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RESUMO

De SOUZA, Clyselen Stefane Fernandes. Processo de coacervacao complexa empregando
biopolimeros como sistema de carreamento do &cido ténico. 2021, 58p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O é&cido tanico (AT) pertence a um grupo de taninos hidrolisdveis e possui
funcionalidades bioldgicas importantes como a capacidade antioxidante, eliminagéo de radicais
e propriedades antimutagénicas. Estudos demostram que &cido tanico pode ser utilizado como
um inibidor natural das enzimas -secretase e a-amilase, reduzindo a magnitude das respostas
pos-prandiais de glicose e insulina aos carboidratos da dieta, ajudando a prevenir ou mitigar
diabetes tipo 2 e obesidade. Nesse sentido, a microencapsulagdo entra como uma alternativa
para a liberacdo controlada do acido tanico no organismo, fazendo com que tenha AT disponivel
para agir no meio. Este trabalho teve como objetivo propor uma alternativa viavel e promissora
de microencapsular o AT, protegendo e controlando a sua liberacdo, mediante a formacéo
emulsGes duplas do tipo dgua/6leo/agua contendo como material de parede a Lactoferrina (Lf)
e Pectina (Pec) complexada. Para tal, as microcapsulas foram caracterizadas fisico-
qguimicamente e a sua estabilidade foi avaliada sob alta temperatura (80°C), diferentes pH, assim
como no sistema digestivo simulado. Os resultados mostraram que as condi¢des ideais para a
formagdo dos complexos foram encontrados no pH 55 e na razdo 10:1 de
proteina:polissacarieo. A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi determinada em funcdo da
concentracdo total de biopolimeros e da razdo nucleo-parede, sendo a maior EE (~ 91,71%)
alcancada com 0,5% de concentracdo de biopolimeros em uma razdo de 1:0,15. As
microcépsulas foram estaveis a floculagdo quando aquecidas a 80 °C por 2 h e a simula¢do in
vitro demonstrou que o AT foi protegido no sistema gastrico e sua bioacessibilidade foi
controlada e mais acentuada no intestino delgado (38%). Logo, as microcapsulas formadas sao
um sistema eficaz de encapsulacédo e entrega controlada de polifendis hidrofilicos.

Palavras chave: Lactoferrina; composto fenolico; pectina; simulacdo gastrointestinal



ABSTRACT

De SOUZA, Clyselen Stefane Fernandes. Complex coacervation process using biopolymers
as delivery system of tannic acid. 2021, 58p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

Tannic acid belongs to a group of hydrolyzable tannins and has important biological
functionalities such as antioxidant capacity, radical scavenging and antimutagenic properties.
Studies show that tannic acid can be used as a natural inhibitor of B-secretase and a-amylase
enzymes, reducing the magnitude of postprandial glucose and insulin responses to dietary
carbohydrates and decreasing the absorption of carbohydrate intake, helping to prevent or
mitigate type 2 diabetes and obesity. In this sense, microencapsulation is an alternative for the
controlled release of tannic acid. This work aimed to propose a viable and promising alternative
to microencapsulate TA, protecting and controlling its release, through the formation of
emulsions of the type water/oil/water containing Lactoferrin (Lf) and Pectin (Pec) complexed.
For that, the microcapsules were physicochemically characterized and their stability was
evaluated under high temperature (80°C), different pH, as well as in the simulated digestive
system. The results showed that the ideal conditions for the formation of complexes were found
at pH 5.5 and 10:1 ratio. The encapsulation efficiency (EE) was determined as a function of the
total biopolymer concentration and the core-wall ratio, and the highest EE (~ 91.71%) was
achieved with 0.5% biopolymer concentration at a ratio of 1 :0.15. The microcapsules were
stable to flocculation when heated at 80 °C for 2 h and the in vitro simulation showed that AT
was protected in the gastric system and its bioaccessibility was controlled and more pronounced
in the small intestine (38%). Therefore, the microparticles formed are an effective encapsulation
and controlled delivery system of hydrophilic polyphenols in nutraceuticals, supplements or
pharmaceutical formulations.

Keywords: Lactoferrin; phenolic compound; pectin; gastrointestinal simulation
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1 INTRODUCAO

O écido tanico (AT) € um polifenol, hidrofilico, que estd naturalmente presente em
muitas plantas. Geralmente € considerado uma glicose decagaloila, mas pode ter
diferentes nimeros de grupos galoila ligados a unidade central de glicose, dependendo da
natureza da planta em que foi isolada (LOPES, SCHULMAN e HERMES-LIMA, 1999)
podendo ser encontrado junto com outros taninos condensados em varios alimentos como
ch& preto, cha verde, uvas, peras, bananas, sorgo, feijao-fradinho (CHUNG et al.,
1998, KING e YOUNG, 1999). O grande namero de grupos hidroxila no AT ¢ a base de
muitas de suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (MUELLER-HARVEY, 2001)
como atividade antioxidante (BRAIDY et al., 2017), inibicdo da agregacédo de peptideos
amilodides (SOYOCAK et al., 2019), atividade anti-inflamatéria (LENGERT et al., 2021)
e propriedades anticarcinogénicas (KIM et al., 2019). Outra propriedade funcional muito
interessante, do ponto de vista da aplicagdo em alimentos, é a sua capacidade de inibir
enzimas digestivas (como a a-amilase), reduzindo a magnitude das respostas pos-
prandiais de glicose e insulina aos carboidratos da dieta, diminuindo a absor¢do da
ingestdo de carboidratos, dessa forma, suas aplicacdes podem contribuir no tratamento do
diabetes e da obesidade (ZHAO et al., 2013).

Por muitos anos, as industrias farmacéutica e alimenticia tém usado o processo de
microencapsulacdo com diferentes intuitos, seja para proteger ingredientes sensiveis de
condi¢cdes ambientais, como para obter a liberacdo controlada e direcionada de
ingredientes ativos (GAONKAR et al., 2014). Existem alguns métodos que sao
empregados na sua producao, como por exemplo, a emulsificacdo (SHAH, XU e MRAZ,
2021), spray drying (NKURUNZIZA et al., 2021) e coacervacdo complexa (LI, WANG
e MEI, 2021). A coacervacdo complexa ocorre quando interacfes eletrostaticas séo
estabelecidas entre cargas opostas de hidrocoldides em meio aquoso e ha um equilibrio
eletrostatico na fase concentrada resultando na separacdo da fase liquido-liquido. Este
processo ja foi utilizado para encapsular diversos ingredientes ativos e devido a sua
flexibilidade na formulacéo de alimentos sob medida, principalmente, no encapsulamento
de bioativos, este pode ser utilizado nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica
(TIMILSENA HAQUE e ADHIKARI, 2020).

Os materiais de parede usualmente utilizados para a coacervacdo sdo biopolimeros
como proteinas e/ou polissacarideos. A lactoferrina € uma glicoproteina da familia das
transferrinas (GARCIA-MONTOYA et al., 2012) e é utilizada em diversos estudos
relacionados a coacervacdo complexa com outros polimeros, bem como na formacéao de
microcépsulas (KILIC et al., 2017; ZHAO et al., 2020). A pectina, por sua vez, &€ um
polissacarideo composto por uma cadeia linear de unidades de &cido galacturdnico unidas
por ligagdes a-1,4 em que 0s grupos carboxilicos do &cido galacturdnico podem estar
esterificados por grupamentos metil (YAPO, 2011). Devido as suas caracteristicas de
gelificacdo, bioadesividade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e protecdo contra a agdo
de algumas enzimas digestivas a pectina é um polimero promissor para uso na industria
nutracéutica e farmacéutica (ESPINAL-RUIZ et al., 2016; PETKOWICZ, VRIESMANN
e WILLIAMS, 2017).

No processo de microencapsulacdo, a coacervacdo, apesar de ser um método
conhecido por sua simplicidade, baixo custo e reprodutibilidade, possui também algumas
limitagdes, pois ha a dificuldade em encapsular compostos hidrofilicos, sendo uma
técnica mais adequada para os hidrofobicos. Para encapsular compostos hidrofilicos,
surge-se entdo a necessidade de fazer ajustes na metodologia, como por exemplo, incluir
0 processo de emulsificacdo dupla (FRAJ et al., 2021).



EmulsGes duplas sao sistemas de dispersao de liquidos complexos, que consistem em
pequenas goticulas de dgua contidas em goticulas de 6leo maiores que sdo dispersas em
uma fase continua de agua produzindo emulsGes do tipo agua/6leo/agua (A1/O/A?)
(DIMA e DIMA, 2020; BUYUKKESTELLI e El, 2019; MATOS et al., 2018). Nessas
emulsdes, a fase aquosa interna (A1) pode atuar como um transportador de uma variedade
de compostos bioativos hidrofilicos como, por exemplo, os corantes, vitaminas, enzimas,
polifendis e outros (COSTA et al., 2020; KANHA et al., 2020; FRAJ et al., 2021;
VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2019).

Desta forma, este trabalho busca adicionar um valor agregado ao 4cido tanico através
da técnica de microencapsulamento, para futuras aplicagdes na industria de alimentos ou
farmacéutica.



1.1 Objetivo Geral

Estudar o processo de coacervacdo complexa para encapsulamento do acido
tanico através da técnica de emulsdo dupla, utilizando como material de parede os
biopolimeros, lactoferrina e pectina.

1.2 Objetivos Especificos

e Estudar a formacgdo e caracterizar os complexos coacervados formados entre
lactoferrina e pectina;

e Encapsular o &cido tanico por coacervacdo complexa empregando o0s
biopolimeros lactoferrina:pectina como materiais de parede, caracterizar as
capsulas obtidas;

e Estudar a simulacdo gastrointestinal do encapsulado de &cido tanico por
coacervagdo complexa.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compostos Bioativos

Os compostos bioativos (6leos essenciais, vitaminas, minerais, polifendis,
carotenoides e outros compostos) sdo as substancias obtidas de frutas, vegetais, 6leos,
legumes, nozes e fontes animais que apresentam beneficios a salde através de atividades
celulares e atividades fisiologicas (WEI e HUANG, 2019). Alguns desses compostos
bioativos podem auxiliar na prevencdo de doencas e/ou cura de doengas metabolicas,
infecgBes do trato urinério, Ulceras estomacais e doencas dentérias, bem como vérias
formas de cancer (SHISHIR et al., 2018).

Os compostos fenolicos sdo compostos bioativos que tem sido amplamente
estudado (BERMUDEZ-SOTO, TOMAS-BARBERAN e GARCIA-CONESA, 2007;
JARA-PALACIQOS et al., 2018), pois constituem um dos grupos mais numerosos e
onipresentes de metabdlitos vegetais. S&o parte integrante da dieta humana e animais que
possuem um alto espectro de atividades biologicas, incluindo fungdes antioxidantes, anti-
inflamatorias, antibacterianas, antivirais e imunomoduladoras (LI, BAO e CHEN, 2018).
Para a incorporacdo bem-sucedida nos varios sistemas alimentares, a estabilidade dos
compostos bioativos € um parametro importante, com isso a técnica de encapsulamento
surge como uma tecnologia promissora para atingir esse objetivo (CANIZALES et al.,
2018).

H& pesquisadores que apontam a microencapsulacdo como uma técnica para
melhorar a biodisponibilidade e a estabilidade dos compostos fendlicos (YINBIN et al.,
2018). Este mesmo grupo de pesquisa microencapsulou fendlico de ameixa (Prunus
salicina lindl.) usando como material de parede maltodextrina com diferentes
polissacarideos (goma arabica e quitosana) e obteve bons resultados quanto a estabilidade
e biodisponibilidade.

2.1.1 Acido tanico

O é&cido tanico (AT) é um composto fendlico, hidrofilico, que pertence a um grupo
de taninos hidrolisaveis e contém grupos éster ligados a um nucleo de glicose (KIM et
al., 2010). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica do acido tanico. O AT possui
uma massa molecular de 1701,206 (g/mol) contendo galotanino, acido trigalico, &cido m-
digalico e 4cido galico. E encontrado em vegetais, frutas e bebidas, como folhas de cha,
folhas de goiaba, uvas, vinho tinto e banana. AT exibe varios potenciais terapéuticos por
meio de varias propriedades bioldgicas como antioxidantes (BRAIDY et al., 2017), anti-
inflamatdrios (LUDUVICO et al., 2020), inibidores da agregacédo de peptideos amiloides
(SOYOCAK et al., 2019) e anticancer (KIM et al., 2019, NIE et al., 2016, SP et al.,
2020) Além disso, verificou-se que o AT tem o potencial de se ligar ao ferro nao ligado
a transferrina (NTBI), levando a prevencdo de efeitos adversos induzidos por NTBI
(PHIWCHAI et al., 2018 , SAHINER, 2021). Com base em estudos epidemioldgicos e
ensaios in vitro, o AT possui funcionalidade biol6gica, incluindo capacidade
antioxidante, eliminacdo de radicais e propriedades antimutagénicas (LI et al., 2012). Um
estudo mostrou que o acido tanico poderia ser usado como um inibidor natural da [-
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secretase para impedir 0 comprometimento cognitivo e mitigar a patologia semelhante a
doenca de Alzheimer em camundongos transgénicos, o que tem implicagfes empolgantes
para a comunidade médica (MORI et al., 2012).

As propriedades do AT quando ligados a proteinas e enzimas digestivas apontam
que ha reducdo da digestibilidade e o valor nutricional de alguns alimentos (TUCCI,
BOYLAND e HALFORD, 2010). Assim, o AT poderia ser empregado para inibir
enzimas digestivas (como a-amilase) para reduzir a magnitude das respostas pos-
prandiais de glicose e insulina aos carboidratos da dieta e diminuir a absorcdo de
carboidratos. Poderiam assim, ajudar prevenir ou mitigar diabetes tipo 2 e obesidade

(ZHAO et al., 2013).
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Figura 1: Estrutura quimica do acido tanico.
Fonte: HUANG et al., 2019.

2.2 Microencapsulacéo

A microencapsulacdo consiste no processo de aprisionamento de um ingrediente
ativo definido como nucleo (material encapsulado) que preenche a fase interna da
microcapsula (BAKRY et al.,, 2016). Ela permite proteger substancias sensiveis do
ambiente externo, possibilita um sistema de carregamento (GHOSH, 2006; KAUR,
2014), tem a capacidade de modificar e melhorar a aparéncia de um composto, pode evitar
a reacdo do agente encapsulado com o ambiente externo, promover a liberagao controlada
do material ativo, diminuir a velocidade de difusdo do agente ativo do interior da célula
para 0 meio, mascarar odores e sabores desagradaveis (SHAHIDI e HAN, 1993). No que
se refere a construcdo de um sistema de carregamento, € feito um planejamento para
liberar o nlcleo, pois pode ter diferentes mecanismos fisico-quimicos para a liberacéo do
mesmo no local desejado. Essa liberacdo direcionada busca a entrega do ingrediente
alimentar em um estagio especifico de processamento ou armazenamento, no estagio
especifico de consumo ou em um local especifico dentro do corpo, seja na boca,
estdbmago, intestino delgado ou colon, por exemplo. Esses mecanismos de liberacao
podem ocorrer por difusio, fragmentac&o, dissolucéo e inchamento (FATHI, MARTIN e
McCLEMENTS, 2014; GAONKAR et al., 2014). Existem diversos estudos empregando
diferentes técnicas de microencapsulacéo a fim de proteger diferentes ingredientes ativos,
como pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1: Principais métodos utilizados no encapsulamento de diferentes ingredientes
ativos.

Método de . : A
. ~ Ingrediente ativo Referéncia

microencapsulacdo

Coacervagao complexa Vitamina D3 SANTOS, DE CARVALHO e
GARCIA-ROJAS, 2021

Coacervagao complexa Licopeno NEAGU et al., 2020

Emulsdo A/O Lactobacillus plantarum QUINTANA et al., 2021

Coacervagao complexa Oleo essencial de orégano HERNANDEZ-NAVA et al.,

(Origanum vulgare) 2020

Emulséo dupla A/O/A Acido ascorbico KHEYNOOR et al., 2018

Spray drying Omega 3 CA§TEJQN, LUNA e
SENORANS, 2021

Spray drying Zinco POLEKKAD etal., 2021

2.2.1 Meétodos para microencapsulacéo

Existem diferentes técnicas de microencapsulacdo, pois vai depender da aplicacéo,
do material encapsulado e também do mecanismo de liberacdo desejado (JYOTHI et al.,
2010). Segundo GAONKAR et al., (2014) baseado no tipo de material de parede e do
material encapsulado existem quatro categorias gerais para as diferentes técnicas de
microencapsulacdo, que sdo: processos de atomizacdo, revestimento por atomizacdo,
coextrusdo e emulsdo. Cada tecnologia geralmente oferece um método exclusivo de
formar um produto encapsulado, com uma variedade de vantagens e desvantagens. A
existéncia de cada técnica € necessaria para produzir a variedade de tamanhos de
particulas e morfologias disponiveis comercialmente. Os trés primeiros processos gerais
dependem de mudancas fisicas para formar particulas, principalmente através da secagem
ou congelamento de um material de casca. A quarta categoria que € processos baseados
em emulsao, utiliza produtos quimicos como o principal método de solidificacdo de casca.
E nessa quarta categoria, pode-se citar o processo de coacervacdo (GAONKAR et al.,
2014). Dos processos frequentemente encontrados na industria de alimentos, tem-se o
spray drying, revestimento em leito fluidizado e coacervacdo complexa
(McCLEMENTS, 2011).

2.2.1.1 Processo de coacervacdo complexa

Coacervacao é a separacao de um sistema coloidal em duas fases liquidas, conforme
definido pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 1997). O
processo de coacervagdo pode ser categorizado em dois tipos: coacervacdo simples ou
complexa, dependendo do nimero de polimeros envolvidos (GAONKAR et al., 2014). O
processo compreende trés etapas basicas: emulsificacdo, coacervacdo e reticulagcédo
(ZHANG et al., 2012). A Tabela 2 apresenta diferentes estudos reportados na literatura



que encapsularam através do processo de coacervacdo complexa, diferentes biopolimeros
foram utilizados como materiais de parede.

a) Primeira etapa: Emulséo

EmulsGes sdo sistemas coloidais largamente utilizados pela industria de alimentos,
e consistem de mistura, dispersdo ou suspensdo de dois ou mais liquidos imisciveis,
geralmente, Oleo e agua. Esses sistemas apresentam uma fase dispersa, em forma de gotas
esféricas e pequenas (McCLEMENTS, 2011). As emulsdes s&o componentes essenciais
de alimentos, cosméticos e medicamentos, aumentando a biodisponibilidade de
compostos ativos pouco soluveis em agua. Além disso, métodos de emulsdo simples e
emulsdo dupla séo aplicados na fabricacdo de microparticulas e nanoparticulas funcionais
usadas para encapsulamento e liberagdo controlada (KAKRAN e ANTIPINA, 2014).

As emulsdes duplas sdo designadas “emulsdes de emulsdes”. Nestes sistemas, as
goticulas da fase dispersa contém goticulas ainda menores dispersas dentro delas
(GARTI, 1997). Estas emulsBes podem ser: (i) Emulsdes &gua em éleo em agua (A/O/A),
onde a fase dispersa (6leo) possui goticulas de adgua dispersas em seu interior, ou (ii)
EmulsGes 6leo em agua em 6leo (O/A/O), onde a fase dispersa (aquosa), possui em seu
interior goticulas de 6leo dispersas (NISISAKO; OKUSHIMA,; TORII, 2005). Nessa
nomenclatura, "agua” significa qualquer fase aquosa ou polar (por exemplo, um liquido
ibnico) enquanto o Oleo representa qualquer fase hidrofdbica, isto €, insolivel em agua
(LI, 2012). Essa sequéncia de fases ndo apenas implica a necessidade de estabilizacao
seletiva de goticulas das diferentes fases, mas também na necessidade de encontrar um
método adequado para “emulsificar emulsdes”, ou seja, produzir pequenas goticulas
dentro das maiores. O método tradicional e bem conhecido para formar emulsGes duplas
¢ 0 metodo de duas etapas (PAL, 2011). Neste método, uma emulsdo primaria A/O é
produzida primeiro usando um tensoativo lipofilico. Em seguida, esta emulsdo é vertida
em uma fase aquosa contendo um emulsificante hidrofilico que ajuda a emulsificar a
emuls&o inicial, de modo a obter uma emulsdo dupla A/O/A. Alternativamente, uma
emulsdo O/A/O pode ser produzida comecando com uma emulsdo O/A estabilizada com
um surfactante hidrofilico que é posteriormente emulsionado em uma fase oleosa
contendo um surfactante hidrofébico (PAL, 2011).

Um tensoativo lipofilico bastante utilizado para a microencapsulacdo de compostos
hidrofilicos por coacervacdo complexa é o poliricineolato de poliglicerol (PGPR)
(HATTREM et al., 2014). E um emulsificante poderoso, que pode ser usado para a
obtencdo de emulsbes estdveis de &gua em Oleo (A/O). Suas altas propriedades
emulsificantes sdo atribuidas a excelente capacidade de ligacdo a agua atribuida a longa
cadeia de poliglicerol hidrofilico. Embora ndo seja um produto de origem natural, é
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) (MARQUEZ et al., 2010).

b) Segunda etapa: Coacervagdo complexa
Coacervagdo complexa ocorre pela interacdo de dois coloides com carga oposta
(DE KRUIF, WEINBRECK e DE VRIES, 2004). Essa interacdo de cargas opostas ou
interacdo eletrostatica pode ocorrer entre proteina e um polissacarideo (NESTERENKO
et al., 2014). Nesse caso a coacervagao ocorre quando uma proteina a um pH abaixo do
seu ponto isoelétrico (carga positiva) € misturado com um polissacarideo aniénico (DE
KRUIF, WEINBRECK e DE VRIES, 2004). Com base nessa interacdo entre os polimeros
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envolvidos na reacdo, pode ocorrer a separacdo de fases, numa ha separacéo entre a fase
que contém o coacervado, ou seja, a fase rica em material de parede, e principio ativo (as
microcapsulas ja formadas) e na outra fase a aquosa que podera conter o material que ndo
foi encapsulado (JAIN, 2015; ZHANG et al., 2012). E esta técnica € altamente sensivel a
muitos parametros, como a natureza de proteinas, polissacarideos e ingredientes ativos
(peso molecular, densidade de carga e conformacéo), proporcdo, contetido solidos totais
e condicBes aquosas, como pressdo, cisalhamento, temperatura, pH e forca idnica
(SCHMITT e TURGEON, 2011).

c) Terceira etapa: Reticulacdo

A parede da microcapsula formada por coacervados sdo geralmente instaveis e com
baixa resisténcia mecénica, devido a natureza i6nica da interagdo entre as camadas do
biopolimeros, sendo, portanto, necessario a reticulagdo para estabiliza-la e reforca-la
(ZHANG et al., 2012). A reticulagdo quimica era usada para estabilizar e modificar a
estrutura e propriedades dos complexos coacervados para utilizagdes especificas, como
refrear ou promover a liberacdo de ingredientes ativos (GAONKAR et al., 2014). Porém
na ultima década, foi demonstrado que a forca do complexo polissacarideo/proteina pode
ser melhorada através da reticulacdo, pois enrijece as paredes das cépsulas. Esse pode
ocorrer através de tratamento térmico ou utilizacdo de diferentes enzimas, como lactase
(MOKOONLALL etal., 2016) e transglutaminase (HU et al., 2019). A Transglutaminase,
€ uma enzima natural, solivel em agua capaz de conferir modificacdo as proteinas em
termos de solubilidade, capacidade de formacdo de espuma e atividade emulsificante
resultando em mudancas nas propriedades funcionais dos alimentos (HUANG et al.,
2014; GROSSMANN et al., 2017). Ela tem a capacidade de promover a reticulacdo entre
proteinas pela catalise de reacdes de acil-transferéncia entre grupos carboxiamidicos de
residuos de glutamina da cadeia polipeptidica com aminas primarias, incluindo os grupos
g-amino de residuos de lisina, resultando na formagdo de ligagoes -(y-glutamil) lisina
intra e intermoleculares (LORAND; GRAHAM, 2003). Vaérios estudos utilizaram a
transglutaminase como reticulante em capsulas produzidas por coacervagao complexa
(ZHANG etal., 2012; LV et al., 2014; YUAN et al., 2017; TIMILSENA et al., 2017).

2.2.2 Materiais de parede

Os materiais de parede (agentes encapsulantes) devem ser escolhidos mediante sua
capacidade de manter e estabilizar o composto encapsulado. As caracteristicas fisicas e
quimicas do mesmo devem ser investigadas (SUAVE et al., 2006). Segundo Santos,
Ferreira e Grosso (2001), o encapsulante ideal deve apresentar baixa viscosidade em
concentracdes elevadas e ser de facil manipulacdo durante o processo; possuir baixa
higroscopicidade, para facilitar a manipulacao e evitar aglomeracéo das particulas; ndo
ser reativo com o material a ser encapsulado; ter habilidade de selar e segurar o material
ativo dentro da estrutura da capsula; liberar completamente o solvente ou outros materiais
utilizados durante o processo de encapsulacdo; proporcionar maxima protecdo ao material
ativo contra condicdes adversas, tais como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos; ser
solivel em solventes comumente usados; possuir as propriedades desejadas de liberacéo
do material ativo. (GAONKAR et al., 2014).

Proteinas e polissacarideos sdo os materiais de parede mais amplamente utilizados
na indudstria de alimentos, porque sdo produtos naturais, de facil aprovacao regulatéria de
alimentos. Além disso, os complexos coacervados formados demonstram excelentes
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propriedades funcionais, combinando vantagens de proteinas e polissacarideos (SOUZA
et al.,, 2013). Hoje ainda se tem muitos estudos sobre a interacdo entre proteinas e
polissacarideos, como pode ser observado na Tabela 2.

2.2.1.2 Lactoferrina

A lactoferrina é uma glicoproteina da familia das transferrinas (proteinas com a
capacidade de se ligar a &tomos de ferro). E uma proteina secretada pelas células epiteliais
das glandulas mamaérias, contudo, presente em diversos fluidos corporais além do leite,
como saliva, lagrima, suor e sémen (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Em relacdo a
sua estrutura, a lactoferrina tem 80 kDa e cerca de 700 residuos de aminoéacidos e ponto
isoelétrico proximo a 8.0 (SERRANO, 2007). A Figura 2 apresenta sua estrutura
tridimensional, que consiste em uma cadeia Unica de polipeptidio, dobrado em dois
I6bulos globulares simétricos (I6bulos N e C) que podem ser homologos entre si (33% —
41% de homologia) e cada I6bulo é subdividido em dois, onde se aloja um ion metélico
(GIANSANTI et al., 2016). Esse jon metéalico pode ser aomos de Fe*? ou Fe*®, mas
também pode ser Cu*?, Zn*?2 e Mn*?2 (RODRIGUEZ-FRANCO et al., 2005).

E uma proteina de alto interesse devido ao fato de possuir capacidade
antimicrobiana, anti-inflamatorio; antitumor, imunomodulador e atividade enzimatica
(SERRANO, 2007, GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Mediante a essa incrivel
capacidade, estudos recentes propuseram a possibilidade da lactoferrina como um
potencial tratamento preventivo e adjunto para COVID-19 (CHANG et al., 2020,
ZIMECKI et al., 2021).

A lactoferrina ja foi usada em diversos estudos relacionados a coacervagao
complexa com outros polimeros. Wang et al., (2017) estudou apenas a interacdo entre
lactoferrina com alginato de s6dio onde pode comprovar que o pH ideal para essa
interacdo é de 4,5 e a razdo ideal entre 0s polimeros foi de 8:1 (proteina:polissacarideo).
Ja Chapeau et al., (2016) usou lactoferrina com B-lactoglobulina como material de parede
para microencapsular vitamina B9 onde a razdo ideal entre as proteinas foi de 1:1 e o pH
de coacervacao foi de 5,5.

Figura 2: Estrutura tridimensional da lactoferrina.
Fonte: GIANSANTI et al, 2016.



Tabela 2: Microencapsulacédo de diferentes ingredientes ativos pelo processo de coacervagao complexa.

Proteina Polissacarideo Ingrediente ativo (natureza) Tipo de Agente Referéncia
emulsdo  reticulante

Gelatina Caseinato de sddio Vitamina C (Lipossoluvel) A/OIA Genipina FRAJ et al., 2021

Gelatina Goma acécia Antocianina (hidrossolavel) AJOIA SR KANHA T AL., 2020

Gelatina Goma arabica Lactase (hidrossoltvel) A/O/IA SR SOUZA et al., 2019

Proteina isolada de soja Pectina Cloridrato de Metformina AJOIA SR MANCER; ALLEMANN;
(hidrossolavel) DAOUD, 2018

Gelatina Alginato de sédio Oleo essencial de Citronela O/A Glutaraldeido DE MATOS; SCOPEL,;
(lipossoluvel) DETTMER, 2018.

Gelatina Goma Aréabica Antocianinas de framboesa preta A/O/A SR SHADDEL et al., 2018
(hidrossolavel)

Proteina isolada da semente de Goma isolada de chia Oleo da semente de chia O/A Transglutaminase TIMILSENA et al., 2017

chia (lipossoluvel)

Isolado proteico de soro de leite  Goma acacia [-caroteno (lipossoluvel) O/A Glutaraldeido JAIN et al., 2015

AJO/A = 4gua/bleo/agua; O/A = bleo/dgua; SR = sem reticulante.
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2.2.1.3 Pectina

A pectina esta universalmente presente em todos os 6rgdos de plantas terrestres no
tecido meristematico e no parénquima. Na célula vegetal, a pectina esta presente na parede
celular e na lamela média, enquanto a qualidade e quantidade de pectina podem variar entre
diferentes espécies vegetais (YABE, 2018). A Figura 3 apresenta a estrutura da pectina. E
um polissacarideo composto por uma cadeia linear de unidades de acido galacturénico
unidas por ligagdes a-1,4 em que 0s grupos carboxilicos do acido galacturdnico podem estar
esterificados por grupamentos metil (YAPO, 2011). Residuos de aglcares neutros como
ramnose, D-arabinose e D-galactose estdo presentes ao longo da cadeia da pectina. A fonte
de extracdo da pectina vai determinar a quantidade e o tipo desses agucares o que influencia
suas caracteristicas fisico-quimicas (THAKUR et al., 1997; RALET et al., 2001). Em relagéo
a carga da pectina reporta-se o valor de pKa de 3,6 (SOUZA et al., 2013).

A massa molar das pectinas pode ser variavel de acordo com a fonte vegetal, matéria-
prima e condicOes de extracdo, os valores citados na literatura variam entre 20.000 a 360.000
g/mol e as amostras comerciais entre 35.000 a 120.000 g/mol (SAKAI et al., 1993).

OH

=0 0

Figura 3: Estrutura quimica da pectina.
Fonte: DE SOUSA et al., 2017.

O grau de metoxilacdo (GM) é um fator importante que influencia varias propriedades
da pectina vegetal e pode ser definido como a porcentagem do grupo carboxila esterificada
com metanol (HOSSEINI, KHODAIYAN e YARMAND, 2016). Com base no GM, existem
duas classes diferentes de pectina, isto €, pectina de alto teor de metoxilacdo (mais de 50%
GM) e pectina de baixa metoxilagdo (menos de 50% GM). Além disso, a GM varia de acordo
com a fonte de pectina (MARIC et al., 2018). Comercialmente, o bagaco de maga e as cascas
de citrus (laranja e limdo, por exemplo) sdo as principais fontes para a producéo de pectina
(ROY et al., 2018). Além disso, as grandes quantidades de residuos gerados no
processamento de frutas citricas sdo particularmente a principal fonte de producdo de pectina
citrica. Estima-se que 25 a 30% do peso seco de casca de citrus seja composto de pectina
(DRANCA e OROIAN, 2018). Além disso, novas fontes de extracdo de pectina, como
cascas de cacau (MOLLEA, CHIAMPO e CONTI, 2008), casca de toranja (XU et al., 2014),
casca de romd (MOORTHY et al, 2015), casca de maracuja (KULKARNI e
VIJAYANAND, 2010) foram relatadas. A pectina de baixa metoxilacdo ja foi usada como
material de parede junto com proteina isolada de soja para microencapsular cloridrato de
metformina, onde a coacervagédo se deu no pH 4,4 com uma raz&o entre os polimeros de 1:1
(MANCER, ALLEMANN e DAOUD 2018).
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2.3 Simulacéo Gastrointestinal e Bioacessibilidade

No sistema gastrointestinal humano, os processos quimicos digestivos sao catalisados
por enzimas digestivas que sdo secretadas no estdmago e intestino, degradando assim 0s
alimentos a uma escala molecular (ABRAHAMSSON et al., 2005). Tais fluidos e enzimas
reduzem o potencial bioldgico dos compostos fendlicos, sendo a microencapsulacdo uma
boa alternativa para protege-los (ZHAO et al., 2013). Estudos demonstraram que digestdo
gastrointestinal in vitro tém sido amplamente utilizado para determinar a liberagédo
controlada e bioacessibilidade de compostos fendlicos, obtendo resultados bem
correlacionados com os obtidos in vivo (BERMUDEZ-SOTO, TOMAS-BARBERAN e
GARCIA-CONESA, 2007; TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

A bioacessibilidade dos compostos fenolicos refere-se a quantidade desses compostos
que atravessam a parede intestinal que se tornam disponivel para absorcdo na corrente
sanguinea. Este conhecimento é importante pois é uma indicacdo preditiva sobre a
quantidade de compostos fendlicos serdo absorvidos na parede intestinal (WOOTTON-
BEARD e RYAN, 2011). Existem alguns fatores que influenciam a bioacessibilidade, como
por exemplo a transicdo do ambiente gastrico acido para o alcalino do intestino, fazendo com
que haja uma diminuicdo na quantidade de compostos fenolicos bioacessiveis. Liang t al.,
(2021) fez um estudo com &cido tanico livre e nanoencapsulado e observado que a maior
parte do tanico livre foi rapidamente liberada nos fluidos géstricos, com 93,5% presentes
apos 30 min. Por outro lado, a liberacdo de acido tanico ocorreu mais lentamente a partir das
nanoparticulas, cerca de 31%, afirmando que pode ser Util para proteger os compostos
fenolicos da degradacdo no estdmago, mantendo sua bioacessibilidade para o intestino.

Com isso bioacessibilidade tem como objetivo quantificar o ingrediente ativo apds
a simulagdo gastrointestinal podendo comprovar se a microencapsulagdo foi eficaz na
protecdo do mesmo. Outros estudos ja mostraram sua eficacia como a encapsulacdo de
curcuma (PARK, RHO e KIM, 2019) e resveratrol (HUANG et al., 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Pectina de alta metoxilacdo (Acido galacturdnico > 74% em base seca), &cido tanico
(Pureza > 99,9%, obtido a partir de semente de uva), 1,1-Difenil-2- radical livre picril-
hidrazil (DPPH?®), 2,2'-azino-bis (acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) sal de diaménio
(ABTS,> 98%), pepsina suina (P6887), pancreatina do pancreas suino (P7545), extrato de
bile suina (B3883) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA). O
Polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) foi adquirido no mercado local (Sdo Paulo, Brasil) e
a lactoferrina 95% (Vivinal® Lactoferrina) desidratada foi adquirida da empresa
FrieslandCampinas (Amersfoort, Netherlands); O 6leo de soja foi adquirido em um
supermercado local e a dgua utilizada era ultrapura com condutividade de 0,05 uS/cm
(Master System P&D, Gehaka, Brasil). Todos os outros reagentes empregados foram de grau
analitico.

3.2 Formacéao do Complexo Lf:Pec Empregado como Material de Parede

3.2.1 Preparo das solucbes

A pectina (Pec) e a proteina (Lf) foram pesados em balanca analitica (Shimadzu,
AY220, Filipinas) para a preparacao de uma solucdo contendo concentracdo fixa de 0,1%
(m/m). A Pec foi homogeneizada por 24 h em agitador magnético (NT101, Novatecnica,
Brasil), e a Lf foi homogeneizada por 30 minutos, conforme metodologia proposta por
BASTOS et al., (2020).

3.2.2 Potencial Zeta

Um Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK) foi usado para determinar o
potencial zeta (). As solucdes estoque Lf, Pec e as razGes de complexos foram transferidas
para um autotitulador MPT-2 (Malvern Instruments, Reino Unido). O pH foi ajustado de 2,0
a 9,0 em incrementos de 0,5 unidades com um intervalo de confian¢a de £ 0,1 unidades. As
leituras das amostras foram feitas em triplicata a 25 °C. A forca da interacdo eletrostatica
(SEI) entre polieletrolitos com carga oposta foram estimados de acordo a Equacéo (1) (Yuan
etal., 2017):

SEI (mV?) = |ZP,|x |ZP,| (1)

onde ZP1 e ZP; é o potencial- { medido de ambos os polimeros em cada pH.

A determinacdo do pH ideal para formacdo do complexo foi feita através do SEI ap6s
sua determinacdo uma nova medicao de potencial- { foi realizada, com pH fixo e variando
as razoes. Foram testadas as proporg¢des de Lf:Pec (1:1, 1:2, 1:4, 1:9, 2:1, 4:1, 9:1, 10:1).

3.2.3 Andlise turbidimétrica

A turbidez de diferentes razGes entre Lf:Pec (0:1,1:1, 1:2, 1:4, 1:9, 2:1, 4:1, 9:1, 10:1,
1:0) foi determinada com pH fixo (5,5) e as amostras foram medidas com comprimento de
onda de 400 nm usando um espectrofotdometro (Biomate 3S, Thermo Fisher Scientific, EUA)
calibrado com agua ultrapura para 100% de transmitancia (%T), sendo a turbidez definida
como 100-%T. Com auxilio de agitador magnético e pHmetro (Tecnopon, mPA210, Brasil),
os valores de pH das solugdes foram ajustados com HCI 0,5 M. As leituras das amostras
foram realizadas em triplicata a 25 °C, conforme adaptado de Souza e Garcia-Rojas (2017).
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3.3 Fabricagio das Microcapsulas Contendo Acido Tanico

O encapsulamento foi adaptado da metodologia proposta por Comunian et
al. (2013). O procedimento de microencapsulacdo foi iniciado preparando a emulséo
primaria (A1/O) usando uma solugéo de AT (30% m/m) e 6leo de soja em uma proporgéo de
1: 2 (m/m), sendo que 1% (m/m) do emulsionante lipofilico PGPR foi dissolvido no 6leo. A
primeira mistura foi homogeneizada a 12.500 rpm por 4 min no Ultraturrax (T25D, IKA,
Germany). Na segunda etapa, para obtencdo das microcapsulas, foram preparadas as
emulsbes duplas (A1/O/Az), contendo a solugdo de Lf (pH 5,5). As emulsdes duplas
(A1/0O/A>) foram preparadas a 10.000 rpm por 3 min, em Ultraturrax.

As microcapsulas coacervadas foram obtidas pela adi¢éo lenta e continua de solugéo
de Pec (pH 5,5) com o auxilio de agitador magnético para promover a coacervagdo. A
emuls&o final foi resfriada num banho de gelo a 10 °C por 30 min. Para a adi¢do da solugéo
de transglutaminase (TGase) foi utilizada a metodologia Bastos et al, (2020) com
adaptacdes, onde a solucdo de TGase (30U) foi adicionada a microcapsula coacervada sob
agitacdo de 60 rpm a temperatura 25 °C por 4 h em um shaker (TE-424, Tecnal, Brazil) para
induzir o cross-linking. As amostras foram mantidas a 10 °C por 24 horas e, em seguida, 0
sobrenadante foi removido. Finalmente, as amostras precipitadas foram congeladas em
nitrogénio liquido e liofilizadas (Enterprise I, Terroni, Brasil) por 48 horas.

Dez formulacBes de microcapsulas foram avaliadas em funcdo da concentracdo de
material de parede (Lf e Pec) e diferentes propor¢oes de nucleo (emulsédo primaria preparada
com AT) 0,75, 0,60, 0,45, 0,30 e 0,15 (% m/m), em funcdo do contetdo total de agentes
encapsulantes. As formulacGes foram denotadas como S1 a S10, como apresentado na
Tabela 3.

3.3.1 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada através da metodologia proposta
por Cilek et al., (2012). O teor de AT nas microcapsulas foi determinado através da analise
de compostos fendlicos totais, e a EE foi calculada através da razdo entre o contetdo fenélico
encapsulado (CFE) e o contetdo fendlico total (CFT) de acordo com a Equacéo (2).

EE(%) = T X 100 2)

3.3.2 Determinacdo da concentracdo de fendlicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos das microcapsulas (dos sistemas S1 ao S10),
bem como do AT foi determinada de acordo com o método proposto por Bouyahya et al.
(2021) com algumas modifica¢des. 500 pL de amostra (amostra liofilizada dissolvida 10
mg/mL) foram adicionadas em 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu (diluido 10 vezes em
agua destilada) e 4 mL de solvente (dgua/etanol). Em seguida, a solugdo foi vigorosamente
misturada com vortice e neutralizada com 500 pL de carbonato de sddio (Na2CO3) a 25%.
Apos 2 h de incubacdo sob abrigo de luz, a absorvéncia foi registrada a 760 nm. A amostra
utilizada como branco para a quantificacdo do AT continha a microcapsula sem AT. O
conteido fenolico foi determinado como miligrama de AT equivalente por grama de
microcapsula. Realizou-se uma curva de calibracio utilizando o AT (R?=0,996).
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3.4 Caracterizacdo das Microcapsulas Carreadoras do AT

3.4.1 Avaliacéo da capacidade antioxidante das microcapsulas

Os efeitos de eliminacdo do radical DPPH* da microcépsula aberta e do AT livre
foram determinados de acordo com método proposto por Thakur et al., 2020. O DPPH" é
geralmente usado para a estimativa da capacidade de eliminag&o de radicais. Para este fim,
uma aliquota (5,85 mL, 2 mM) de DPPH’ foi adicionada a solucéo da amostra (10 mg/ml)
dissolvida em agua/etanol (150 uL) e incubada por 30 min no escuro, sob agitacdo a 60 rpm
a temperatura ambiente. Finalmente, a absorvancia das amostras foi lida a 515 nm em um
espectrofotbmetro (Biomate 3S, Thermo Fisher Scientific, USA), sendo etanol utilizado
como o branco. A porcentagem de AA das amostras foi calculada usando a Equacéo (3):

0—As

AA(%) = 274 x 100 3)

Ag
onde, Ag é a absorvancia do DPPH e As é a absorvancia das amostras.

3.4.1.1 Capacidade de eliminacdo de radicais ABTS

O método de eliminacdo ABTS™" é realizado de acordo com o método descrito por
RE et al., 1999. A solucdo ABTS (2 mM) misturada com solucdo de persulfato de
potéssio (K2S20g; 70 mM), foi deixada em temperatura ambiente no escuro por 12-16 h,
resultando em radicais catiénicos ABTS (ABTS™) com absorvancia inicial (0,70+0,02). As
amostras com diferentes concentragdes de AT (20-100 mg/mL) reagiram com 4 mL de
ABTS"" solucdo a 30 °C no escuro por 6 minutos.E finalmente a absorvancia foi lida a 734
nm em um espectrofotometro (Biomate 3S, Thermo Fisher Scientific, USA). A amostra em
branco era etanol. A porcentagem de AA das amostras foi calculada usando a Equacao (4).

AA(%) = 2=% x 100 (4)

Ag
onde, Ag é a absorvancia do ABTS e As é a absorvancia das amostras.

3.4.2 Estabilidade ambiental as microcapsulas contendo AT

A resisténcia das microcapsulas (0,1% m/m) a mudancas nas condi¢des ambientais
foi avaliada de acordo com a metodologia proposta por Liang et al., (2021), com
modificagdes:

Estabilidade de pH: Dispersdes de microcapsulas foram preparadas em pH 5,5 entdo
ajustadas para valores de pH variando de 2,0 a 9,0 pela adi¢éo de diferentes quantidades de
solucdo de NaOH ou solucéo de &cido acético 10%.

Estabilidade térmica: As dispersbes de microcapsulas (0,1% m/m) foram preparadas
e, em seguida, aquecidas a 80 °C, submergindo os tubos de ensaio em banho-maria por
tempos diferentes (0-120 min). Ap6és 0 aquecimento, as amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente.

Apols cada tratamento, o didmetro médio das microcapsulas e o indice de
polidispersidade (PDI) foram registrados utilizando o espalhamento de luz dindmico através
do equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK).

3.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR das amostras secas (Lf, Pec, AT, capsula, 6leo de soja) foram
obtidos. As analises foram realizadas com um espectrometro FT-IR (Vertex 70, Bruker,
Alemanha) com leitura na faixa de 4000400 cm™.
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3.4.4 Microscopia Optica

Uma aliquota da microcépsula (amostra-S5) foi colocada entre a lamina e a laminula
e levada ao microscopio oOptico (K220, Kasvi, Brasil) acoplado a uma camera Moticam
(5MP, Kasvi, Brasil) que foi visualizada a ampliacdo de 100 x com éleo de imerséo.

3.5 Simulagdo da Digestao Gastrointestinal in vitro

A digestdo in vitro foi simulada em trés etapas: oral, géstrica e intestinal. As digestdes
oral, gastrica e intestinal simuladas foram preparadas de acordo com INFOGEST 2.0
(Brodkorb et al., 2019).

3.5.1 Simulagao da digestdo — Fase oral
Resumidamente, 0,3 g da microcapsula liofilizada e dissolvida em 0,4 g de agua
ultrapura foi pesada em balanca analitica (B-TEC-210, Tecnal, Brasil), e entdo misturada
com 0,56 mL pré-aquecido de fluido salivar simulado (SSF) e 70 uL de a-amilase salivar
(75 U/mL na solucdo oral final), a mistura foi adicionada seguida por 3,5 uL. de CaCl, 0,3
M e 67 uL de agua. A mistura foi agitada no shaker (TE-424, Tecnal, Brasil) a 100 rpm por
2 minutos a 37 °C.

3.5.2 Simulac¢do da digestdo — Fase gastrica
Apos a digestdo oral, 1,12 mL de fluido gastrico simulado (SGF) pré-aquecido foi
adicionado a mistura oral digerida com 0,14 mL da pepsina (2.000 U/mL na solucéo géstrica
final), foi adicionada a mistura 0,7 uL de 0,3 M CaCly, 20 uLL de HC1 6M e 119 uL de agua.
O pH da mistura foi ajustado para 3,0 com pHmetro e agitado no shaker (TE-424, Tecnal,
Brasil) a 100 rpm por 2 h & 37 °C.

3.5.3 Simulac¢ao da digestédo — Fase intestinal
Apds a conclusdo da digestdo gastrica, 1,19 mL de fluido intestinal simulado (SIF)
pré-aquecido foi adicionado a mistura com 0,7 mL de pancreatina (100 U/mL no volume
intestinal final) e 0,35 mL da solucdo de extrato biliar (10 mM). A mistura foi adicionada
seguida por 5,6 uL. de CaCl2 0,3 M, 25 pulL de NaOH 6 M e 529 uL de agua. O pH da mistura
foi ajustado para 7,0 com pHmetro (mMPA210, Tecnopon, Brasil) e agitado a 95 rpm por 2 h
a 37 °C por meio de agitacdo (TE-424, Tecnal, Brasil).
Aliquotas (120 pL) de suco gastrico e intestinal foram retiradas aos 0, 5, 15, 30, 60,
90 e 120 minutos. Apoés a retirada de cada aliquota, 120 pLL de suco gastrico ou intestinal
foram adicionados para dar continuidade ao processo de digestdo. A quantidade de AT
liberada foi calculada a partir da absorbancia de acordo com as secOes (2.3.1 e 2.3.7).

3.6 Bioacessibilidade

A bioacessibilidade do AT foi calculada apds a passagem da amostra pelo trato
gastrointestinal simulado, com base no método descrito por Liang et al., (2021). 5,6 mL de
digesta bruta de cada amostra foram centrifugados a 16.000 rpm por 30 min e o sobrenadante
foi coletado e assumido como a fracdo "micela” na qual o AT estava solubilizado. As
concentragdes de AT nas fases digesta e micela foram entdo determinadas e a
bioacessibilidade foi calculada com base na Equacéo (5).

Bioacessibilidade = <micele x 100 (5)

digesta

16



3.7 Analises Estatistica

Todas as medicOes experimentais foram realizadas em triplicata e os dados foram
expressos como a média + desvio padrdo. As anélises estatisticas foram realizadas com o
Origin® Pro 9.0. Diferengas significativas em um nivel de significancia o = 0,05 foram
identificadas pelo teste de Tukey.

17



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do pH e da Razéo Entre Proteina:Polissacarideo para a Formacao do
Complexo

O efeito do pH e das diferentes razdes na formacao dos complexos Lf:Pec estudados
é apresentada na Figura 4. Na Figura 4A observa-se que a disperséao de Lf apresenta mudanca
na densidade carga elétrica das moléculas, indo da carga positiva (+30 mV) a 0 mV do pH
2,0 a 8,5 respectivamente, indicando sua desprotonacdo préximo ao seu ponto isoelétrico
(p1), como relatado na literatura (SERRANO, 2007). Em contrapartida, na solugdo contendo
somente pectina € possivel observar que os valores de potencial - £ decrescem
consideravelmente de -5 pra -45 mV entre os pH’s de 2 a 5. Segundo Xiong et al., (2021),
esse comportamento ocorre quando o valor de pH da solucdo é inferior a constante de
dissociacdo do radical acido (pKa) da Pec, assim o grupo carregado (-CO2") protona-se,
apresentando uma diminuicdo acentuada na forca potencial absoluta, fazendo com que a
carga da Pec va a um nivel mais alto (cerca de -50 mV) com o valor de pH do sistema muito
mais alto do que pKa (a constante de dissociacdo do acido carboxilico). Por fim, ao estudar
a forca da interagdo eletrostética (SEI) entre o complexo Lf:Pec (Figura 4A) foi possivel
notar que os maiores valores de SEI encontra-se numa faixa de pH entre 5,0 e 6,0, indicando
que esta € a faixa de pH ideal para interacdo deste hidrocoléides. Com base neste achado, o
pH de 5,5 foi empregado para estudar a interacdo entre as diferentes raz6es de Lf:Pec.

A razdo ideal entre dois biopolimeros com cargas opostas faz com que haja uma interagédo
forte entre ambos o que pode induzir a neutralizacdo da carga de sua mistura, resultando
assim, na diminuicdo da forca repulsiva eletrostatica. Como pode ser visto na Figura 4B a
maior iteracdo entre Lf/Pec com valor de potencial zeta (= 0) foi obtido na razdo 10:1 de
Lf:Pec e segundo Lan et al., (2020) este comportamento é um indicativo de que a interacao
entre 0s grupamentos carboxila do polissacarideo e os grupamentos amina da proteina
alcancaram a regido de eletro equivaléncia de suas cargas. Em contrapartida, nas razfes que
continham maiores concentracdes de pectina (1:4 e 1:9) os valores de potencial zeta foram
muito préximos aos valores encontrados na solucdo contendo apenas Pec, indicando que
uma grande quantidade de moléculas de Pec ndo haviam sido neutralizadas pelo grupamento
amina da Lf.

A fim de confirmar o efeito do pH e das razdes na formacdo dos complexos aferiu-se
também a transmitancia dos biopolimeros isolados, bem como das razdes no pH fixo de 5,5.
Como pode ser observado na Figura 4C, o menor valor de turbidez foi observado para a
solugdo contendo lactoferrina. Isso ocorre porque neste pH, devido a protonacdo das
moléculas de proteina, ha uma maior repulsdo entre estas moléculas o que resulta na auséncia
de agregacdo e, consequentemente, soluc@es translicidas (ZHENG, TANG E SUN, 2020).
Ao observamos os resultados apresentados na solucdo contendo somente Pec, bem como,
nas razdes onde a Pec foi aumentada no sistema (1:9, 1:4 e 1:2) é possivel notar que 0s
valores de turbidez sdo muito parecidos o que corrobora com os resultados discutidos a
respeito da pouca interacdo e formacdo dos complexos quando ha excesso de moléculas de
Pec (LI etal., 2012). Contudo, a medida que a quantidade de Lf foi aumentada (2:1 até 10:1),
um comportamento oposto foi observado, pois os valores de turbidez foram
proporcionalmente aumentando, alcangando o maximo de turbidez na razdo 10:1, dentre as
concentracdes testadas. Este comportamento tambeém corrobora com os resultados
encontrados nas analises de potencial zeta, pois segundo Bengoechea, et al., (2011) o
aumento da turbidez indica a formacdo de uma suspenséao coloidal suficientemente estavel
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de biopolimeros capaz de promover a dispersdo de luz, indicando que a maxima interacédo
(regido de eletro equivaléncia) dos hidrocoldides foi alcancada nestas razdes.
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Figura 4: (A) Os potenciais -C e o SEI para o sistema de Lf/Pec, (B) O potenciais - das diferentes
razdes entre Lf/Pec no pH fixado em 5,5 e (C) Turbidez (100 - %T) em pH fixo (5,50) dos biopolimeros Lf,
Pec e dos sistemas Lf:Pec em diferentes razdes.

4.2 Eficiéncia de Encapsulacéo nas Microcapsulas de AT

A composicdo do material de parede das diversas raz0es estudadas, assim como EE
(%) das diversas microcapsulas foram estudadas e podem ser vistos na Tabela 3. A EE (%)
das razBes que continham 0,5 % de biopolimeros variou entre 22,67 + 1,24 (S1) a 91,07 +
2,48 (S5), enquanto que nos sistemas que continham 1%, a EE variou de 8,76 + 0,07 a 29,75
+ 1,47 (sistemas de S6 a S10). Esses resultados permitem inferir que o aumento da
concentracdo de biopolimeros e do nucleo para a formacdo da microcapsula interferiu
negativamente na eficiéncia de encapsulacdo. Desta forma, o sistema que apresentou maior
EE foi o sistema S5, com uma relacdo de 1:0,15 entre material de parede/nucleo. Resultado
semelhante de eficiéncia de encapsulamento (~ 85% em sistema WPC:Pec na razdo 1:1) foi
obtido por Huang et al., (2019) ao microencapsularem arbutin e acido cumarico (compostos
fenolicos hidrofilicos), em emulséo dupla seguida de coacervacao.

As caracteristicas morfoldgicas das emulsdes obtidas para a formagéo do S5 foram
analisadas por microscopia Optica e as imagens podem ser vistas na Figura 5. As imagens
microscopicas das emulsdes (Figura 5A) confirmaram a formacéo de goticulas que seriam a
emulsdo priméria (A1/O), ja na Figura 5B é possivel observar a formagéo das emulsdes
duplas (A1/O/A>). Muitas goticulas menores e apenas algumas goticulas de emulsdo maiores
puderam ser observadas. Apos a reticulacdo (Figura 5C), observou-se um espessamento na
camada mais externa das microcapsulas. De Almeida Paula et al., (2019) e Kanha et al.,
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(2020) obtiveram imagens semelhantes ao mostrar as emulsfes primarias e emulsdes duplas
através da microscopia.

.
-

e

Figura 5: Microscopia éptica das emulsdes para a formacdo da microcdpsula (amostra S5). (A) é a emulséo
primaria (A1/0), (B) Emulsdo dupla (A1/0O/A2) apés coacervagdo complexa no pH 5,5 e sem adicéo de TGase,
(C) Emulséo dupla com adicdo de TGase.

4.3 Caracterizagdo das Microcapsulas

4.3.1 Espectrometria FT-IR microcapsulas

A Figura 6 mostra os espectros de FT-IR das amostras de Pec, Lf, 6leo de soja, AT e
da microcapsula contendo AT. No espectro da Pec, os grupos O-H apresentaram-se em 3354
cmL, os picos em 1733 e 1606 cm ™ sdo compreendidos como o alongamento C=0 do acido
carboxilico | e acido carboxilico 1l, respectivamente, enquanto a ligacdo em 1013 cm -
! representava o C-O-C do grupo éter (estrutura de sacarideo) e espectros semelhantes ja
foram descritos por Huang et al., 2019. Para Lf, as bandas de amida | (1625-1750 cm ) em
1635 cm L, amida 1l (1475-1575 cm 1) em 1517 cm e amida 111 (1225-1425 cm 1) em
1390 cm ! refere-se ao alongamento do grupo C=O, alongamento do grupo NH e
alongamento dos grupos CN e NH, respectivamente. Resultados semelhantes também ja
foram descritos por Bokkhim et al., (2015). Os grupos de aminoacidos livres O-H podem ser
identificados entre as posicdes das bandas em 3300 e 3170 cm™ (BARTH, 2007), no espectro
da Lf pode ser identificado em 3282 cm™. J& os espectros do 6leo de soja em 2923 e 2854
cm! estdo relacionados aos sinais simétricos e assimétricos das vibragdes de alongamento
C-H de CH respectivamente. Em 1743 cm™?, verificou-se um pico representando o
alongamento C=0 de ésteres alifaticos. Zhai et al., (2021) usando 6leo de soja também
encontrou 0S mesmaos espectros.

Para AT, ha uma banda larga de 3600 a 3000 cm™* ligada ao alongamento O-H; uma
banda em 1701 cm™ ligada a grupos carboxil carbonila; bandas em 1607 e 1536 cm™ ligadas
a grupos C=C no anel aromatico, bandas em 1444 cm ligadas & deformacéo de C-C no
grupo fenolico, uma banda em 1310 cm ! ligada ao grupo fendlico, uma banda em 1181
cm ! ligado a C-H e bandas entre 1083 e 1018 cm ! que estfo ligadas a deformagéo C-O e
C-H. Resultados semelhante ja foram encontrados por Ulu et al., (2021) e Liang et al.,
(2021). Para a microcapsula o espectro é uma combinacdo dos espectros dos biopolimeros
(Lf e Pec) e 6leo de soja. Apesar da sobreposicdo de algumas bandas, podemos identificar a
presenca de Lf e Pec através das bandas em 3282 cm ™2, 1745 cm™ e 1013 cm™. O 6leo pode
ser identificado pela banda em 2923 cm™. A principio, o aparecimento de novos picos e
também o deslocamento de alguns dos existentes no espectro do encapsulado pode ser uma
evidéncia da ocorréncia e interacdo entre Lf e
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Tabela 3: Composicdo de material de parede e nucleo das diferentes condi¢Bes estudadas para o calculo da eficiéncia de encapsulamento na

fabricacdo das microcapsulas.

Nucleo Material de Parede Solucéo de
Amostra MP (%) MP:N EE (%)
AT (9) Pec (9) Lf (g) Total de MP (g) TGase (9)
S1 0,1125 0,014 0,136 0,15 0,5 1:0,75 5 22,67°+ 1,24
S2 0,090 0,014 0,136 0,15 0,5 1:0,60 5 29,73+ 1,89
S3 0,0675 0,014 0,136 0,15 0,5 1:0,45 5 33,56° + 0,95
S4 0,045 0,014 0,136 0,15 0,5 1:0,30 5 57,769 + 1,15
S5 0,0225 0,014 0,136 0,15 0,5 1:0,15 5 91,71°+2,48
S6 0,225 0,027 0,273 0,3 1,0 1:0,75 5 8,76% £ 0,07
S7 0,180 0,027 0,273 0,3 1,0 1:0,60 5 11,682+ 0,21
S8 0,135 0,027 0,273 0,3 1,0 1:0,45 5 18,72 + 0,73
S9 0,090 0,027 0,273 0,3 1,0 1:0,30 5 29,75°+ 0,90
S10 0,045 0,027 0,273 0,3 1,0 1:0,15 5 19,25° + 1,47

Legenda: AT= écido tanico; Pec= pectina; Lf= lactoferrina; MP= material de parede; N= nucleo; TGase= transglutaminase; EE (%) = eficiéncia de encapsulacéo.
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Pec, bem como a presenca dos materiais encapsulados.
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Figura 6: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) de Pec,
Lf, 6leo de soja, AT e microcapsula (amostra S5).

4.3.2 Anélise de estabilidade das microcapsulas carreadoras de AT
A Tabela 4 apresenta os resultados para os tamanhos de particula e PDI do sistema
S5 submetido a diferentes pH’s, bem como 0s diferentes tempos de aquecimento (80 °C),
enquanto a Figura 7 mostra a diferenca visual para cada tipo de tratamento feito para as
microcépsulas.
Tabela 4: Estudo da estabilidade das microcapsulas (S5) em diferentes condigdes
de pH e tempo a temperatura constante.

T (25 °C) pH Tamanho (pum) PDI
2,00 2,749 40,23 0,24°+0,05
3,00 1,369 +0,17 0,319+0,01
4,00 1,05° +0,08 0,19°+0,05
5,00 1,11°+0,03 0,329+0,1
5,50 0,752 +0,19 0,20%+0,04
6,00 2,04¢ +0,36 0,319+0,01
7,00 3,681 +0,79 0,16°+0,04
8,00 2,527+0,61 0,287+0,06
9,00 3,28 " +0,74 0,15°+0,01
T(80°C) Tempo (min) Tamanho (um) PDI
10 0,25P+0,05 0,22°+0,09
20 0,172+0,03 0,15P+0,06
30 0,20%+0,04 0,08%+0,06
60 0,23%+0,02 0,19°¢+0,05
90 0,24°+0,03 0,20°+0,04
120 0,23%+0,03 0,15P+0,05

Legenda: PDI= indice de polidispersao.



Ao variar 0 pH pode-se observar que o didmetro médio das capsulas variou em
0,75a 3,68 um e o PDI permaneceu abaixo de 0,32 de pH 2 a 9 (Tabela 4), o que permite
inferir que, embora a interagcdo entre Lf e Pec possa ser refor¢ada utilizando TGase, a
reducdo da interacédo entre estes hidrocoloides pode estar associada a desestabilizacao da
emulsdo secundaria (material de parede externo), o que promoveu algumas mudangas nas
propriedades das capsulas, levando a agregacao e/ou formacdo de microcapsulas maiores
(Figura 7; pH 2, 6 e 9), ou até mesmo a separa¢do das fases (floculacdo) nos pH 3,0 e
8,0. Por exemplo, o didametro médio das capsulas tendeu a aumentar a medida que o
sistema se tornava mais basico, aumentando de 2,04 um para 3,68 um. Esta reducéo na
estabilidade pode ter ocorrido pelo pH estar proximo ao pKa da Pec, e da mesma forma
como observado para os pHs mais basicos, estando mais proximos do pl da proteinA, isso
pode ter tido um efeito negativo, fazendo com que houvesse a reducdo da repulsdo
eletrostatica entre as particulas; ou reducédo da atracdo eletrostatica entre as moléculas de
Lf e Pec (DAVIDOV-PARDO, JOYE e MCCLEMENTS, 2015). Essa reducdo na
estabilidade também ocorreu no estudo de Liang et al., (2021), onde em pH’s mais acidos
e proximos ao pl da proteina (zeina) houve aumento no tamanho médio das nanocépsulas
estudadas.

O tamanho médio das microcapsulas contendo AT no pH 5,5 foi de 0,75£0,19 um
valor menor do que os reportados na literatura, 0 que pode viabilizar a sua aplicacdo em
uma gama maior de produtos, haja visto que particulas acima de 100 um podem limitar
sua aplicacdo devido a uma tendéncia de transmitir a sensagdo de textura “arenosa” ou
“granulada” em alguns produtos alimenticios (LEE, LEE e DONOVAN, 2014). Por
exemplo, Mendanha et al. (2009) obtiveram valores entre 16 e 24 um para microcapsulas
de hidrolisado de caseina produzidas por dupla emulsificagdo seguida de coacervagao
complexa usando pectina e isolados de proteina de soja como materiais de parede em pH
4,4, J4 Almeida Paula et al., (2019) obtiveram tamanho meédio das microcapsulas
contendo células probidticas (L. plantarum) também produzidas por dupla emulsdo de
66,07 a 105,66 um.

Quanto a influéncia da temperatura (80 °C) na estabilidade das microcapsulas
pode-se constatar que ndo houve alteragdo no didmetro médio de particula ou turbidez
das dispersdes das microcapsulas mesmo ap6s terem sido aquecidas por 120 min, o
ressalta a estabilidade térmica das microcapsulas produzidas, permitindo sugerir a sua
viabilidade de aplicacdo em matrizes alimenticias ou farmacéuticas que sdo produzidas
nesta faixa de temperatura.
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Figura 7: Estabilidade das microcapsulas (S5), (A) sob diferentes pH’s e (B) a 80 °C em
diferentes tempos (min).

4.3.3 Andlise de atividade antioxidante (ABTS e DPPH) microcapsulas
carreadoras de AT
A atividade antioxidante do AT livre ou encapsulado através dos métodos ABTS
e DPPH sdo apresentados na Figura 8. Nas figuras 8A e 8B pode-se observar que AT
exibiu atividade sequestrante de DPPH* de até 72% de eficacia em concentracBes de 10
ug/mL, com valor calculado de ICso de 5,6 ng/mL. Ja para a atividade de ABTS**, 0 AT
exibiu 78% de eficicia em concentragdes de 100 pg/mL, com valor calculado de ICso de
58,8 ug/mL. Diversos estudos na literatura reportaram a capacidade antioxidante do AT
livre. Lou et al. (2018) ao analisar a capacidade antioxidante com DPPH®, encontraram
ICso de 4,87 pug/mL e Liang et al. (2021) encontraram 61,4 pg/mL usando ABTS®".
Gulgin et al. (2010) ao investigar as propriedades antioxidantes e eliminadoras de radicais
do AT com diferentes metodologias analiticas mostraram os efeitos antioxidantes in vitro
do AT em comparagdo com antioxidantes comerciais e padrdo, como BHA, BHT, a-
tocoferol e trolox comumente usados pela industria alimenticia e farmacéutica. Seus
resultados apontaram que o AT usado em menor quantidade tem uma boa eficacia de
eliminacdo de radiais, quando comparado aos outros antioxidantes comumente usados na
industria.
Para o AT microencapsulado (Figura 8C), a atividade sequestrante de DPPH* foi
de 86,69% de eficacia a 10 pug/mL e para a atividade de ABTS*" foi de 73,77% a 100
pg/mL. Essa diminuigdo na atividade de eliminacédo dos radicais do AT microencapsulado
comparado ao AT livre pode ser explicada pela perda ou oxidacao, ainda que pontual, de
algumas das moléculas de AT durante o processo de microencapsulamento, e esta perda
ndo foi expressiva a ponto de inviabilizar a metodologia adotada.
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Figura 8: Atividade antioxidante do AT livre e contido nas microcapsulas (S5) onde (A)
eliminacéo de radicais referente ao ABTS e (B) ao DPPH, ambos com &cido tanico livre, em diferentes
concentragdes; (C) atividade de eliminagdo de radicais (ABTS e DPPH) com 4&cido tanico
microencapsulado em diferentes concentragoes.

4.4 Simulacéo da Digestdo Gastrointestinal das Microcapsulas de AT e
Biodisponibilidade

Examinou-se a liberacdo de AT das microcapsulas sob condi¢des simuladas de boca,
estdmago e intestino delgado e os resultados sdo apresentados através da Figura 9. Foi
possivel observar que a liberacdo de AT ocorreu de forma lenta durante o trato digestivo
simulado. Na boca houve apenas 18% de liberacéo, alcancado cerca de 37% de liberagédo
nos fluidos gastricos simulados apds 120 minutos de digestdo. A liberacdo mais lenta do
AT encapsulado pode ter ocorrido por uma associacao de fatores, como a presenca de pH
favorével a interacdo dos hidrocol6ides, bem como a acéo reticulante da TGase associada
a hidrdlise parcial da Lf pela acdo da pepsina, favoreceu a manutencdo da estrutura das
microcapsulas e consequentemente o encapsulamento do AT. A agdo dos reticulantes tém
sido associada a formacdo de uma rede de interacdo mais coesa e forte, 0 que poderia
interferir na hidrélise (acdo das enzimas) da camada de revestimento interfacial das
microcapsulas e da emulsdo por efeito de impedimento estérico durante as etapas de
digestéo, resultando em um controle na liberacdo de compostos encapsulados na fase
gastrica (CHEN, BOLOGNESI e VLADISAVLJEVIC, (2021); EISINAITE et al., 2018;
LAU etal., 2017).

Ja na fase do intestino delgado, houve uma répida liberagéo do restante do AT (cerca
de 69%) nos primeiros 30 minutos de digestdo. Isso ocorreu devido a agdo simultanea do
pH, concentracao fisioldgica de sal (> 150 mM) no sistema digestivo, acdo das enzimas
pancreaticas e da bile, que promovem concomitantemente a dissociacdo e a quebra da
emulsdo das microcépsulas. Esses resultados demonstram que a técnica de formacéo das
microcapsulas, bem como o material de parede utilizado foram capazes de controlar a
liberacdo do AT na fase gastrica, evitando boa parte de sua inativacdo até o local alvo de
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liberacdo, o intestino grosso. Assim a capacidade de controlar a retencao e liberagédo de
polifendis no intestino humano é um fator preponderante no sucesso da técnica de
encapsulamento, assim como na sua aplicacdo, pois estes fatores influenciam sua
bioacessibilidade e metabolismo dos mesmos (Annunziata et al., 2020). Um estudo
recente mostrou que a maior parte do AT livre era rapidamente liberado para os fluidos
gastricos, com 93,5% estando presente ap6s 30 minutos e 100% ap6s 60 minutos durante
a digestdo (LIANG et al., 2021). Esta liberacdo rapida na fase gastrica tem sérias
consequéncias na capacidade de inibi¢ao da enzima a-amilase. Zhao et al., (2013)
demonstram que quando AT esta livre durante o processo de digestdo gastrica hd uma
ligeira inibicdo da sua atividade contra a-amilase no intestino delgado devido a presenca
de proteinas e pepsina, onde o AT primeiro interage e liga-se as proteinas e pepsina e/ou
aminoacidos hidrolisados pela pepsina antes de entrar no intestino delgado. Como
consequéncia desta interacdo prematura, ocorre entéo a inativacdo do AT o que inviabiliza
sua interacdo com a-amilase no intestino delgado (ZHAO et al., 2013).

80

70-_ [I I " 7T

Fase Intestinal

2]
o
1

[4)]
o
1

Fase oral

AN

= |
- = S = —
4 il

Liberag&o do AT (%)
w
o

Fase gastrica

N
o
1

10 1 ' I 4 I ' I i I ! I ' I 4 I ' I
0 30 60 20 120 150 180 210 240
Tempo (min)
Figura 9: Liberacdo do AT contido nas microcapsulas (amostra S5) durante a digestdo
in vitro.
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5 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a AT pode ser eficientemente encapsulado mediante a
formagdo uma emulsdo A/O/A utilizando como material de parede a Lf e Pec. As
microcapsulas foram obtidas em pH 5,5 e na razdo de 10:1 (lactoferrina: pectina) de
material de parede, e a maior EE (91,71%) foi obtido na concentracdo de 0,5% de
biopolimero e proporcdo de 1:0,15 (parede para nucleo). Além disso, foi possivel
constatar que quando as microcépsulas sdo expostas a pH muito acido (pH 2,0) ou basico
(pH ~ 8,0) o diametro e a estabilidade das mesmas podem ser afetados, entretanto quando
estas sdo expostas a temperaturas elevadas (80 °C) nenhum efeito deletério é observado
em sua estrutura (~ 0,75+0,19 um) ou estabilidade o que permite inferir o seu potencial
de aplicacdo em matrizes alimenticias ou farmacéuticas que sdo produzidas nesta faixa
de temperatura. Além disso, as microcapsulas formadas foram capazes de proteger boa
parte do AT ao longo do trato digestivo simulado promovendo uma liberagéo controlada
e mais acentuada no intestino delgado, onde o AT obteve uma bioacessibilidade de 38%
apos a digestdo in vitro. Assim, as microparticulas estudadas apresentam-se como um
sistema eficaz de carreamento do acido tanico que poderiam ser aplicadas em alimentos
nutracéuticos, suplementos alimenticios ou formulag6es farmacéuticas.
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