na solucéo.

3.2.2 Diagrama de fases dos sistemas contendo microcapsulas do BC

O diagrama de fase de todos os sistemas estudados no encapsulamento do BC sé&o
apresentados nas Fig. 16 e Fig. 17. Nestas Figuras observa-se que todos os sistemas estudados
apresentaram sobrenadantes translicidos e precipitados contendo as MP-BC. Tais resultados
evidenciam a capacidade do material de parede (OVA:NaAlg) de formar complexos
eficientemente estaveis e insollveis nas condi¢cbes estudadas. Isto pode ser explicado pela
aplicacdo do ultrassom na pré-emulsdo (6leo/agua, O/A) formada entre o C e a solucdo de
OVA. Pois segundo Pingret, Fabiano-Tixier, Chemat (2013) e Silva et al. (2015), sugere-se
que a energia fornecida pelo ultrassom devido ao cisalhamento mecanico durante a
homogeneizagdo e a imploséo de bolhas de cavitacdo, produzidas pelo contato da sonda com a
solucdo, reduziram as goticulas do C na solucdo de proteina, aumentando sua area de contato
e possibilitando a emulsificacdo eficiente da solucdo. Tal eficiéncia depende de fatores
determinantes como frequéncia e intensidade utilizadas, aliadas a duracdo das ondas

ultrassénicas empregas na solucdo (MCCLEMENTS, 2015). Esses resultados sdo consistente
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com os relatos apresentados no estudo com 6leo de cAnhamo encapsulado a partir de proteina
isolada de ervilha e pectina de beterraba (LAN et al., 2021).
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Tabela 6. Eficiéncia de encapsulamento (% EE) do BC em coacervados complexos formados por proteina ovalbumina (OVA) e polissacarideo alginato de sddio (NaAlg).

MATERIAL DE PAREDE (g)

SOL. DE
NUCLEO/MATERIAL CLORETO

AMOSTRA NUCLEO (g) - EE (%)
OVA (g) NaAlg (g) TOTAL (g) DE PAREDE (m/m)  DE c(g;_uo

s1 0,1333 0,0167 0,1500 0,1500 11 5 69,49° + 0,84
S2 0,1333 0,0167 0,1500 0,07500 1:2 5 84,617+ 1,48
S3 0,1333 0,0167 0,1500 0,0375 1:4 5 91,18%5<+ 7,06
s4 0,2667 0,0333 0,3000 0,3000 1:1 5 69,97¢ +4,84
S5 0,2667 0,0333 0,3000 0,1500 1:2 5 93,2380¢+ 570
S6 0,2667 0,0333 0,3000 0,07500 1:4 5 95,9580< + 3,46
s7 0,4000 0,0500 0,4500 0,4500 11 5 76,24°9+ 4,78
S8 0,4000 0,0500 0,4500 0,2250 1:2 5 92,4580 + 6,54
S9 0,4000 0,0500 0,4500 0,1125 1:4 5 97,85 + 0,86

Os resultados do EE (%) apresentados sdo as medias + desvio padréo. As letras sobrescrito nas médias séo resultados estatisticos de Tukey e suas diferencas significa

que as amostras se diferem estatisticamente (p < 0,05).
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Figura 16. Diagrama de fase das misturas de OVA e NaAlg com bioativo (BC dissolvido em 6leo de
coco) em diferentes razdes em pH 4. Os simbolos representam (©) solugdo nebulosa com precipitados e
(@) solugdo limpida com precipitados, respectivamente.

Figura 17. Interagdo entre as diferentes misturas de OVA e NaAlg em pH 4 nas concentra¢des totais de
biopolimeros de 0,5 %, 1,0 % e 1,5 % (m/m), com razBes de misturas de 1:1 (S1, S4 e S7), 2:1 (S2, S5 e
S8) e 4:1 (S3, S6 e S9) (WM:C), sendo a aparéncia observada, ap6s armazenamento a 4 °C por 48 h, em

pé.

3.2.3 Microscopia Optica das microcapsulas

A Fig. 18 mostra a morfologia das particulas formadas, denominadas
microcépsulas devido aos tamanhos observados se enquadrarem na escala microscépica
de 1 um a 100 pm. Tal morfologia das particulas produzidas evidencia ainda a
microencapsulagdo do BC na razdo C/WM 1:4 (Amostra 9, S9). Verifica-se a presenca
do material amarelado em seu interior, que pela coloragdo indica ser do BC encapsulado.
Ao redor observa-se uma interface densa, em forma de circulo, que provavelmente seja
formada pelos materiais de parede empregados (OVA e NaAlg). De acordo com o0s
estudos de outros autores, que encapsularam compostos lipofilicos usando emulsdes
O/A, observaram imagens semelhantes (BARBOSA; BASTOS; GARCIA-ROJAS,
2021). Entretanto, a Fig. 18 evidencia também aglomerados de particulas, com materiais
depositados ao redor, umas das outras. Tal situacdo pode ser explicada pelas ligacdes
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solidas entre as microcapsulas, provenientes da formagdo dos coacervados complexos
(TIMILSENA et al., 2016).

Figura 18. Microscopia Optica de microcapsulas 48 h ap6s a precipitacdo. A fotografia foi tirada com
aumento de 10 x. As barras de escala séo de 100 pum.

3.2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Fig. 19 mostra espectros de FT-IR de OVA, NaAlg, CN, BC, Nucleo - mistura
entre CO e BC (C), Complexo (OVA-NaAlg) e microcapsulas na razdo C/WM de 4:1
(MC). O espectro de OVA apresentou bandas de amida | (1633 cm™, atribuida ao
alongamento C = O / ligagdo de hidrogénio), amida 11 (1517 cm™, atribuida ao
alongamento da ligagdo NH.) e amida I11 (1392 cm™, atribuida a ligagdo de estiramento
de C — N e — NH), que correspondem as bandas caracteristicas das proteinas. Resultados
semelhantes em estudos com proteinas e polissacarideos formando complexos foram
observados por Bastos, Carvalho, Garcia-Rojas (2018), Santos, Carvalho, Garcia-Rojas
(2018), Soares et al. (2019) e Soares, Carvalho, Garcia-Rojas (2021). O espectro da
OVA demonstrou a presenca dos grupos funcionais caracteristicos como — OH de
aminoéacidos livres, e um alongamento do grupo amino NHz em 3280 cm™.
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Figura 19. Espectros FT-IR de Ovalbumina (OVA), alginato de sodio (NaAlg), 6leo de coco (CN), nlcleo
(C), complexo (OVA — NaAlg), p-Caroteno (BC) e microcapsulas carregadas de BC (MP-BC).

Com o NaAlg, as bandas principais em seu espectro correspondem ao COy
presente nos sais de acido carboxilico (— COO"), sendo representado pela banda em
1593 cm?, atribuida ao alongamento assimétrico na regifo entre 1650 e 1550 cm™,
juntamente com a ligacdo — CO pertencente ao grupo &cido (RCOOH), representado
pela banda em 1405 cm™, atribuida ao alongamento simétrico na regiéo correspondente
a 1440 e 1395 cm™. Conforme resultados semelhantes apontados por Soares et al.
(2019). A banda 1024 cm™* corresponde ao alongamento vibracional entre C — O e C —

C do anel piranose, conforme descrito por Bokkhim et al. (2015) e Soares et al. (2019).
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O espectro referente ao complexo OVA-NaAlg demonstrou a interacdo entre
ambas, sendo observadas bandas na regido caracteristica do grupo amino (NH2) na
OVA (1633 cm™) e a banda na regido caracteristica do fon do grupo carboxila (- COO")
no NaAlg (1024 cm™). A presenca desses grupos no espectro OVA-NaAlg,
demonstrado na Fig. 18, sdo indicios da interacdo entre ambos e, consequentemente,
formagdo de coacervados complexos. Resultados semelhantes na formacdo dos
materiais de parede dos coacervados complexos foram relatados em estudos com
ovalbumina e alginato de sddio (SOARES et al., 2019), ovalbumina, acido tanico e
pectina (SOARES; CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2021), proteina de ervilha e
pectina de beterraba (LAN et al., 2020). Os deslocamentos dos picos constatados no
espectro da microcapsula em comparacédo individual dos espectros de cada componente
sugerem interacdes entre grupos positivos da OVA e negativos do NaAlg. A banda
1029 cm* consiste no indicio de interagdo eletrostatica entre os grupos carboxilicos (—
COQO") presentes no NaAlg e os grupos amina (— NH3s") presente na OVA, como
proposto por Bastos, Carvalho, Garcia-Rojas (2018).

A microcapsula carregada com BC na razdo 4:1 (WM:C) e o complexo
coacervado formado na razédo 8:1 (OVA:NaAlg), apresentou bandas sobrepostas, sendo
possivel identificar as bandas caracteristicas para o 6leo de coco nos comprimentos de
ondas 2923 cm™, 2854 cm, 1743 cm™ e 1155 cm™ e para o BC em 2923 cm™?, 1743 cm
1 e 1153 cm™. A OVA apresentou bandas caracteristicas em 3282 cm™, 2923 cmt, 1535
cm? e 1635 cm™ e 0 NaAlg apresentou bandas caracteristicas em 1535 cm™, 1417 cm’?
e 1029 cm™,

As bandas caracteristicas do BC (2923 cm™) e do CN (2854 cm™) indicam
alongamento — CH. As vibragdes =CO referente aos acidos graxos poliinsaturados pode
ser observada em 1743 cm™ e o alongamento C — O pode ser observado em 1153 e 1155
cmt. A banda em 1635 cm™ refere-se ao alongamento =CN. Com a observagdo das
bandas caracteristicas do BC no espectro da microcapsula, sugere-se que houve o
encapsulamento do BC. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com
ovalbumina em interacdo com &cido ténico e pectina (SOARES; CARVALHO;
GARCIA-ROJAS, 2021) e com alginato de sédio (SOARES et al., 2019). Além de
espectros semelhantes com diferentes proteinas e polissacarideos como a
carboximetilcelulose em interacdo com lacfoterrina (BARBOSA et al., 2022) e com
proteina isolada de amaranto (CONSTANTINO; GARCIA-ROJAS, 2022b).

46



3.2.5 Simulagao da digestao gastrointestinal in vitro das microcapsulas de C

A Fig. 20 apresenta o estudo da liberagdo do BC encapsulado via simulagdo da
digestdo gastrointestinal in vitro, sendo realizado nas fases oral (2 min), gastrica (2 h) e
intestinal (2 h).
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Figura 20. Liberacdo do BC encapsulado em microcapsulas com material de parede OVA/NaAlg durante
a digestao in vitro.

Nas condi¢bes orais, durante 2 min, a amostra foi misturada ao simulador oral
em pH 7,0, sendo que nessa etapa as microcapsulas apresentam uma liberacdo muito
pequena, em torno de 2 %, demonstrando a estabilidade das microcépsulas.

Ap0s as condicdes da fase oral, as microcapsulas foram submetidas as condicdes
da digestdo gastrica, na qual ficaram por 2 h, em pH 3,0. Nessa fase, conforme
observado na Fig. 20, apenas 5,46 % do PC encapsulado foi liberado para o meio,
mantendo preservado mais de 94 % do bioativo encapsulado. Tal observacdo demonstra
a resisténcia das microcapsulas ao rompimento e liberacéo do bioativo em pH abaixo do
pKa do polissacarideo que compde o revestimento das microcapsulas. O pH nesta fase
pode ser desfavoravel as interacGes eletrostaticas, devido as cargas dos polissacarideos
ficarem negativas, ocasionando a autoagregacdo, derivada dos grupos carboxilicos
anionicos que os compdem (ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2016). Entretanto,

essa baixa liberacdo pode ter sido ocasionada pela presenca da pepsina, derivada do
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estdbmago, que degrada proteinas, sugerindo que houve um rompimento parcial das
microcapsulas e liberacéo do bioativo para o meio, conforme descrito por Bastos et al.
(2020b) em estudos com Oleo de pimenta do reino. Para tanto, os resultados
apresentados acima evidenciam a resisténcia da OVA a digestdo, provavelmente devido
a sua estrutura peptidica, em sinergismo com a protecdo ocasionada pelo NaAlg ao
complexo OVA/NaAlg (MCCLEMENTS, 2015). Ha relatos em estudos que o NaAlg
auxilia na inibicdo da atividade da pepsina sobre as proteinas que compdem o material
de parede em testes in vitro, porém tal inibicdo ainda ndo é bem compreendida
(BASTOS et al., 2020b; CHATER et al., 2015; STRUGALA et al., 2005).

Com o término das condi¢des gastricas, inicia-se a fase intestinal por mais 2 h,
elevando o pH para 7,0 e tendo a participacdo de mais enzimas no processo. Nessa fase,
consta-se que a partir do 20 min iniciais, hd um aumento abrupto da liberacdo de
bioativo para 0 meio simulado, superior a 60 %, sendo a liberagdo méxima alcancada no
30 min iniciais em torno de 71,4 %. Tal liberacdo pode ser atribuida a baixa resisténcia
do NaAlg as reacBes degradativas provenientes da tripsina (CHATER et al., 2015),
associado a fase neutra proveniente do pH 7,0, ocorre facilmente o rompimento das
microcédpsulas na fase intestinal, juntamente com o pH que ndo é adequado para a
formagdo do complexo coacervado, promovendo a liberagdo do PC nos fluidos
intestinais simulados. Estudos similares obtiveram resultados parecidos, ao empregarem
a simulagdo  gastrointestinal microcapsulas de B-lactoglobulina/NaAlg e
lactoferrina/NaAlg encapsulando dleo essencial de pimenta do reino (BASTOS et al.,
2020a, 2020b), com liberacdo de 90,5 % e 84,87 %, respectivamente.

3.2.6 Liberacdo controlada

Na Fig. 21 séo apresentados os dados da cinética de liberagdo do BC contido nas
microcapsulas em fungdo do tempo. Aos 7 min, foi constatada uma liberagao de PC
significativa de 56,66 *+ 8,97 %, e manteve uma taxa linear de crescimento até os 25
min, alcangando uma liberacdo cinética de 75,85 + 2,35 %, e se manteve com pequenas
variacdes de crescimento e queda, entre 74,5 % e 77,8 %, no decorrer do tempo de 25 a
50 min. A partir dos 50 min, houve um aumento na liberacdo até 60 min para 81,61 +
2,35 %, sendo seu pico méximo de liberacdo em 90 min de experimento com liberacdo

em torno dos 86,41 + 3,77 %. O ajuste do mecanismo de liberac@o cinética do BC nas
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microcapsulas utilizando o 6éleo de soja como modelo alimentar foi determinado a partir
das equacOes 11, 12 e 13 (Fig. 22).
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Figura 21. Perfil da cinética de liberagdo do BC em microcapsulas submetidas a uma simulagdo alimentar
em 6leo de soja.

Os modelos matematicos utilizados foram Higuchi, Ritger-Peppas e primeira
ordem. Os coeficientes de determinacdo (R?) e as constantes obtidas dos modelos
matematicos foram 0,43 e 9,79 + 0,70 para Higuchi, 0,94 e 40,56 + 4,37 para Ritger-

Peppas e, 0,98 e 0,17 + 0,01 para primeira ordem. Conforme apresentado, 0 modelo de

primeira ordem se ajustou melhor aos dados experimentais sugerindo que as moléculas
do BC encapsulado foram liberadas por difusdo (GAONKAR et al., 2014). Tal
fendmeno ocorre quando os coacervados complexos formam matrizes porosas sollveis
que apresentam poros, e esses sdo preenchidos pelo solvente presente no ambiente
circundante das MP-BC (BARBOSA; BASTOS; GARCIA-ROJAS, 2021;
CONSTANTINO; GARCIA-ROJAS, 2022a). O mecanismo do processo de difusdo do
BC encapsulado ocorrem pelos poros, migrando do meio mais concentrado para o
menos concentrado. De forma que, segundo Gaonkar et al. (2014), a medida que o
gradiente de concentragdo no interior das microcapsulas diminui, a for¢ca motriz

associada a liberacao por difusdo do bioativo também diminui.
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Figura 22. Modelos de ajuste de liberacdo de p-caroteno de biscoitos em simulag@es in vitro de digestdo
intestinal. As barras de erro representam + desvio padréo, n = 2.

3.2.7 Bioacessibilidade, biodisponibilidade efetiva e estabilidade do BC

Apo6s a simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro das microcépsulas, foi
constatado BC encapsulado apresentou estabilidade de 73,33 = 2,84 %, 32,78 £ 1,44 %
de bioacessivel, e 24,02 = 0,32 % de biodisponibilidade efetiva. Estando esses
resultados préximos aos relatados na literatura como Zhang, Zhang, McClements
(2016) com nanoemulsdes de PC usando alginato a 0,5 % apresentaram
bioacessibilidade em 40 %, biodisponibilidade efetiva a 38 % e estabilidade de 94 %, e
usando alginato a 1 % a bioacessibilidade foi de 38 % e biodisponibilidade efetiva em
34 % e estabilidade em 92 %. Os autores Salvia-Trujillo et al. (2013), relataram em seu
estudo que BC solubilizados em 6leos que sdo compostos de triglicerideos de cadeia
média e longa em proporcOes iguais apresentam susceptibilidade de reduzir em até 50 %
a bioacessibilidade do BC ao ser encapsulado. Assim com a estabilidade alcangada pela
MP-BC de 73,33 % durante a processo digestivo in vitro, verifica-se que o BC foi
disponibilizado nas misturas lipidicas, denominadas micelas, que podem contribuir in
vivo para sua absorcdo pelo intestino delgado (ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS,
2016).
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3.3 Enriguecimentos dos biscoitos com microcipsulas de pC

3.3.1 Biscoitos incorporados com microcapsulas de fC

Na Fig. 23 sdo apresentados os biscoitos formulados a partir das formulagdes
apresentadas na Tabela 7. Os biscoitos escolhidos como modelo alimentar resultaram
nas amostras sem tragos do BC puro, com BC puro e com MP-BC. A amostra controle
(Fig. 23A) apresentou coloracdo esbranquicada e uma aparéncia volumosa em relacao
as outras amostras, uma textura firme e uma leve crocancia. A amostra contendo fC
puro (Fig. 23B) apresentou uma aparéncia menos volumosa que o controle e uma
textura ressecada e crocancia pronunciada. Sua coloracdo apresentou um leve
avermelhado e com algumas pintas vermelhas distribuidas pelos biscoitos, devido a
presenga do PBC em sua formulagcdo que apresenta caracteristicas hidrofébicas
(DROSOU; KROKIDA; BILIADERIS, 2022). A amostra contento MP-BC (Fig. 23C)
apresentou uma aparéncia menos volumosa que a amostra controle, assim como a
amostra com BC puro, porém sua coloracdo demonstrou uma tonalidade amarelada
suave, sua textura ficou levemente macia, e sua crocancia ndo ficou tdo pronunciada

como nas amostras controle e com BC puro.

Figura 23. Biscoitos (a) sem BC livre ou encapsulado, e incorporados com (b) BC puro e (¢) com MP-BC.

Tabela 7. Formulagdes dos biscoitos contendo/ndo contendo microcapsulas de BC.

Ingredientes Controle (g) MP-8C (g) BC (2)

Farinha de trigo 22,322 + 0,003 22,098 + 0,002 22,320 + 0,003
Acucar 10,000 + 0,002 10,000 + 0,003 10,000 + 0,002
Margarina 6,750 + 0,004 6,750 = 0,005 6,750 + 0,004
Bicarbonato de sodio 0,500 + 0,002 0,500 + 0,001 0,500 + 0,001
Sal 0,210 + 0,001 0,210 + 0,001 0,210 + 0,002
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Tabela 7. Continuagéo

Agua 3,560 £ 0,004 3,560 = 0,004 3,560 = 0,005
Microencapsulado de BC --- 0,224 + 0,002 -
BC --- 0,0024 + 0,004

Os resultados apresentados na coluna BC (g) sdo as médias + desvio padrao.

3.3.2 Propriedades da atividade antioxidante de biscoitos incorporados com

microcapsulas de pC

Os resultados do FRAP para o controle, BC puro ¢ MP-BC foram 1,21 + 0,20,
2,34 +0,15 € 2,71 + 0,21 TE (umol-g™), respectivamente. Para 0 ABTS®** os resultados

para o controle, BC puro e MP-BC foram 8,37 + 0,21, 13,78 £ 0,69 e 23,15 + 0,94 TE

(umol-gt), respectivamente. Com os resultados do FRAP e do ABTS®", podemos

observar que a adicdo de MP-BC aos biscoitos promoveram aumento na atividade
antioxidante, resultando em concentracfes percentuais maiores ao comparar 0S
resultados das amostras sem microcapsulas com as amostras contendo microcapsulas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Constantino, Garcia-Rojas (2022), ao aplicar
microcapsulas de betanina em filmes de gelatina comestivel.

Como visto anteriormente, o BC se apresenta uma elevada atividade antioxidante
do grupo dos carotenoides, devido ao seu numero elevado de insaturacdes conjugadas
na estrutura molecular, em comparacdo com 0s demais compostos do mesmo grupo
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). Nesse sentido, os resultados sugerem que
o BC microencapsulado manteve sua atividade antioxidante durante o processo de

producdo dos biscoitos.

4. CONCLUSAO

No presente estudo, o BC foi microencapsulado através do processo de
coacervacdo complexa usando OVA e NaAlg como materiais de parede. O uso do
ultrassom na preparagdo das emulsdes resultou em uma maior eficiéncia na formagéo
dos complexos coacervados, podendo possibilitar também em menores gastos
energéticos e custos operacionais. Foi constatada a alta afinidade entre OVA e NaAlg,
em solugbes com altas concentraces desses biopolimeros, pelo diagrama de fases dos

complexos e a razdo C/WM foi determinada pelo diagrama de fases dos sistemas
LY



contendo microcapsulas. Na simulacéo gastrointestinal in vitro, a maior porcentagem da
liberagdo de PC ocorreu na fase intestinal, atendendo ao objetivo proposto para o
emprego deste bioativo que apresenta grande potencial antioxidante. Com a cinética de
liberagdo do BC encapsulado, foi demonstrado que o modelo de primeira ordem é o
mais adequado, demonstrando que o mecanismo de liberagdo do BC ocorre por difuséo,
demonstrando um estudo diferenciado em relagdo a outros trabalhos que estudaram a
cinética de liberacdo do BC encapsulado com outras matrizes alimentares e por meio de
outros métodos. Na aplicacdo das microcapsulas em biscoitos, foi constatado por
andlises das atividades antioxidantes, que o BC encapsulado presente nos biscoitos
assados, demonstraram resisténcia a degradacdo térmica, mantendo as funcionalidades
do BC, viabilizando a possibilidade de investimento em estudos no desenvolvimento de

biscoitos fortificados com MP- 3C.
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