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RESUMO GERAL

Bioativos sdo componentes que promovem beneficios a satude do ser humano, podem
estar presentes naturalmente em alguns alimentos, mas também podem ser adicionados como
ingredientes em outras matrizes alimenticias desenvolvendo esse tipo de produto. Porém,
esses compostos possuem limitacdes quanto ao seu uso, pois sdo instaveis a presenca de luz,
oxigénio, mudancgas de pH e temperatura. Com isso, é necessario desenvolver técnicas de
protecdo desses composto, como os métodos de microencapsulacdo. O método utilizado para
a microencapsulagiao do a-tocoferol foi a gelificacdo i6nica utilizando o alginato combinado a
outros biopolimeros. Para definir as melhores condigdes de microencapsulagao do a-tocoferol
o trabalho foi realizado em etapas. Na primeira etapa, foram produzidas emulsdes utilizando o
alginato, combinado com outros materiais (goma ardbica, goma de cajueiro, inulina, isolado
proteico de soro e maltodextrina). Essas emulsdes foram caracterizadas e analisadas quanto a
reologia. As formulagdes utilizando a inulina e a goma de cajueiro apresentaram boa
homogeneidade (span = 3,85) e boa dispersdo de gotas (microscopia), respectivamente, e por
isso, foram os biopolimeros selecionados para a segunda etapa do trabalho. Nessa segunda
etapa, as emulsbes foram atomizadas utilizando dois diferentes tipos de bico (ar pressurizado
e ultrassonico) para a produgdo das microesferas de a-tocoferol. Essas foram caracterizadas
por FTIR-ATR, eficiéncia de encapsulacdo, morfologia, distribuicdo de tamanho e perfil de
liberacdo. Em relacdo a eficiéncia de encapsulacdo, notou-se uma maior concentracao de a-
tocoferol nas microesferas produzidas utilizando atomizagdo ultrassonica. Os diferentes
métodos utilizados interferiram diretamente no tamanho das microesferas produzidas.
Percebeu-se que as microesferas produzidas a partir de ar pressurizados apresentaram
tamanhos préximos a 130 um e aquelas produzidas por energia ultrassdnica apresentaram
tamanhos entre 70 e 90 um. Em relagdo ao perfil de liberagdo, ndo houve diferenca
significativa quanto a estabilidade das microesferas produzidas pelos diferentes métodos.
Diante desses resultados, foi realizada entdo a terceira etapa do projeto, na qual, definiu-se
utilizacdo da energia ultrassonica para producdo das microesferas. Com isso, foram mantidas
as combinac0es alginato + inulina e alginato + goma de cajueiro, ambos 1,75% (m/v) + 0,5%
(m/v), as microesferas foram produzidas e em seguida liofilizadas. Novamente, as
microesferas foram caracterizadas. Houve um aumento na eficiéncia de encapsulacdo quando
adicionada a inulina ou a goma de cajueiro em relacdo ao alginato puro, de 76,31% para 80,83
e 78,68%, respectivamente. Quando mantidas a temperaturas mais altas por 30 dias os
materiais complementares também contribuiram para uma maior estabilidade do ativo nas
microesferas. Na temperatura de 40 °C a microesferas de alginato e inulina apresentaram a
maior atividade antioxidante (11,85%) ao final do periodo estudado. Ao analisar a
bioacessibilidade do a-tocoferol, verificou-se que a presenca de inulina resultou em uma
maior bioacessibilidade (58,60%), em comparacdo as microesferas produzidas utilizando
somente o alginato (16,22%). Com isso, podemos concluir que é possivel desenvolver um
sistema de liberacdo controlada eficiente e estavel utilizando o alginato e biopolimeros
complementares compativeis através da atomizacdo por energia ultrassonica, e que estes
promovem melhorias nas propriedades das microparticulas permitindo a incorporacdo dessas
em diferentes matrizes alimenticias.

Palavras-chave: Energia ultrassonica. Antioxidante. Vitamina E. Inulina. Goma de cajueiro.
Alginato.



GENERAL ABSTRACT

Bioactives are components that promote human health benefits, they can be naturally
present in some foods, but they can also be derived as ingredients in other food matrices
developing this type of product. However, these compounds have limitations regarding their
use, as they are unstable to the presence of light, oxygen, changes in pH and temperature.
Therefore, it is necessary to develop techniques for protecting these compounds, such as
microencapsulation methods. The method used for microencapsulation of a-tocopherol was
ionic gelation using alginate combined with other biopolymers. To define the best
microencapsulation conditions for a-tocopherol, the work was carried out in stages. In the
first stage, emulsions were produced using alginate, combined with other materials (gum
arabic, cashew gum, inulin, whey protein isolate and maltodextrin). These emulsions were
characterized and analyzed for rheology. The formulations using an inulin and an independent
cashew gum good homogeneity (span = 3.85) and good drop dispersion (microscopy),
respectively, and for this reason, were the biopolymers selected for a second stage of the
work. In this second stage, as emulsions they were atomized using two different types of
nozzle (pressurized and ultrasonic air) for the production of a-tocopherol microbeads. These
were characterized by FTIR-ATR, encapsulation efficiency, morphology, size distribution and
release profile. Regarding the encapsulation efficiency, a higher concentration of a-tocopherol
was observed in the microbeads produced using ultrasonic atomization. The different methods
used directly interfered with the size of the microbeads produced. It was noticed that as
microbeads produced from pressurized air source close to 130 um and those produced by
ultrasonic energy generated between 70 and 90 um. Regarding the release profile, there was
no significant difference regarding the stability of the microbeads produced by the different
methods. In view of these results, the third stage of the project was carried out, in which the
use of ultrasonic energy for the production of microbeads was defined. With that, alginate +
inulin and alginate + cashew gum models were maintained, both 1.75% (w/v) + 0.5% (w/v),
as microbeads were produced and then lyophilized. Again, microbeads were characterized.
There was an increase in encapsulation efficiency when inhaling an inulin or a cashew gum in
relation to pure alginate, from 76.31% to 80.83 and 78.68%, respectively. When kept at the
highest temperature for 30 days, the complementary materials also contributed to a greater
stability of the asset in the microbeads. At 40 °C to alginate and dissipated inulin microbeads,
the highest antioxidant activity (11.85%) at the end of the study period. When analyzing the
bioaccessibility of a-tocopherol, it was found that the presence of inulin resulted in greater
bioaccessibility (58.60%), compared to microbeads produced using only alginate (16.22%).
With this, we can conclude that it is possible to develop a controlled and efficient
transmission system using alginate and complementary biopolymers that are compatible
through atomization by ultrasonic energy, and that they promote improvements in the
properties of microparticles allowing their incorporation into different food matrices.

Keywords: Ultrasonic energy. Antioxidant. Vitamin E. Inulin. Cashew gum. Alginate.
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PRIMEIRA PARTE



1 INTRODUCAO

A industria de alimentos tem procurado o desenvolvimento de produtos funcionais
para suprir uma demanda crescente do mercado, esses produtos funcionais sao alimentos que
além de nutrir, promovem a saude do consumidor. Uma das formas de produzir esses
alimentos € atraveés do uso de compostos bioativos como ingredientes em formulacGes
alimenticias.

Os compostos bioativos apesar de apresentarem caracteristicas funcionais, séo muito
instaveis a fatores como luz, temperatura e oxigénio, o que limita a sua aplicacdo direta e
incorporacdo em algumas matrizes alimenticias. Para melhorar essa instabilidade, a
microencapsulacdo é uma técnica que proporciona protecdo desses compostos e permite o seu
uso no desenvolvimento de uma gama maior de novos produtos alimenticios.

O a-tocoferol (a-TOC) é um exemplo de composto bioativo que pertence a familia da
vitamina E, que € a principal antioxidante lipossoltvel da dieta, atuando em funcGes
importantes no corpo. A vitamina E atua como um antioxidante que interrompe 0 processo
oxidativo prevenindo a propagacao de reagdes de radicais livres, sendo que o a-tocoferol € o
que apresenta essa atividade biolégica mais alta.

A microencapsulacdo é um processo ja utilizado na industria de alimentos e pode ser
realizada através de diversas técnicas, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do
composto a ser encapsulado e do material de parede e da necessidade de aplicacéo.
Compostos muito instaveis necessitam de métodos de microencapsulacdo que apresentem
condigdes de processo brandas, assim como a gelificagcdo ionica.

O método de gelificacdo ibnica € baseado na interacdo eletrostatica de um polimero
carregado e um ion multivalente. Nessa técnica o polimero mais utilizado é o alginato, um
polieletrolito anidnico que apresenta caracteristicas tecnologicas importantes, como nao-
toxico (“Generally recognized as safe” — GRAS), abundante e de fonte natural, biodegradavel,
biocompativel e capaz de formar gel.

No processo de gelificagdo ibnica algumas das principais varidveis como o tipo de
atomizador, e o tipo e concentracdo do material polimérico (encapsulante) influenciam
diretamente no tamanho, morfologia, estabilidade e eficiéncia de encapsulacdo da microesfera
produzida, ou seja, interfere na viabilidade da técnica e sua aplicagéo.

Processos mais simples de gelificagdo idnica utilizam técnicas de gotejamento para
producdo das particulas, porém esses produzem macroesferas e apresentam limitagdes quanto

a automacdo e aumento de escala do processo. Para aplicagdo das microesferas contendo
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compostos bioativos produzidas pela técnica de gelificagdo idnica, de uma maneira geral,
quanto menor forem essas particulas, melhor sera sua aplicacao tecnolégica pois melhora suas
propriedades como dispersibilidade, homogeneidade, estabilidade e eficiéncia de
encapsulacdo. Desta forma, métodos alternativos para a formacdo das microesferas tem sido
estudados sendo um deles a atomizacao por energia ultrassonica.

O uso de energia ultrassonica para a atomizacdo de fluidos/emulsbes utiliza o
fendmeno de cavitacdo para quebrar o liquido, que ocorre por meio de energia de alta
intensidade e frequéncia, e é gerado pela onda de ultrassom. Diferentemente da atomizacédo
por ar pressurizado que usa a energia mecanica para pressurizar a lamina de liquido,
aumentando sua energia cinética para uma possivel desintegracdo para formacéo das goticulas

Por outro lado, apesar das caracteristicas tecnoldgicas positivas do alginato ja
apresentadas, este apresenta baixa capacidade de barreira, produzindo microesferas que
apresentam menor estabilidade e a limitagdo da producdo de microesferas porosas utilizando
somente alginato em baixas concentracGes pode ser resolvida através da adicdo de outros
biopolimeros, que poderiam melhorar a barreira produzida através do aumento da densidade
da matriz encapsulante e, consequentemente, aumentar a estabilidade das microesferas
produzidas na formacéo de um sistema de liberagdo controlada mais eficiente.

Diante do exposto o objetivo do trabalho foi avaliar e determinar qual(is)
biopolimero(s) adicionado(s) em conjunto ao alginato tem a capacidade de melhorar as suas
propriedades, analisando as caracteristicas necessarias para a viabilidade do processo com
analises de viscosidade, homogeneidade e qualidade das emulsdes produzidas para a
formagdo das microesferas de a-tocoferol. Definidos os materiais complementares mais
adequados ao alginato, o segundo objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
técnicas de atomizacdo das emulsdes, variando-se a aplicacao do tipo de energia (mecanica e
ultrassénica). Além disso, foi realizada a avaliacdo da estabilidade e bioacessibilidade das
microesferas contendo a-tocoferol produzidas por meio da atomizacéo ultrassdnica com o uso

de inulina e goma de cajueiro como materiais complementares ao alginato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Compostos bioativos

Os compostos bioativos tem sido amplamente aplicados na industria de alimentos com
0 objetivo de fornecer produtos com caracteristicas funcionais e suprir uma demanda
crescente do consumidor. Apesar dos conhecidos efeitos benéficos a salde de matrizes
bioativas ou dos compostos isolados, eles apresentam certa fragilidade que deve ser
considerada no seu uso direto ou na incorporacdo de alimentos. Muitos desses produtos séo
instaveis a presenca de luz, oxigénio e ions, além de serem sensiveis a mudancas de pH e
temperatura (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015; STRATULAT et al., 2014).

Compostos lipofilicos tem baixa solubilidade, o que restringe sua incorporacdo em
algumas matrizes alimenticias, especialmente em carreadores a base de agua, e influencia sua
biodisponibilidade no corpo. A massa molecular, funcionalidade e polaridade influencia sua
solubilidade, estado fisico, estabilidade quimica e biodisponibilidade. E muito dificil avaliar a
biodisponibilidade desses compostos, ja que uma vez metabolizado eles alcancam o sistema
circulatério sistémico onde sdo armazenados, utilizados ou excretados. Dependendo da
concentracdo e do tempo dessas moléculas em um determinado tecido, ou seu uso em alguma
funcdo bioldgica, sua biodisponibilidade pode ser estimada (DIAS; FERREIRA; BARREIRO,
2015).

Para superar os problemas relacionados ao uso direto de compostos/extratos bioativos,
diversas técnicas tais como processos de microencapsulacdo surgem como um potencial na
indUstria de alimentos para lidar com sua incorporacdo, seja para conferir propriedades
funcionais ou para proteger o proprio componente bioativo (DE SOUZA et al., 2018; DIAS et
al., 2017).

Do ponto de vista préatico, a técnica de microencapsulacdo protege o material de
nacleo do meio ambiente, isso aumenta a vida Util do produto pela reducdo da transferéncia
entre 0 nucleo e o meio em volta, e protegendo as moléculas da reagdo com outros
constituintes da matriz alimenticia, os quais podem diminuir sua biodisponibilidade. A
microencapsulacdo também aumenta a solubilidade, dispersibilidade e fluxo do bioativo
(DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).
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2.1.1 Alfa-tocoferol

O a-tocoferol (a-TOC) pertence a familia da vitamina E, que é a principal antioxidante
lipossoluvel da dieta, atuando em fungbes importantes no corpo. A vitamina E é sintetizada
somente por plantas e suas principais fontes sdo os 6leos vegetais de germe de trigo, girassol e
cartamo. Vitamina E é o nome genérico dado ao conjunto de mais trés tocoferdis (B, y e 8) e
quatro tocotrienois (a, B, v e 8) (COMBS, 2008; LUO et al., 2011). O a-tocoferol se
diferencia dos outros tocoferois pela presenca do radical metil (~CHzs) nas trés ramificacGes
(R1, Rz e R3) do anel aromatico da estrutura (FIGURA 1) (COMBS, 2008).

Figura 1 — Estrutura quimica do grupo tocoferol da vitamina E.

R,

H O /\\ AN
L, P

Rz Y o ~ ~
R,

Fonte: Combs (2008).

A vitamina E atua como um antioxidante que quebra a cadeia prevenindo a
propagacdo de reacdes de radicais livres, sendo que o a-tocoferol é o que apresenta essa
atividade bioldgica mais alta. Essa atividade antioxidante envolve a redugdo de radicais livres,
protegendo contra reacBes potencialmente deletérias dessas espécies oxidantes altamente
reativas. O consumo dessa vitamina esta relacionado a reducdo do risco de diversas doencas
crbnicas, tais como doencas cardiovasculares (COMBS, 2008; LUO et al., 2011). O ciclo de

reagdes redox do a-tocoferol pode ser visto na Figura 2.

Figura 2 — Ciclo de reacgdes redox do a-tocoferol.

HO,l
02 \gl\uf‘ N"‘--—""‘v’“ l“ ,DE‘
O ‘r/ a-tocopherol \\(s
TTm—— 1 .." } H202
Y

oxidized products -« | II

electron transfer substrates -~ '\ le —— ROO=. RO*
dehydroasobate 4—«}\ %_‘*‘
hiotic acid. [ / VO A AN ROOH, ROH
thiotic acid, _ HJ_;;;AOAv.xvm,n.u,x.v%}\

GSSE %_), ascorbate

i , c-tocopheroxyl
dihydrolipoate, GSH

Fonte: Combs (2008).
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O a-TOC é um 6leo incolor a temperatura ambiente e, assim como outros compostos
nutracéuticos lipofilicos, é pouco solivel em &gua e biologicamente instavel quando exposto a
fatores ambientais, tais como luz, temperatura e oxigénio. Devido a essas limitacOes e para
melhorar sua estabilidade, tem sido aplicado em processos de microencapsulacdo para 0 uso
em industrias alimenticias e nutracéuticas (LUO et al., 2011; SOMCHUE et al., 2009).

A absorcdo entérica do a-tocoferol, e da vitamina E no geral, é dependente de uma
adequada absorcdo de lipideos. O processo requer a presenca de gordura no intestino, bem
como a secrecdo de esterases pancreaticas para a liberacdo de acidos graxos livres de
triglicerideos da dieta. Com isso, a baixa ingestdo de 6leos e gorduras na dieta pode afetar
negativamente a absor¢ao do a-tocoferol (COMBS, 2008).

Apesar dessas caracteristicas, a deficiéncia de vitamina E € rara em humanos, porém
em alguns casos a suplementacdo da vitamina pode ser necessaria. 1sso porque embora 0s
ésteres de tocoferol serem hidrolisados em tocoferol livre no duodeno, a necessidade da
enzima hidrolitica para desesterificar o suplemento ndo garante a sua biodisponibilidade
eficiente. Por isso, é vantajoso o desenvolvimento de produtos/suplementos alimentares
adicionados de vitamina E na forma de fenol livre de a-tocoferol (a-TOC). Porém, como o a-
TOC é relativamente instavel e sensivel & temperatura, oxigénio e luz, a encapsulacédo se faz
necessaria para a protecdo do a-tocoferol durante o tempo de prateleira, por exemplo
(SOMCHUE et al., 2009).

Estudos também mostram que a liberagdo controlada de a-tocoferol em condigGes
simuladas do trato gastrointestinal sem enzimas € conseguida com o uso de microesferas de
alginato, pois essas protegem o composto contra a degradagéo em diferentes valores de pH. E
além disso, pode melhorar a sua biodisponibilidade pela administracdo oral ja que permite o
transporte do a-tocoferol sem a necessidade de altas concentracdes de lipideos, responsaveis
pela formacdo das micelas e lipoproteinas de transporte e absorcao da vitamina E no intestino
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016; COMBS, 2008; HARIYADI et al., 2010;
SOMCHUE et al., 2009).

Muitos compostos bioativos lipofilicos, como o a-TOC, tem sido incorporados em
alimentos por meio de sistemas de liberagdo via emulsdo. O uso de emulsdes simples na
industria de alimentos como veiculos para aumentar a retencdo e estabilidade desses
compostos ativos lipossolUveis é um processo que gera produtos de baixo custo exigidos pelo
consumidor. Porém, o enriquecimento de alimentos utilizando essa técnica esta mais
susceptivel a deterioragdo oxidativa e desenvolvimento de ranco. Além disso, ha a

necessidade do produto ou alimento apresentar um certo teor de gordura, como por exemplo
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queijos. Por isso, a industria alimenticia tem procurado alternativas como a
microencapsulacdo para superar essas limitacbes e desenvolver uma gama maior de
produtos/alimentos funcionais (STRATULAT et al., 2014).

2.2 Microencapsulacao

A microencapsulacdo ¢ uma técnica na qual cria-se uma barreira polimérica onde um
ou mais compostos (nucleo ou fase interna) sdo cercados ou imobilizados por um ou mais
materiais (carreador ou material de parede) com o objetivo de proteger de fatores externos tais
como luz, alta concentracdo de oxigénio, calor, umidade, prevenir a evaporagdo de compostos
volateis, mascarar gosto e aroma indesejaveis, inibir interacbes quimicas e para 0
desenvolvimento de produtos de valor agregado. Por isso, essa tecnologia € muito utilizada na
indUstria alimenticia pois facilita a aplicacdo de ingredientes instaveis, além de melhorar o
processamento e textura dos ingredientes devido a baixa higroscopicidade, aumento da
solubilidade e dispersibilidade em diferentes tipos de materiais. Permite também a liberacéo
controlada no sitio de acdo do composto de interesse. Essas vantagens podem ser vistas em
diversas aplicacfes, como as encontradas por Marsanasco et al. (2015) que encapsularam
O0mega-3, Omega-6 e vitamina E por lipossomos e aplicaram em achocolatado, obtendo um
produto funcional (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; DIAS et al., 2017)

Existem diversos métodos para encapsulacdo de compostos bioativos para aplicacdo
em produtos alimenticios. A escolha do método mais adequado depende, principalmente, do
tipo de material de nucleo e as caracteristicas do produto final onde o encapsulado seré
aplicado. O material de parede a ser utilizado também deve ser analisado, pois tem grande
influéncia nas propriedades do encapsulado, como a eficiéncia de encapsulacdo (DIAS et al.,
2017).

Os materiais encapsulantes mais comuns sdo os carboidratos e as proteinas. As
caracteristicas dos materiais de parede influenciam também outras propriedades do produto
final encapsulado, sendo essas caracteristicas tamanho, forma e estrutura da particula,
determina também a estabilidade durante a produgdo, armazenamento e degradacdo contra o
ambiente externo, e controle da liberacdo do material de nucleo quando requerido (DIAS et
al., 2017).

Existem diversas técnicas que estdo sendo utilizadas e estudadas para a
microencapsulacdo de diferentes ingredientes alimenticios. Essas técnicas podem ser

classificadas em trés diferentes métodos, tais como: (1) métodos fisicos: spray drying, spray
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chilling/cooling, processos de encapsulacdo com fluidos supercriticos e spray coating; (2)
métodos quimicos: polimerizagdo; (3) métodos fisico-quimicos: coacervacdo complexa,
gelificacdo ibnica, lipossomos e emulsdes (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).

Para a escolha da técnica a ser utilizada é necessario analisar o produto final no qual
sera aplicado, o tamanho de particula desejado, os mecanismos de liberagdo e as propriedades
fisico-quimicas do material usado como agente encapsulante e ndcleo. Além disso, no caso de
ingrediente alimenticio, o custo e a seguranca do método e do material de parede também
devem ser considerados na selecdo (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).

As particulas produzidas por métodos de encapsulacdo sdo conhecidas como
microcépsulas ou microesferas (FIGURA 3). Microcépsulas sdo particulas com um nucleo
interno central, contendo a substancia ativa, a qual é coberta com uma camada de polimero
consistindo da membrana da cédpsula. Microcapsula mononuclear e polinuclear podem ser
distinguidas pela forma que o ndcleo é dividido. Lipossomos, coacervacdo complexa, spray
coating e inclusdo molecular sdo exemplos de tecnicas de encapsulagdo que produzem
microcapsulas. As microesferas sdo sistemas de matriz, nos quais o material de nucleo é
uniformemente disperso e/ou dissolvido na rede polimérica, algumas vezes incluindo a
superficie. Microesferas podem ser homogéneas ou heterogéneas dependendo do estado
molecular (dissolvido) do nicleo ou em forma de particulas (suspensédo). Gelificagdo i6nica,
spray drying e spray chilling sdo exemplos de métodos de encapsulacdo que produzem
microesferas. A obtencdo de microcapsulas ou microesferas depende principalmente da
tecnologia de encapsulacédo utilizada. As capsulas podem ser classificadas também de acordo
com o tamanho: macrocapsulas (> 5000 um), microcapsulas (0,2 a 5000 um) e nanocapsula
(< 0,2 um) (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; DA SILVA et al., 2014; DIAS;
FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Figura 3 — Tipos de particulas produzidas em processos de microencapsulacdo (a)
microcépsula e (b) microesfera.
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Os materiais envolvidos na encapsulagéo, o processo de producdo, a morfologia final e
a aplicacdo do produto séo os fatores mais importantes que devem ser levados em
consideracdo no desenvolvimento de um novo processo de liberacdo controlada, bem como a
estabilidade e as propriedades funcionais do composto bioativo para selecionar a técnica de
microencapsulacdo mais viavel. Além disso, para alcancar altos rendimentos de encapsulacéo
é necessario garantir a reprodutibilidade do processo, um perfil de liberacdo adequado e
superar desvantagens limitantes como agregacdo e aderéncia das microesferas (DIAS;
FERREIRA; BARREIRO, 2015).

2.2.1 Polimeros naturais

No desenvolvimento de processos de encapsulacdo, a escolha do material da capsula
ou matriz € um dos passos mais importantes, primeiramente porque deve ser ndo-toxico ao
organismo (GRAS), sua preparagdo deve considerar fatores ambientais e deve-se usar
solventes “limpos” (materiais soliveis em dgua sdo preferiveis) e, finalmente, porque o
material tem papel importante no comportamento de liberacdo do composto bioativo.
Condicdes tais como pH, temperatura e concentracdo de sal e ions também devem ser levadas
em consideracdo e definidas de acordo com a aplicacdo final das microcapsulas desenvolvidas
(DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Polimeros naturais ou biopolimeros possuem propriedades interessantes para o
desenvolvimento de nano/microparticulas de liberacdo controlada, podem ser obtidos de
diversas fontes naturais abundantes, tem baixo custo em seu processamento, sd0 seguros e
ndo-tdxicos, e sdo biodegradaveis e biocompativeis. Dentre esses materiais geralmente mais
utilizados sdo carboidratos (amido e celulose e seus derivados), exsudados de plantas e
extratos (gomas, galactomananas, pectinas e polissacarideos de soja), extratos marinhos
(carragena e alginato), polissacarideos derivados de origem microbiana e animal (xantana,
gelana, dextrana e quitosana), também sdo usados proteinas, lipideos e outros (parafina e
alguns materiais inorganicos) (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015; YANG et al., 2015).

A escolha correta do material de parede é muito importante porque influencia a
eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade da microesfera. Os critérios para selecdo do material
de parede sdo baseados nas propriedades fisico-quimicas das substancias para encapsular
(porosidade, solubilidade) e do agente encapsulante (viscosidade, propriedades mecanicas), a
compatibilidade entre os dois (o material de parede ndo deve reagir com o ndcleo) e fatores de

processo, como habilidade de manter o ndcleo dentro da cépsula, habilidade de promover a
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maxima protecdo ao nucleo contra as condi¢Ges adversas do meio e auséncia de sabor
desagradavel. Outro critério a ser considerado é o tamanho pretendido para as microparticulas
e viabilidade econémica (DA SILVA et al., 2014; ESTEVINHO et al., 2013;).

2.2.2 Alginato de sodio

O alginato € um polissacarideo abundante na natureza e ocorre como componente
estrutural de algas marinhas marrons (phaeophyceae) e como polissacarideo capsular em
bactéria do solo. Estdo presentes principalmente na parede celular dessas algas, dando
resisténcia mecénica a elas, as quais necessitam de flexibilidade na 4gua assim como precisam
de certa rigidez para suportar as correntes. Quando esses polissacarideos sdo extraidos e
isolados em sua forma de sal de sodio, eles sdo sollveis em agua, e possuem propriedades
fisicas que dependem da sua composi¢cdo (ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010;
HECHT; SREBNIK, 2016).

O alginato de sddio € um copolimero linear, binario com ligacdes (1,4) de residuos de
acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurdnico (G), seus valores de pKa sédo 3,38 e 3,65,
respectivamente, ambos na conformacdo pirandsica e presente em quantidades variadas.
Depois da hidrolise parcial, o alginato é formado por regides homopoliméricas, alternando
blocos de M e G, sendo a parte mais flexivel da cadeia, blocos de GG e blocos de MM com
um grau de polimerizacao (DP) > 20 (FIGURA 4). Suas propriedades fisicas em meio aquoso
depende ndo s6 da taxa M/G, mas também da distribuicdo das unidades de M e G ao longo da
cadeia (ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010; LIAO et al., 2015; YANG et al.,
2015).
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Figura 4 — Estrutura quimica dos varios blocos que formam o alginato.
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Fonte: Andriamanantoanina e Rinaudo (2010).

Sabe-se que a rigidez da cadeia ndo depende somente da forca idnica, mas também da
composicdo do alginato, aumentando na ordem MG < MM < GG. Consequentemente, as
propriedades fisicas e mecéanicas dependem fortemente da sequéncia desses blocos e
influenciam a sua reatividade, ou seja, a estabilidade contra a hidrélise &cida depende da
natureza desses blocos. Essa ordem também corresponde a ordem de flexibilidade dos blocos,
é também a ordem mais eficaz para a formacéo de gel do acido alginico. Assume-se também
que, em condi¢Bes acidas no estado gel, blocos GG sdo mais estabilizados em interacdes
cooperativas entre cadeias do que blocos MM e blocos MG/GM
(ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010; HECHT; SREBNIK, 2016).

A formacdo de um gel fraco é induzido proximo a pH = 3, isso porque corresponde ao
pK intrinseco dos grupos carboxilicos (a repulsdo eletrostatica entre os segmentos de cadeia
sdo observadas). A partir dos resultados dos blocos MM e GG, nessa faixa de pH, os blocos
GG em particular estdo envolvidos nos pontos de reticulacdo da rede de acido alginico (blocos
MM ndo interagem nesse pH). Com isso, a habilidade de alginatos de formar gel esta
relacionada a composicdo dos blocos, assim como a gelificacdo no célcio. O comportamento
geral em pH &cido encontrado polissacarideos carboxilicos estereorregulares € devido a
interacdes cooperativas que formam zonas de jungéo estabilizadas por uma rede de ligacdes
de hidrogénio (ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010).

Os bloco M e os blocos MG tem estrutura mais plana com sitios menores para
ocupagcéo dos cétions, e por isso, sua seletividade para ligagdo em relagdo ao Ca®* é menor,
levando a complexacdo apenas a altas concentracfes de ions. Sequéncias polialternadas tem
sido consideradas incapazes de se ligarem cooperativamente a ions Ca?* e formar zonas de

jungdo da mesma forma como os blocos G, como as ligacbes M-G levam a abruptas
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mudangas da direcionalidade local, dando origem a dobras locais na cadeia e diminuindo seu
maodulo de Young (HECHT; SREBNIK, 2016).

A gelificacdo do alginato resulta de interagdes entre os fons Ca?* e residuos G, o que
leva a associacdo cadeia-cadeia e a formacdo de zonas de juncdo. O aumento de ligacdes
seletivas de Ca?* é encontrado com o aumento do contetido de residuos G nas cadeias,
enquanto que blocos M e blocos MG alternados tem menor seletividade em relacdo ao ion.
Essa alta seletividade de ligagao i0nica ocorre pela formagdo de “caixa de ovo”, associagdo de
regides da cadeia ricas em grupo G (FIGURA 5). A afinidade de alginatos em relacéo aos ions
Ca?* aumenta com o aumento do contedo de fon no gel devido ao mecanismo
autocooperativo. O primeiro estagio da dimerizacdo é seguido por um segundo estagio de
associacdo lateral dos dimeros a altas concentracdes de Ca?* (HECHT; SREBNIK, 2016). Na
relacdo estequiométrica de grupos calcio/carboxilico, os complexos sdo geralmente insollveis
e, como resultado, permite obter fibras, filmes ou céapsulas para diversas aplicacbes
(ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010).

Figura 5 — Grupos M e G. Modelo “caixa de ovo”. Mecanismo de gelificacdo do alginato na
presenca de Ca®*.
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Fonte: Martins et al. (2017).

As propriedades tecnoldgicas mais importantes do alginato sdo seu carater espessante,
ou seja, aumenta a viscosidade do solvente apds a dissolugédo, suas propriedades de troca
ibnica e sua habilidade de formacdo de gel na presenca de contra-ions multivalentes. A
viscosidade de uma solucgdo de alginato de sédio é quase constante entre pH = 6 e 8, mas em
concentragdo moderada ap6s uma reducdo de pH a viscosidade aumenta
(ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010).
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Algumas aplicacBes industriais desse polimero sdo encontradas principalmente na
industria de alimentos, médica, farmacéutica e téxtil, e estdo ligadas a sua habilidade de reter
agua, assim como suas propriedades gelificantes, espessantes e estabilizantes. Aplicacdes
biotecnolodgicas sdo baseadas na reticulacdo instantanea e quase independente de temperatura
e sua transicdo sol/gel na presenca de cations multivalentes (por exemplo, Ca?*) em meio
aquoso. O processo é simples e economicamente viavel, resultando num gel fisico com
propriedades mecanicas adequadas. Além disso, sua capacidade de reter grandes quantidades
de fluido o torna altamente Util como matriz de imobilizacdo para sistemas de liberacao
controlada de compostos bioativos, e por apresentar bioadesividade na mucosa (HECHT,;
SREBNIK, 2016).

As principais aplicacdes tecnoldgicas do alginato estdo relacionadas as habilidades de
ligacdo de Ca e formacdo de gel, por isso é de grande importancia o controle e adaptacédo
dessas propriedades. Pardmetros estruturais intrinsecos associados ao alginato, incluindo a
relacdo M/G, bloqueio e massa molar podem ser usados para ajustar as ligacdes de calcio e as
propriedades de gelificacdo do alginato. Parametros externos também podem ser modificados
para alterar as propriedades gelificantes do alginato, tais como concentracdo de Ca,
concentracdo de alginato, forca idnica e formas de introducdo dos ions de Ca (LIAO et al.,
2015).

O processo de gelificacdo para microencapsulacdo de compostos bioativos utilizando
alginato é promovido pela gelificacdo externa, ou seja, uso do cloreto de calcio como fonte de
calcio da solucdo de reticulacdo. Os materiais formados, devido ao seu grau de reticulacdo
ibnica e funcionalidade, permite o controle de entrada de agua e entdo a liberacdo do
composto bioativo. A liberagdo controlada é realizada através de mudangcas no pH.
Basicamente, para um componente bioativo hidrofébico é feita uma emulsdo em solucdo de
alginato e a formacdo das esferas se da pelo gotejamento da emulsdo em uma solucédo de
calcio, onde a gelificacdo ocorre na superficie da gota até a completa formacdo das
microesferas (gelificacdo externa) (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015). Além disso, o0
alginato apresenta alta viscosidade em baixas concentracfes, 0 que ocasiona a formacdo de
uma rede de gel de baixa densidade, que apresenta pouca propriedade de barreira. Para reduzir
essa porosidade e melhorar a eficiéncia do efeito de barreira, o alginato tem sido combinado a
outros materiais poliméricos naturais, que aumentam as propriedades mecéanicas do gel e
reduzem a permeabilidade (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015).
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2.2.3 Goma aréabica

A goma arébica tem sido o agente encapsulante mais utilizado nos ultimos anos,
principalmente, por apresentar caracteristicas especificas de boa formacdo de filme na
interface e propriedade emulsificante. Trata-se de uma goma natural exudada do tronco e
folhagens de arvores da familia Acacia. Esta goma € um polimero que consiste de acido D-
glucurénico, L-ramnose, D-galactose e L-arabinose com cerca de 5% de proteina. Trata-se,
portanto, de um material heterogéneo, e geralmente consiste de duas fracGes: a primeira,
composta de cadeias de polissacarideos com pouco ou nenhum material nitrogenado
(correspondendo aproximadamente 70% da molécula); e a segunda, com alto peso molecular,
tem a proteina como uma parte integral de sua estrutura. A fracdo protéica do polissacarideo é
heterogénea também com respeito ao contedo de proteina. Algumas fracdes especificas
podem conter até 25% de proteina. As estruturas polissacaridicas sdo covalentemente ligadas
ao componente protéico através da hidroxiprolina, ou ainda de unidades de serina, dois
aminoacidos predominantes no polipeptideo (GHARSALLAOUI et al., 2007; RISCH;
REINECCIUS, 1995; WILLIAMS; PHILLIPS, 2009).

Esta goma é inodora, quase insipida, insoltvel em &lcool etilico, mas solivel em &gua
e apresenta baixa viscosidade quando comparada a outros polissacarideos de massa molecular
similar. Sabe-se que a goma é negativamente carregada acima de pH 2,2, e baixos pHs (<2,2)
a dissociacdo dos grupos carboxilas é suprimida (WILLIAMS; PHILLIPS, 2009). A Figura 6

ilustra a estrutura da goma arabica.

Figura 6 — Estrutura molecular da goma arabica. A: arabinosil; R1: raminose-acido
glucurdnico; R2: galactose-1,3-arabinose; R3: arabinose-1,3-arabinose-1,3-
arabinose; ®: 3-1,3-galactose; o: B-1,6-galactose 6-ligada.
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Fonte: Willians et al. (2009).
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2.2.4 Goma de cajueiro

A goma de cajueiro € um heteropolissacarideo complexo exsudado principalmente da
casca da arvore do cajueiro (Anacardium occidentale) e tem propriedades semelhantes da
goma arabica. Sua estrutura tem uma cadeia principal formada por unidades de galactose
(72%), contendo ramificacbes de glicose (14%), arabinose (4,6%) e raminose (3,2%).
Unidades de acido glucurénico (4,5%) também podem ser encontradas na cadeias laterais
(ABREU et al., 2012; AZEREDO et al., 2012). A Figura 7 apresenta um possivel fragmento
da estrutura da goma de cajueiro ndo modificada.

Figura 7 — Fragmento da estrutura da goma de cajueiro.
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Fonte: Cunha et al. (2007).

Apesar da similaridade com a goma ardbica, a goma de cajueiro ainda é pouco

explorada, sendo que apresenta propriedades de formacdo de filme. Essa caracteristica é
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baseada na presenca do acido glucurdnico (pKa ~ 3,5) que torna a goma de cajueiro um
polidnion em pH acima de 4,0 permitindo sua interacdo com cations. Alguns autores afirmam
a presenca de altos niveis de célcio na goma de cajueiro, 0 que sugere a capacidade de
interagir com outros polimeros aniénicos, como o alginato (AZEREDO et al., 2012,
COMUNIAN et al., 2016).

A goma de cajueiro possui caracteristicas tecnoldgicas interessantes como baixa
viscosidade, interacdo com a agua, tem propriedades emulsificantes, adesivas e estabilizantes,
é biodegradavel e tem baixo custo, mostrando potencial aplicagdo como material encapsulante
(BOTREL et al., 2016).

2.2.5 Inulina

A inulina é um carboidrato de reserva natural de diversas frutas e vegetais. Pertence ao
grupo de polissacarideos chamados de furanos, sua estrutura quimica é formada por cadeia
principal linear de unidades frutose unidas por ligagdes glicosidicas B-(2,1) e contém um
terminal $-D-frutose ou a-D-glicose (FIGURA 8) (ROBERFROID, 2007).

Figura 8 — Estrutura quimica da inulina.
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Industrialmente, a extracdo mais comum de inulina ocorre a partir de raizes de
chicoria, pertencente a familia Compositae. Essa extracdo é feita utilizando agua quente,
seguida de refino e secagem, dando origem a uma inulina de grau de polimerizacdo médio
(GPmedio = 12). Poréem, comercialmente podem ser encontradas trés tipos de inulina, aquela

com alto grau de polimerizacdo (GPao = 25)produzida a partir da separagdo fisica, a
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oligofrutose que é de baixo grau de polimerizacdo (GPuaixo = 4) oObtida a partir da hidrélise
enzimatica parcial da inulina e um tipo de inulina feita pela mistura de 50% de cada uma
dessas inulinas com diferentes GP (ROBERFROID, 2007).

O grau de polimerizacdo esta correlacionado ao comprimento da cadeia que influencia
algumas propriedades da inulina e determinadas fungdes e aplicagdes tecnoldgicas. A inulina
de cadeia longa, por exemplo, é termicamente mais estdvel, menos solGvel e mais viscosa
(WADA et al., 2005).

A baixa capacidade de hidrolise da inulina permite que ela seja usada como fibra
dietética e também na preparacdo de microcapsulas resistentes a variacdo de pH no trato
gastrointestinal humano, permitindo a liberacdo controlada de compostos bioativos no célon
(DIMA et al., 2016; ROBERFROID, 2007).

Além disso, devido a sua conformacgédo  do carbono C2 nos mondmeros de frutose, a
inulina resiste a hidrolise enzimatica no intestino humano, a qual é especifica para ligagdes o-
glicosidicas. E por isso sdo classificadas como oligossacarideos ndo digeriveis ou prebidticos,
esses possuem a caracteristica de serem substratos para o crescimento da microbiota natural e
benéfica do intestino humano e auxiliar na inibicdo de agente patogénicos (ROBERFROID,
2007).

2.2.6 Isolado proteico de soro

As proteinas do soro sdo proteinas globulares presentes na fracdo do soro do leite e
exibe diversas vantagens fisico-quimicas e propriedades nutricionais como ingrediente
alimentar (LEON et al., 2016). Essa fracdo proteica do soro representa aproximadamente de
18 a 20% das proteinas do leite, contendo quatro proteinas principais, sendo p-lactoglobulina,
a-lactoglobulina, seroalbumina (BSA) e imunoglobulina (JOVANOVI; BARAC; OGNJEN,
2005; LEON et al., 2016).

O isolado proteico de soro (IPS) é constituido principalmente de uma mistura das
proteinas globulares B-lactoglobulina (82% m/m, 18,5 kDa) e a-lactoglobulina (15% m/m,
14,5 kDa), que pode apresentar cargas positivas quando o pH é ajustado abaixo do seu ponto
isoelétrico (pH 4,4 — 5,2) e interagir com outros polimeros carregados negativamente, como 0
alginato (NOGUEIRA; PRATA; GROSSO, 2017). A Figura 9 apresenta as estruturas

terciarias dessas proteinas globulares presentes no IPS.
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Figura 9 — Estrutura terciaria da (a) p-lactoglobulina e da (b) a-lactoglobulina.

(a) (b)
Fonte: Hammann e Schmid (2014).

Além disso, quando utilizado como material encapsulante apresenta vantagens como
boa eficiéncia para reter volateis, capacidade de formacdo de filme e boa capacidade
emulsificante, devido & sua caracteristica anfifilica (JAFARI et al., 2008).

2.2.7 Maltodextrina

A maltodextrina ou amidos hidrolisados séo extensivamente utilizados em processos
de microencapsulacdo, principalmente, pelo método de spray drying. Esses carboidratos sdo
formados pela hidrolise parcial, por acdo de acidos ou enzimas, do amido de milho e estdo
disponiveis em diferentes dextroses equivalentes (DE), que indicam o nivel de hidrélise do
polimero de amido (GHARSALLAOQUI et al., 2007).

A DE esta relacionada ao grau de polimerizacdo, ou seja, a DE de um produto de
hidrolise equivale ao seu poder redutor, como uma porcentagem do poder redutor da dextrose
pura (D—glicose), sendo entdo inversamente relacionada ao seu peso molecular médio
(GHARSALLAOUI et al., 2007; JAFARI et al., 2008). A estrutura quimica que representa as
unidades formadoras da maltodextrina esta apresentada na Figura 10.

Figura 10 — Estrutura quimica das unidades repetitivas da maltodextrina.

CH,OH CH,OH CH,OH
o o) o)
OH OH OH
OH o) o) OH
OH OH J, OH

Fonte: Jafari et al. (2008).
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Sdo definidas como maltodextrinas os produtos com valores de DE menores que 20.
De maneira geral, estes produtos s&o menos higroscopicos, ndo apresentam docgura, além de
serem excelentes para contribuir com o corpo de sistemas alimenticios. Os amidos
hidrolisados oferecem vantagens como baixo custo relativo (aproximadamente um terco do
amido modificado), aroma e sabor neutros e baixa viscosidade em altas concentracGes de
solidos. Além disso, oferecem boa protecdo contra oxidagdo (dependendo da dextrose
equivalente). O maior problema da utilizacdo desse material de parede é que ele tem pouca
capacidade emulsificante. Portanto, é desejavel a utilizacdo de maltodextrina em combinacao
com outros polimeros com atividade de superficie, como amidos modificados e proteinas,
com o objetivo de obter uma microencapsulagao eficaz com alta retencdo do material bioativo
e alta eficiéncia de encapsulacdo a baixo custo (GHARSALLAOUI et al., 2007; JAFARI et
al., 2008).

2.3 Emulsao

Emulsbes séo sistemas de dispersao, as quais sao produzidas pela homogeneizacao de
um 6leo em uma fase aquosa. Sdo sistemas termodinamicamente instaveis e a quebra das
emulsdes pode acontecer devido a floculagdo, coalescéncia, sedimentacdo e creaming.
Emulsdes podem ser estabilizadas pela adi¢do de polissacarideos como  ocoferdis es, esses
apresentam vantagens sobre as proteinas pois sdo menos sensiveis as condi¢cdes do meio (pH,
temperatura e forca ibnica) (GHARIBZAHEDI et al., 2012).

A estabilidade de uma emulsdo pode também ser aumentada pelo aumento da
viscosidade da fase continua. Isso reduz a mobilidade das goticulas de 6leo e, portanto, evita
processos como a coalescéncia. Simultaneamente, a viscosidade da fase continua influencia o
tamanho da gota de 6leo, desde que o rompimento da goticula é determinado pelas tensdes de
cisalhamento exercidas na superficie da gota (OPPERMANN et al., 2018).

Polimeros naturais como proteinas e polissacarideos possuem propriedades funcionais,
tais como gelificacdo, emulséo e interacdo com outros materiais, e por isso podem ser usados
para a preparacdo de nano/microparticulas e geis para a encapsulacdo de um composto
bioativo e co-encapsulacdo de mdaltiplos compostos bioativos. Em geral, os compostos
bioativos hidrofobicos séo dissolvidos na fase oleosa interna das emulsdes 6leo-em-agua
(O/A) estabilizadas por proteinas ou outros polimeros. Quando utilizado emulsificante, que

reveste a goticula de 6leo hd um certa estabilizacdo da emulsdo, porém a emulsdo é limitada
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para aplicacdo como sistema de liberagdo controlada, pois ndo tem capacidade para controlar
a estabilidade quimica dos compostos bioativos (FENG et al., 2018).

2.4 Reologia

As propriedades reoldgicas das emulsdes e a viscosidade dos seus componentes
individuais influenciam na ruptura das gotas quando submetidas a forcas externas, como por
exemplo em atomizadores de fluidos. Além de fornecer informacgdes sobre a estrutura e
interacdo entre os componentes da emulsdo (McCLEMENTS et al., 2007).

De acordo com o comportamento reoldgico os fluidos podem ser classificados como
Newtoniano ou ndo-Newtoniano (por exemplo, pseudoplasticos ou dilatantes). Os fluidos
Newtonianos ideais devem ser incompressiveis, homogéneos e isotropicos, além disso, sdo
caracterizados por manterem sua viscosidade independente da taxa de deformacdo, ha uma
relagdo linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacgédo (BOTREL et al., 2016;
McCLEMENTS et al., 2007; WILLIAMS; PHILLIPS, 2009).

A reologia de emulsdes também € influenciada pelo tamanho das goticulas e da
distribuicdo do tamanho das goticulas, esses dois fatores e o tipo de fluido afetam diretamente
a uniformidade e o tamanho de microparticulas produzidas a partir de emulsées em sistemas
de liberagdo controlada. Fluidos Newtonianos mantem a sua viscosidade, mesmo quando
sofrem aplicacdo de forca externa para a atomizacdo e producdo de microparticulas,
caracteristica importante para a eficiéncia do processo/sistema utilizado (BOTREL et al.,
2016; McCLEMENTS et al., 2007).

2.5 Gelificacao idnica

Alguns polimeros naturais sdo polieletrolitos, os quais, apresentam forma idnica em
solucdo. Como exemplo de polieletrélitos naturais tem-se a quitosana e o alginato. A
quitosana € um polieletrolito catibnico existente na natureza, os radicais presentes na cadeia
molecular da quitina e da quitosana podem protonar quando dissolvidas em solucGes acidas
diluidas. J& o alginato € um polissacarideo aniénico, o qual os residuos de acido carboxilico
podem ionizar e passam a ter carga negativa (YANG et al., 2015).

Esses polieletrolitos podem agregar em microparticulas através de ligacdo cruzada

com substancias moleculares com carga oposta por interagdo eletrostatica. A gelificacdo do
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alginato, por exemplo, pode ser induzida pela ligacdo cruzada das unidades de acido
gulurénico com cétions di ou polivalentes, como o célcio (YANG et al., 2015).

O método de gelificacdo ibnica € o terceiro método mais relatado na literatura para a
encapsulacdo de compostos bioativos alimenticios, ja que é caracterizado por condicdes
brandas que afetam minimamente a integridade da maioria dos compostos bioativos. Esse
método é requerido, principalmente, em casos que baixas temperaturas de processo sdo
recomendadas durante o processo de encapsulacdo, para evitar a ocorréncia de reacgoes
indesejaveis e volatilizacdo de produtos (DIAS et al., 2017; VAKARELOVA et al., 2017).

A gelificacdo idnica é um processo que produz particulas tipo microesfera. No geral,
esse método produz particulas com superficie uniforme e com uma distribuicdo de tamanho
de 1 a 10000 um. E um processo continuo e tem uma alta capacidade de producdo. O
processo mais comum de extrusdo utiliza o biopolimero alginato como material de parede e é
baseado na capacidade de gelificacdo desse polimero na presenca de célcio ibnico, sem a
necessidade de aquecimento (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; YANG et al.,
2015). As principais variaveis que influenciam o tamanho das particulas na técnica de
extrusao sdo a concentracdo das solucdes de polimero e reticulante, a taxa de fluxo da solucéo
gotejante, a distancia do bico e da solugdo gelificante e o tamanho do bico (RAMOS et al.,
2018).

O método de gelificacdo idnica garante a protecdo dos compostos encapsulados, mas
raramente esta relacionado a encapsulacdo de compostos lipofilicos. Isso pode ser explicado
porque os polimeros usados como material de parede no processo de gelificacdo ibnica, como
o alginato, ndo tem propriedades de superficie e sdo compostos hidrofilicos, entdo, para a
encapsulacdo de materiais hidrofobicos € necessério incluir um emulsificante e preparar uma
emulsdo antes do processo de gelificacdo (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).

2.5.1 Atomizacao

A atomizacdo é a desintegracdo do liquido em pequenas gotas. O controle do tamanho
das gotas esta relacionado ao estudo do mecanismo usado para quebrar as laminas de liquido.
Processos convencionais de atomizagdo, como atomizagdo por pressurizagao, usam a energia
mecanica para pressurizar a lamina de liquido, aumentando sua energia cinética para uma
possivel desintegracdo para formacdo das goticulas, porém esses processos requerem mais
energia (RAMISETTY; PANDIT; GOGATE, 2013). Um esquema representando a produgéo
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de microesferas de alginato através da atomizacéo por pressurizacdo pode ser observado na
Figura 11.

Figura 11 — Esquema de producdo de microesferas de alginato através de atomizacdo por
pressurizacao.

Atomizer
— Peristaltic
Flow Meter Pump )
- Alginate
Compresor .
|j '; B Calcium Chlgride.
@) T - - - -

Fonte: Chan et al. (2012).

2.5.2 Atomizagao ultrassonica

A atomizacdo ultrassonica é baseada no processo em que um liquido na forma de um
filme fino flui sobre uma superficie vibrante (frequéncia > 20 kHz), rompendo-0 em pequenas
gotas. O mecanismo de desintegracao do liquido durante a atomizacdo ultrassonica pode ser
explicada pela hipétese de onda capilar ou pela hip6tese da cavitacdo. A hip6tese da onda
capilar é baseada na instabilidade de Taylor, a qual, a forte correlacdo entre o tamanho médio
das gotas e o comprimento de onda capilar favorece a teoria das ondas capilares. A hipotese
da cavitacdo é geralmente aplicada a altas frequéncias (16 kHz — 2 MHz) e sistemas de alta
intensidade de energia (W/m?) (AVVARU et al., 2006; DALMORO et al., 2012).

Quando um filme liquido é sonicado, bolhas de cavitacdo sdo formadas na superficie
vibratéria do liquido. O fendmeno de cavitacdo ocorre em energia de alta intensidade e
frequéncia, e é gerado pela onda de ultrassom ao passar pelo meio liquido. A onda é
transmitida como uma série de ciclos de compressdo e rarefacdo afetando as moléculas
liquidas, gerando assim vazios (cavidades). Essas cavidades continuam a crescer em tamanho
até se tornarem instaveis, e entdo entram violentamente em colapso liberando energia para a
fase liquida (DALMORO et al., 2012). Durante esse colapso implosivo, especialmente de
cavidades proximas da superficie do liquido, sdo gerados choques hidraulicos de alta
intensidade. Esses choques hidraulicos iniciam a desintegrag@o do filme de liquido e causam a
ejecdo direta das goticulas (FIGURA 12) (AVVARU et al., 2006).
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Figura 12 — (a) Faixas de frequéncia ultrassonica, tipos de aplicagdes e esboco do mecanismo
de atomizacdo ultrassbnica. (b) Esquema de producdo de microesferas de

alginato atraves de atomizacao por.
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Fonte: a) Dalmoro et al. (2012); b) Da autora (2021).

Diversos fatores podem influenciar o tamanho das goticulas sendo eles: energia de
entrada, taxa de fluxo do liquido (abaixo de um Qcrit, 0 tamanho da goticula é independente de
Q), frequéncia de vibracdo (quanto maior a frequéncia, menor o tamanho de goticula) e
viscosidade do liquido (AVVARU et al., 2006; DALMORO et al., 2012). Estudos teoricos
anteriores relatam que o aumento da viscosidade da fase liquida também aumenta o tamanho
da goticula. Porém, Avvaru et al. (2006), mostraram através de estudos experimentais que o
aumento da viscosidade da fase liquida ndo aumenta o tamanho das goticulas. Isso pode
explicado devido ao fato de que liquidos com viscosidade mais altas sdo mais dificeis de
atomizar imediatamente, o tempo de residéncia desse liquido na superficie de atomizacéo

aumenta e a temperatura do liquido comega a aumentar devido a dissipagdo de energia
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vibracional. Como a temperatura aumenta, a viscosidade diminui e entdo o liquido é
atomizado em uma viscosidade critica, dependendo da intensidade do ultrassom operacional.
Além disso, a pressdo de vapor também aumenta e isso faz aumentar a atividade cavitacional
(AVVARU et al., 2006).

O tamanho das goticulas para fluidos ndo-Newtonianos com comportamento
pseudopléstico, ou seja, aqueles que apresentam menor viscosidade quanto maior a tensdo
aplicada a eles, apresentam menor tamanho de goticula quando comparados a fluidos
Newtonianos (viscosidade constante para diferentes taxas de cisalhamento) (AVVARU et al.,
2006).

2.6 Mecanismos de liberacao

Além da protecdo do material encapsulado, a técnica de microencapsulacdo objetiva
também 6timas condicdes de liberagdo do material ativo nos locais e tempos apropriados para
obter melhor eficé4cia e disponibilidade do composto de interesse. E importante ressaltar que a
liberacdo de alguns compostos deve ser evitada durante o processamento e armazenamento
dos produtos alimenticios, ocorrendo no corpo do consumidor (COMUNIAN; FAVARO-
TRINDADE, 2016).

A liberacdo de um agente ativo pode ser baseada em um ou em uma combinacéo de
mecanismos de liberacdo e esses podem ser: tempo especifico, sitio especifico, taxa especifica
e/ou estimulo especifico. O mecanismo de liberacdo pode ser classificado de acordo com o
fendmeno fisico-quimico associado com a substancia ativa liberada: difusdo controlada,
barreira controlada, ativada por pressdo, ativada por solvente, controle osmotico, controle por
pH, sensibilidade a temperatura, ativada por fusdo e sistemas combinados (ESTEVINHO et
al., 2013).

Qualquer tipo de interacdo molecular que ocorre durante o processo de encapsulagao
(spray drying, coacervacdo complexa, gelificacdo idnica ou complexacdo) pode ser desfeita
com adicdo de solventes ou pela variagdo de pH. Os valores de pH determinam a liberacdo
dos compostos encapsulados ja& que a variagdo desses valores alteram a solubilidade dos
materiais de parede (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).

Em sistemas de microencapsulacdo que utilizam o alginato o pH do meio tem
influéncia direta na liberacdo do composto. Em meio acido a presenga de ions H* esta
associada ao mecanismo de diminuicdo da repulsdo eletrostatica do gel formado, permitindo

ou ndo a liberacdo do composto. Solugdes de pH neutro podem alterar a estabilidade da
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parede devido & competicio pelos sitios de ligagdo do Ca?*, que é excluido e entdo a
densidade do gel reticulado diminui, permitindo a liberagdo do composto encapsulado. Nesses
sistemas de encapsulacdo, a liberacdo dos compostos em meios com valores de pH mais
elevados esta associada a taxa de degradacédo do alginato que aumenta devido ao aumento da
taxa de p-eliminacio (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; HARIYADI et al., 2010).

2.6.1 Bioacessibilidade

A bioacessibilidade é considerada a taxa do composto de interesse que é liberado apds
0 processo de digestdo. Esse processo de digestdo pode ser simulado através de analises in
vitro que fazem uma estimativa do quanto um composto bioativo pode estar bioacessivel
guando submetido as condi¢bes semelhantes ao trato gastrointestinal humano (BILGIC et al.,
2019; FREDES et al., 2018).

Caracteristicas quimicas e estruturais dos bioativos influenciam na sua
bioacessibilidade, estudos mostram que compostos encapsulados utilizando alginato tornam-
se mais bioacessiveis, devido a protecdo fornecida e também pela bioadesividade na mucosa
humana que o alginato apresenta. A bioadesividade, que é capacidade de aderir a camada da
mucosa intestinal, aumenta o tempo de permanéncia do composto bioativo e por isso melhora
a sua biodisponibilidade (HECHT; SREBNIK, 2016; SOMCHUE et al., 2009).

Hidrogéis, como o alginato, que sdao materiais que possuem boa capacidade de
retencdo de agua também melhoram a bioacessibilidade dos compostos bioativos porque
facilitam a absorcédo de fluidos e transporte de nutriente e metabdlitos, pela presenca de agua
na rede formada desses hidrogéis (BILGIC et al., 2019; WU et al., 2017).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Com os resultados obtidos no estudo conclui-se que o alginato tem boa
compatibilidade com diferentes classes de biopolimeros, foi possivel observar a formacéo de
emulsBes estaveis e com boa distribuicdo de tamanho quando adicionado o a-tocoferol a
sistemas de alginato e outros materiais poliméricos, como hidrocoloides (goma arabica e
goma de cajueiro), carboidratos (inulina e maltodextrina) e proteinas (isolado proteico de
soro). Além disso, todas as emulsdes produzidas apresentaram viscosidade abaixo do limite
permitido para a atomizagdo. Apds andlises de caracterizacdo e aplicacdo tecnoldgica, definiu-
se 0s biopolimeros inulina (propriedade prebiotica) e goma de cajueiro (polimero emergente
de baixo custo) para a produ¢ao das microesferas de a-TOC por gelificacdo idnica utilizando
dois diferentes metodos de gotejamento das emulsdes, sendo ar pressurizado e energia
ultrassonica. Produzidas as microesferas, essas foram caracterizadas avaliando propriedades
como morfologia, tamanho, eficiéncia de encapsulagdo e estabilidade. Foi possivel observar
gue a adicdo de materiais complementares ao alginato melhoram a sua propriedade de
barreira, auxiliando na protecédo do composto bioativo quando as microesferas sdo submetidas
a diferentes valores de pH e temperatura. Os resultados também mostraram que as duas
técnicas utilizadas para a formacdo das microesferas produzem sistemas de liberacdo
controlada estaveis, diferindo significativamente no tamanho das microesferas produzidas.
Sabendo-se que microesferas de tamanho menor melhora as propriedades tecnoldgicas (como
dispersibilidade e aceitacdo sensorial) e, portanto, sua aplicabilidade foram entdo produzidas
microesferas de alginato combinado com inulina ou goma de cajueiro através de gotejamento
por energia ultrassdnica. Através das andlises de caracterizacdo, estabilidade e
bioacessibilidade das microesferas de a-tocoferol pode-se inferir que é possivel produzir
sistemas de liberacdo controlada de alginato combinado aos biopolimeros inulina e goma de
cajueiro eficazes que protegem o composto bioativo e que permitem a utilizacdo dessas
microesferas em matrizes alimenticias com potencial atividade funcional, com melhora na
liberagdo do o-TOC no sistema disgestorio humano, e porque mostraram ter boa

compatibilidade, estabilidade e eficiéncia.
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ARTIGO 1 - VIABILIDADE DO PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO DE o-
TOCOFEROL POR GELIFICACAO IONICA UTILIZANDO DIFERENTES
TECNICAS DE GOTEJAMENTO

Norma NBR 6022 (ABNT, 2018).

RESUMO

O a-tocoferol ¢ um composto bioativo lipofilico com atividade antioxidante como
caracteristica funcional. Porém, possui limita¢cBes quanto ao uso devido a instabilidade que
apresenta frente a presenca de oxigénio, luz, variacdes de pH e temperatura. A gelificacdo
ibnica € uma técnica de microencapsulacdo que protege esses compostos e permite a aplicacdo
em diferentes matrizes alimenticias. Para encapsulagido do a-tocoferol foi utilizado o alginato
combinado a outros biopolimeros. Inicialmente, foram analisadas as emulsdes produzidas, 0s
resultados mostraram que todas sdo caracterizadas como fluidos Newtonianos e apresentaram
viscosidade abaixo de 50 mPa. Em seguida, selecionou-se a inulina e a goma de cajueiro para
producdo das microesferas, utilizando dois tipos de bicos atomizadores (ar pressurizado e
energia ultrassbnica). Apds a caracterizacdo das microesferas notou-se que os diferentes
métodos utilizados interferiram diretamente no tamanho das microesferas produzidas, 130 um
para ar pressurizado e 70 a 90 um por energia ultrassonica. Em relacéo ao perfil de liberacéo,
ndo houve diferenca significativa quanto a estabilidade das microesferas produzidas pelos
diferentes métodos. Com isso, pode-se afirmar que hd uma boa compatibilidade entre o
alginato e outros biopolimeros, sendo possivel desenvolver sistemas de liberagdo controlada
eficientes que protegem o a-tocoferol.

Palavras-chave: Biopolimeros. Comportamento reoldgico. Ar pressurizado. Energia
ultrassénica.
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1 INTRODUCAO

Os compostos bioativos tem sido amplamente aplicados na industria de alimentos com
0 objetivo de fornecer produtos com caracteristicas funcionais e suprir uma demanda
crescente do consumidor. Porém, muitos desses produtos sdo instaveis a presenca de luz,
oxigénio e ions, além de serem sensiveis a mudancas de pH e temperatura (DIAS;
FERREIRA; BARREIRO, 2015; STRATULAT et al., 2014).

O a-tocoferol (a-TOC) € um composto bioativo que pertence a familia da vitamina E,
sendo considerado o principal antioxidante lipossolivel da dieta, atuando em funcGes
importantes no corpo (COMBS, 2008). A vitamina E atua como um antioxidante que
interrompe 0 processo oxidativo por tocoferdis a propagacdo de reacdes de radicais livres,
sendo que o o-tocoferol aqueel componente que apresenta a atividade bioldgica mais alta
dentre os tocoferdis. O consumo dessa vitamina estd relacionado a reducdo do risco de
diversas doencas cronicas, tais como doengas cardiovasculares (COMBS, 2008; LUO et al.,
2011).

Para superar as limitacbes tecnologicas relacionadas ao uso direto de
compostos/extratos bioativos em matrizes alimenticias, as técnicas de microencapsulagéo
surgem como alternativas para proteger o componente bioativo e garantir a sua funcionalidade
(DE SOUZA et al., 2018; DIAS et al., 2017).

A microencapsulacdo € uma técnica na qual cria-se uma barreira polimérica onde um
ou mais compostos sdo cercados ou imobilizados por um ou mais materiais com o objetivo de
proteger 0s compostos bioativos de interesse de fatores externos tais como luz, alta
concentracdo de oxigénio, calor, umidade, prevenir a evaporacdo de compostos volateis,
mascarar gosto e aroma indesejaveis, inibir interacdes quimicas e para o desenvolvimento de
produtos de valor agregado (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; DIAS et al., 2017).

O método de gelificacdo idnica € uma técnica muito relatada na literatura para a
encapsulacdo de compostos bioativos alimenticios, ja que é caracterizado por condicBes
brandas que afetam minimamente a integridade da maioria dos compostos bioativos a serem
encapsulados. Essa vantagem em relacdo aos outros métodos também muito utilizados , como
o0 spray drying, se deve por ser uma técnica baseada na interacdo eletrostatica de um polimero
carregado e um ion multivalente (DIAS et al., 2017; VAKARELOVA et al., 2017).

O alginato de sodio € o material polimérico (encapsulante) mais utilizado no método
de gelificagdo ibnica para a microencapsulacdo de diversos compostos bioativos. Porém, o

alginato de sodio apresenta baixa capacidade de barreira, ou seja, as microesferas produzidas
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apresentam menor estabilidade. Essa particularidade acontece devido, principalmente, as suas
propriedades reoldgicas, pois mesmo solugbes com baixas concentracdes de alginato
apresentam alta viscosidade (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015).

A limitacdo da producdo de microesferas porosas por utilizar alginato em baixas
concentracdo pode ser resolvida atraves da adi¢do de outros biopolimeros, complementares ao
alginato, que podem melhorar a barreira produzida através do aumento da densidade da matriz
encapsulante, e consequentemente aumento da estabilidade das microesferas produzidas,
criando um sistema de protecao e de liberagcdo controlada mais eficiente.

O tamanho de particula produzida (macro ou microesfera) também €é uma
caracteristica importante na eficacia das esferas produzidas pois determinam, principalmente,
sua eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade. Na técnica de gelificacdo ibnica o tamanho da
microesfera € definido pela vazdo de alimentacdo, distancia entre o bico e o banho de
gelificacdo, além do tipo de atomizacdo (RAMOS et al., 2018).

A etapa de formacdo de gota nos processos de microencapsulagcéo determina entdo o
tamanho e a distribuicdo de tamanho das microesferas produzidas. Os principais processos de
formacdo de gota sdo agitacdo, agitacdo estatica, extrusdo e gotejamento (formacédo de gota
Unica ou excitacdo do jato) (DALMORO et al., 2012). Na encapsulacéo por gelificacdo idnica
a etapa de formacdo de gota é feita pelo processo de gotejamento, nesse processo a formagéo
de gota pode ser por gravidade (gota Unica) ou por excitacdo do jato pela aplicacdo de algum
tipo de energia para o rompimento do liquido. A formacéo de gota Unica por gravidade € um
processo lento e sem uniformidade, produz particulas de diferentes tamanhos e geralmente na
escala macro. O desenvolvimento de técnicas de excitacdo do jato permitiu otimizar esse
gotejamento, pois a utilizacdo de uma energia aplicada ao liquido permite uma atomizagéo
mais eficiente, que permite controlar o tamanho, distribuicdo de tamanho e forma (CHAN et
al., 2012; DALMORO et al., 2012).

Caracteristicas como tamanho e forma das particulas podem gerar efeitos sensoriais
diferentes em um produto. Particula com tamanho maior (500-2000 um), por exemplo, cria
uma aparéncia visual mais marcante e uma textura mais distinta na boca quando comparada
com particulas de tamanhos menores (50-100 um). Atualmente existem diversos métodos
para o rompimento do liquido produzindo particulas de diferentes intervalos de tamanho
médio durante o gotejamento ou atomizacdo (CHAN et al., 2012).

Diante do exposto o0s objetivos deste trabalho foi determinar a viabilidade da adigéo de
biopolimeros complementares ao alginato, avaliando-se caracteristicas do processo tais como

viscosidade, homogeneidade e qualidade das emulsdes produzidas para a entdo formacéo das
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microesferas de a-tocoferol de interesse. Além disso, avaliou-se o uso de dois tipos de
processos de atomizagdo (gotejamento) das emulsdes, variando-se a forma de energia
utilizada (mecénica e ultrassonica), e com isso, definir qual forma de obtencdo das
microesferas produz particulas com caracteristicas necessarias para a criacdo de um sistema

de liberacdo controlada mais eficiente.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a formacdo das microesferas foi utilizado alginato de sddio (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA) e cloreto de célcio (CaCly) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). O composto
bioativo lipofilico encapsulado foi o a-tocoferol (96,5% de pureza) (DSM Nutritional
Products, Venlo, Holanda). Os materiais de parede complementares utilizados foram isolado
proteico de soro (IPS) (Hilmar Ingredients, Hilmar, EUA), maltodextrina (MD) Neomalt (DE
9 -12) (Cassava S/A, Rio do Sul, Brasil), inulina (IN) Orafti GR (Beneo, Oreye, Bélgica),
goma arabica (GA) 381 | (Alland & Robert, Paris, Franca) e goma de cajueiro (GC)

(Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil).

2.2 Métodos

A Figura 1 apresenta o fluxograma da realizacdo sequencial do estudo.



Figura 1 — Fluxograma das
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etapas realizadas para selecdo do método de atomizacdo mais

adequado.
Preparo das
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2.2.1 Planejamento experimental e anélises estatisticas

Fonte: Da autora (2021).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com

trés repeticbes, avaliando-se o tipo de material complementar ao alginato de sodio, como

apresentado na Tabela 1. Os resultados foram submetidos a analise de variancia que foi

realizada com uso do software Statistica (Stat Soft. Inc., Tulsa, EUA) para avaliar os efeitos

das formulagbes nas caracteristicas das emulsGes e das microesferas produzidas. As
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diferencas entre os valores médios obtidos experimentalmente foram analisadas através do
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).

Tabela 1 — Delineamento experimental para microencapsulagdo de a-tocoferol através de
gelificacdo ibnica utilizando o alginato.
Material complementar

Alginato a-TOC Emulsificante
Tratamentos (% m/v)
(% miv) (%m/v) (% miv)
IPS MD IN GA GC
1 1,75 - - - - - 1,0 0,1
2 1,75 05 - - - - 1,0 0,1
3 1,75 - 05 - - - 1,0 0,1
4 1,75 - - 05 - - 1,0 0,1
5 1,75 - - - 05 - 1,0 0,1
6 1,75 - - - - 05 1,0 0,1

IPS: isolado proteico de soro; MD: maltodextrina; IN: inulina; GA: goma ardbica; GC: goma de
cajueiro.
Fonte: Da autora (2021).

2.2.2 Preparo das emulsdes

Para o preparo das emulsdes, inicialmente o alginato de sodio foi hidratado em agua
destilada por aproximadamente 12 horas & temperatura ambiente, para o preparo de uma
solucdo com concentracdao de 1,75% (m/v). AplGs a etapa de hidratacdo, adicionou-se a
solucdo 0,5% (m/v) do material complementar (IPS, MD, IN, GA e GC), 0,1% (m/v) de
emulsificante Tween 20 (Dindmica, Indaiatuba, Brasil) e 1,0% (m/v) do a-tocoferol.
Preparadas as solucdes com as formulagdes pré-determinadas, essas foram agitadas em
homogeneizador (Ultra-Turrax IKA T18 basic, Wilmington, EUA) por 10 minutos a 2500
rpm. Uma segunda homogeneizacdo foi feita em ultrassom (Digital Sonifier, Branson

Ultrasonic Corporation) pelo tempo de 2 minutos com 360 W de poténcia.

2.2.3 Caracterizacao das emulsdes

As emulsBes preparadas foram caracterizadas quanto a distribuicdo de tamanho e ao

comportamento reoldgico.
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2.2.3.1 Distribuicao de tamanho das gotas

A analise de distribuicdo de tamanho das gotas da emulsdo foi feita usando a técnica
de espalhamento de luz estdtica em aparelho Mastersizer 3000 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido) do Laboratorio de Refrigeracdo de Alimentos (DCA, UFLA).
O indice de refracdo das gotas de 6leo foi estabelecido em 1,48, o indice de refracdo da 4gua
(fase continua) em 1,33 e a absorcdo da gota fixou-se em 0,01 (EISINAITE et al., 2018;
OPPERMANN et al., 2018). O diametro médio das gotas de Oleo foi expresso segundo o
didmetro médio de Sauter (D32) e o espalhamento da distribuicdo do tamanho das gotas foi

avaliado pelo span, conforme equagdes 1 e 2, respectivamente.

T n.d?
D, = S 1
32 Enidi_ ( )

Onde d; é o didametro da gota, ni € 0 numero de gotas entre dois diametros consecutivos

[d(0,9) —d(0,1)]
d(0,5)

)

span =

Onde, d(0,1), d(0,5) e d(0,9) séo diametros médios volumétricos a 10%, 50% e 90%

do volume acumulado, respectivamente.

2.2.3.2 Comportamento reoldgico

O comportamento reoldgico foi conduzido em um viscosimetro de cilindro
concéntrico (Brookfield DVIII Ultra, Brookfield Engineering Laboratories, Stoughon, EUA)
do Laboratério de Refrigeracdo de Alimentos (DCA, UFLA), constituido por uma camara
cilindrica 13R/RP (19,05 mm de diametro e profundidade de 64,77 mm), e uma sonda SC4-18
(17,48 mm de diametro e 35,53 mm de comprimento). Para cada tratamento, o copo de
amostragem cheio (6,7 mL) e a sonda foram equilibrados a uma temperatura de 20 °C. A
viscosidade aparente das emulsdes foi avaliada como a relagdo entre a tensdo (o) e a taxa de

deformagao (y) (TEODORO et al., 2016).
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2.2.4 Produgéo das microesferas

Para dar inicio a etapa de producdo das microesferas, foi feita uma analise dos
resultados obtidos a partir das emulsdes de a-tocoferol com alginato e materiais
complementares. O fator determinante para que a emulsdo produzida pudesse ser atomizada,
para a producdo das microesferas, era a viscosidade, ja que essa era uma caracteristica
limitante para 0 uso do bico atomizador por energia ultrassénica, que permite a passagem de
fluidos com viscosidade menor ou igual a 50 mPas.

Avaliada a viscosidade das emulsbes foram observadas caracteristicas como
homogeneidade da emulsdo e tamanho das goticulas de 6leo, pois essas influenciam na
obtencdo de melhores resultados na producdo das microesferas, como a eficiéncia de
encapsulacdo. Além disso, foram consideradas caracteristicas tecnologicas dos materiais
complementares que viabilizam um aumento do valor agregado das microesferas de a-TOC.
Caracteristicas essas como a potencial funcdo prebiotica (inulina) e uso de materiais
emergentes de menor custo (goma de cajueiro).

Feita entdo a escolha dos materiais complementares que apresentavam maior nimero
de caracteristicas adequadas ao processo, as emulsdes de a-tocoferol com sistema alginato-
inulina (IN) ou alginato-goma de cajueiro (GC) foram gotejada sem dois tipos de bico
atomizadores com o objetivo de avaliar qual dos dois processos produz microesferas mais
eficientes e estaveis, criando assim um sistema de liberacdo controlada do composto bioativo

lipofilico (a-tocoferol).

2.2.4.1 Atomizacao por ar pressurizado

As emulsBes foram atomizadas utilizando-se bico pressurizado tipo spray duplo fluido
(Modelo LM MSD 1.0, Labmag do Brasil, Ribeirdo Preto, Brasil), alimentado por uma bomba
peristéltica a uma vazdo de 0,20 L/h (3,33 mL/min) e uma vazao de ar de 15 L/min. Quando
atomizadas, as esferas formadas entraram em contato com o banho de gelificacdo de solugéo
de CaClz a uma concentragdo 1,5% (m/v) sob constante agitacdo mecanica, afim de evitar
aglomeracéo das microesferas. As microesferas foram mantidas no banho de gelificacdo por
um periodo de 30 minutos sob agitacdo para a completa formacdo da estrutura de hidrogel.
Em seguida, as microparticulas foram lavadas com agua destilada e filtradas a vacuo. As

condicBes de atomizacgdo foram definidas a partir de pré-testes.
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2.2.4.2 Atomizacao por energia ultrassonica

As emulsdes foram atomizadas em equipamento de bico ultrassonico (Vibra-Cell
modelo VCX 130, Sonics & Materials INC, Newtown, EUA) com ponta de diametro igual a
5,0 mm, alimentado por uma bomba peristéaltica (MS Tecnopon Instrumentacdo, Piracicaba,
Brasil) a uma vazéo de aproximadamente 0,80 mL/min e uma amplitude de 95%. Quando
atomizadas, as esferas formadas entraram em contato com o banho de gelificacdo de solucéo
de CaClz a uma concentragdo 1,5% (m/v) sob constante agitacdo mecanica, afim de evitar
aglomeracdo das microesferas. As microesferas foram mantidas no banho de gelificagdo por
um periodo de 30 minutos sob agitacdo para a completa formacgéo da estrutura de hidrogel.
Em seguida, as microesferas foram lavadas com agua destilada e filtradas a vacuo. As

condicdes de atomizacao foram definidas a partir de pré-testes.

2.2.5 Caracterizagao das microesferas

2.2.5.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier de refletancia
total atenuada (FTIR-ATR)

Para confirmar as interagdes entre os componentes da formulacéo para a formagéo do
hidrogel foi feita a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier de
refletdncia total atenuada (FTIR-ATR) do Laboratério CAPQ (UFLA) (AHMAD; RAI,
MAHMOOQOD, 2015). As analises de FTIR foram feitas em espectrofotdbmetro em uma regido
de comprimento de onda de 400-4000 cm™. Os componentes individuais e as microesferas
foram analisadas pelo modo ATR. Os espectros FTIR-ATR foram adquiridos em resolucédo
espectral de 4 cm™ com 64 varreduras (Metodologia adaptada de RAMOS et al., 2018;
SPOLJARIC et al., 2016).

2.2.5.2 Eficiéncia de encapsulacéo
A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada relacionando a concentracdo do

composto bioativo lipofilico presente na emulsdo encapsulada com a concentracdo do

composto (a-TOC) presente nas microesferas produzidas, como mostrado na Equagéo 3.
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Concentracio de a@ OC nas microesferas
EE (%) = —— > —— X 100 3
Concentracio inicial de a@0C na emulsio

A concentracdo de composto lipofilico encapsulado foi determinado a partir da
liberagdo do a-TOC rompendo 0,5 g de microesfera em 5,0 mL de solucdo de citrato de sodio
3,0% (m/v) (pH~8,9), mantidas em banho ultrassdnico por 1 hora e ap06s esse tempo foram
mantidas em repouso por 12 h. Em seguida, foi adicionado 5 mL de etanol a solucéo e essa foi
agitada vigorosamente em vortex por 2 minutos, em seguida a solucdo foi centrifugada por 15
minutos a 3000 rpm. Realizada a centrifugacdo, foram realizadas lavagens no sobrenadante
com etanol (Metodologia adaptada de FENG et al., 2018; YOO et al., 2006). A quantificacdo
foi feita entdo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do Laboratério
CAPQ (UFLA), na qual o volume de injecdo foi de 20 pL, a uma taxa de elui¢do de 2
mL/min, com fase mével metanol:agua (96:4, v/v). Foi utilizada coluna C18, mantida a 45 °C.
A deteccdo foi realizada a 295 nm com um tempo de corrida de 30 minutos (Metodologia
adaptada de GIMENO et al., 2000).

2.2.5.3 Morfologia

A analise de morfologia das microesferas formadas foi feita através da observacdo em
microscopio optico de luz invertido Zeiss observer Z.1 motorizado com sistema Apotome e
software Zeiss Axion Vision para captura de imagem, do Laboratério de Microscopia
Eletrdnica e Analise Ultraestrutural (UFLA). Uma quantidade de microesferas foi distribuida

em uma laminula de vidro e observadas sob 0 microscépio.

2.2.5.4 Distribuicao de tamanho

A analise de distribuicdo de tamanho das microesferas produzidas foi feita usando a
técnica de espalhamento de luz estatica em aparelho Mastersizer 2000, modelo Hydro 2000
UM (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Uma quantidade de microesferas
de alginato foram dispersas em agua destilada, a qual o indice de refracdo (fase continua) foi
estabelecido em 1,33 (AGUILAR et al., 2015). O diametro médio das gotas de 6leo foram
expressos segundo o didmetro medio de Sauter (D32) e 0 espalhamento das particulas foi
avaliado pelo span, conforme equacdes ja apresentadas (Eg. 1 e 2).
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2.2.5.5 Perfil de liberagéo e atividade antioxidante

Para avaliar o comportamento, a estabilidade das microesferas e a liberacdo do
composto bioativo lipofilico ao longo do tempo, foi conduzida a determinacdo da atividade
antioxidante no meio simulante, onde as microesferas foram mantidas. Os meios utilizados
neste estudo foram solucbes de diferentes valores de pH, simulando condicdes especificas de
matrizes alimenticias (pH = 2,0 tampao &cido cloridrico, pH = 4,0 tampdo acetato e pH = 6,0
tampéo fosfato). A analise foi feita utilizando-se uma suspensédo de 2,0 g de microesfera em
20,0 mL de meio com o pH pré-definido e em temperatura ambiente 25 °C por 6 horas. Em
intervalos de tempos de 60 minutos, uma aliquota de 2,0 mL do sobrenadante foi retirada para
analise de atividade antioxidante pelo método de DPPH. Como controle positivo foi utilizado
o a-tocoferol livre na concentracio de 1,0% (Metodologia adaptada de BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2016; HARIYADI et al., 2010). A porcentagem de atividade
antioxidante no meio (AA%), medida pela técnica do DPPH (GIMENEZ-ROTA et al., 2019),
foi calculada como na Equacéo 4.

Abs Abs

amostra x 1':":' (4)

controle

Atividade antioxidante (%) =
Abs

controlea

Para avaliar a caracteristica de inchamento das microesferas nas solucGes de diferentes
pH foi feita a observacdo das particulas ap6s o tempo de avaliacdo da estabilidade através da
microscopia optica com microscopio éptico de luz invertido Zeiss observer Z.1 (Oberkochen,
Alemanha) motorizado com sistema Apotome e software Zeiss Axion Vision® para captura

de imagem.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das emulsdes

3.1.1 Distribuigédo de tamanho

As emulsdes foram caracterizadas segundo a distribuicdo de tamanho das gotas de a-
tocoferol na fase continua através da técnica de espalhamento de luz. O didametro médio das
goticulas foi expresso como diametro médio de Sauter (Ds2). Para o didmetro de Sauter 0s
valores variaram entre 0,47 e 1,42 um, sendo que todas as formulagdes tiveram diferenca
significativa entre si (p < 0,05). As emulsdes foram consideradas homogéneas baseado nos

baixos valores de span (espalhamento das goticulas) (TABELA 2).

Tabela 2 — Valores dos didametros médio de Sauter (Dz2) e span das gotas de a-tocoferol para
cada formulagdo.

Tratamentos  Ds2 (um) Span
1 1,42 £0,04* 4,16 +0,06"°
2 0,61+0,01° 4,19 +0,02°
3 0,47 £0,00° 4,26 + 0,022
4 0,78 +0,01° 3,85+ 0,02¢
5 0,57 +0,01% 4,13 +0,01°
6 0,54 +0,00¢ 4,25+ 0,022

1: Alginato (controle); 2: Alginato IPS; 3: Alginato MD; 4: Alginato IN; 5: Alginato GA; 6: Alginato
GC. Medias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2021).

Ao observar os valores encontrados para o diametro médio de Sauter (D3z) € possivel
notar que os tratamentos em que foram adicionados materiais complementares ao alginato
produziram emulsGes com menores gotas de a-TOC, ou seja, a adi¢cdo de outros biopolimeros
permitiu uma melhor distribuicdo do composto bioativo lipofilico na solucdo. Esse resultado
positivo pode ser explicado pelo aumento da viscosidade das solucGes ao acrescentar 0S
materiais complementares, isso porque emulsées mais viscosas sdo mais efetivas em prevenir
a coalescéncia das gotas de material lipidico na solucéo aquosa (EISINAITE et al., 2018).

A Figura 2 apresenta o grafico com a média da distribui¢do de tamanho de gota de a-

tocoferol para cada formulagédo das emuls6es produzidas.
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Figura 2 — Distribuicdo de tamanho das gotas de a-tocoferol presente nas emulsbes
produzidas.
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Fonte: Da autora (2021).

A Figura 3 apresenta as microscopias Opticas das emulsfes obtidas com o uso dos
diferentes materiais complementares. Observa-se que ha uma homogeneidade em todas as
emulsdes e uma boa distribuicdo das goticulas, somente na emulsdo produzida com alginato e
IPS (2) é possivel notar que hd um processo de coalescéncia das gotas de éleo. Apesar do IPS
ser uma proteina que apresenta boa capacidade emulsificante, isso pode acontecer devido a
sua instabilidade estrutural frente a condi¢cdes adversas do meio ou por apresentar cadeia
menor se comparado a materiais com alto peso molecular como as gomas (arabica e de
cajueiro) e carboidratos (inulina), apresentando assim uma solu¢do com viscosidade menor
que favorece a coalescéncia das gotas de a-tocoferol (CAMPELO et al., 2017; EISINAITE et
al., 2018; GHARIBZAHEDI et al., 2012).



Figura 3 — Microscopia Optica das emulsGes com os diferentes materiais complementares. (1)
Alginato — controle; (2) Alginato IPS; (3) Alginato MD; (4) Alginato IN; (5)
Alginato GA; (6) Alginato GC.
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Fonte: Da autora (2021).
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3.1.2 Comportamento reologico

Ao avaliar o comportamento reolégico das emulsBes, verifica-se que todas as
formulacBes apresentaram comportamento newtoniano, ou seja, existe uma relacdo linear

entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagdo, como pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4 — Comportamento reolégico das emulsdes: relacdo tensdo de cisalhamento e taxa de
cisalhamento.
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Fonte: Da autora (2021).

Conforme pode ser visto na Figura 5, verifica-se que todas as emulsdes tiveram
manutencdo da viscosidade para todas as taxas de deformacéo, confirmando o comportamento
newtoniano. Os valores médios de viscosidade aparente para os diferentes tratamentos
variaram entre 18,1 e 24,2 mPas (TABELA 3), os tratamentos com isolado proteico de soro e
inulina ndo diferiram estatisticamente entre si (p < 0,05), assim como os tratamentos que
utilizou-se goma ardbica e goma de cajueiro. Pode-se observar que a adicdo de material
complementar aumentou a viscosidade aparente em todos os tratamentos. Nas emulsGes em
que se utilizou materiais do tipo goma (5: goma arabica e 6: goma de cajueiro) houve um
aumento maior em relacdo ao tratamento controle (somente com alginato), isso pode estar
associado a capacidade de absorcdo e retencdo de agua das gomas, o que contribui para
aumentar a viscosidade do meio (BOTREL et al., 2016; WILLIAMS; PHILLIPS, 2009).
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Figura 5 — Comportamento reoldgico das emuls@es: relacdo viscosidade aparente e taxa de

deformacéo.
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Fonte: Da autora (2021).

Tabela 3 — Valores de viscosidade aparente para cada emulsdo com diferentes materiais
complementares.

Tratamento Viscosidade (mPas)

1 18,14 + 2,161
2 21,64 +0,99°
3 20,11 + 1,30°
4 21,98 + 2,88°
5 24,32 +0,30°
6 24,26 + 0,75

1: Alginato (controle); 2: Alginato IPS; 3: Alginato MD; 4: Alginato IN; 5: Alginato GA; 6: Alginato
GC. Medias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fone: Da autora (2021).

Como ja descrito anteriormente, a fase de producdo das microesferas foi realizada
utilizando apenas alguns materiais complementares, essa escolha foi feita a partir da analise
dos resultados obtidos das emulsdes de a-tocoferol. O fator determinante para que a emulsdo
produzida pudesse ser atomizada, para a producdo das microesferas, era a viscosidade, ja que
essa era uma caracteristica limitante para o uso do bico atomizador por energia ultrassonica,
que permite a passagem de fluidos com viscosidade menor ou igual a 50 mPas.

Todas as emulsdes obtidas apresentaram viscosidade abaixo de 50 mPas, entre 18,14 e
24,32 mPas. Desta forma, para a escolha dos tratamentos a serem estudados com mais

detalhes neste trabalho, optou-se por considerar caracteristicas como homogeneidade da
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emulsdo e tamanho das goticulas de dleo, pois influenciam diretamente na obtencdo de
melhores resultados na producdo das microesferas, como a eficiéncia de encapsulacdo. A
emulsdo produzida utilizando alginato e inulina foi aquela considerada de melhor
homogeneidade na distribuicdo (span = 3,85) e em relacdo ao tamanho de gotas de 6leo na
emulsdo, o tratamento goma de cajueiro foi um dos que apresentou menores didmetro das
goticulas. Além disso, foram consideradas caracteristicas tecnoldgicas dos materiais
complementares que viabilizam um aumento do valor agregado das microesferas de a-TOC.
Caracteristicas essas como a potencial funcdo prebidtica (inulina) e uso de materiais
emergentes (goma de cajueiro) (FERNANDES et al., 2016).

3.2 Caracterizacao das microesferas

3.2.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier de refletancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Para verificara ocorréncia de interacfes entre os componentes da formulacéo para a
formacéo do hidrogel foi feita a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
de refletancia total atenuada (FTIR-ATR) (AHMAD; RAI; MAHMOOQOD, 2016). Os espectros
de FTIR-ATR das microesferas produzidas, bem como dos componentes individuais que

produziram as microesferas estdo ilustrados na Figura 6.
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Figura 6 — Espectros de FTIR-ATR dos componentes puros (alginato, inulina, goma de
cajueiro ¢ o-tocoferol) e das microesferas produzidas: (1) Alginato-controle (ar
pressurizado); (2) Alginato-controle (energia ultrassonica); (3) Alginato IN (ar
pressurizado); (4) Alginato IN (energia ultrassonica); (5) Alginato GC (ar
pressurizado); (6) Alginato GC (energia ultrassonica).
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Fonte: Da autora (2021).

O espectro de alginato puro mostra uma banda caracteristica de alongamento de —OH
e ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares proximo de 3400 cm™. O espectro exibe
também uma banda forte a 1600 cm™ que corresponde as frequéncias de um grupo carbonil de
4cido carboxilico (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015).

No espectro da inulina é possivel identificar uma banda préximo a 3300 cm™ referente
a estrutura sacaridica (alongamento —-OH) (LIM; SIOW, 2016). Duas bandas
aproximadamente em 1040 e 2930 cm™ sfo tipicas para a inulina, originadas de grupos C —O
—C e grupos alifaticos —CH2, respectivamente (CUJIC et al., 2016).

O espectro para goma de cajueiro pura apresenta bandas associadas ao alongamento
assimétrico de grupos —COO™ e —OH que sdo observadas a 1640 cm™ e 3300 cm?,
respectivamente (ABREU et al., 2012; FERNANDES et al., 2016). Bandas em 1080 e 1030
cm! sdo devidas ao alongamento assimétrico da estrutura sacaridica C—-O—C, sendo a primeira
presente em maior intensidade na goma de cajueiro e a segunda na molécula de alginato (DE
OLIVEIRA; PAULA; PAULA, 2014).

Nos espectros de infravermelho vibracional, o a-tocoferol é identificado pela presenca
das bandas 1290 cm™ e 1790 cm™, em referéncia ao alongamento axial de carbonila C=0 e

pelo alongamento axial da ligacdo C—O, que compdem a ligacdo do éster. A faixa espectral do
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o-tocoferol apresenta uma faixa larga entre 3020 cm™ e 3700 cm, em referéncia ao hidroxilo
fendlico (PEREIRA et al., 2015).

A estrutura quimica do a-tocoferol e também da sua forma acetilada forma, apresenta
uma longa cadeia alquilica, um grupo fitilo de origem terpeno, como substitutos metilicos do
anel aromético do sistema cromoforo, que compdem esta molécula. O alongamento axial das
ligagdo C—H, que compdem o grupo fitilico e os substitutos metilicos do anel aromaético,
distribuindo uma faixa intensa entre 2880 cm™ a 2940 cm™, que € distinta das outras bandas
do espectro infravermelho ambos de a-tocoferol e a forma acetilada. A deformacéo da ligacao
C-C aromatico é confirmada pela presenca das bandas em 1360 cm™ e 1440 cm™. A
identificacdo destas bandas auxilia na identificacdo da presenca da molécula a-tocoferol, quer
na sua forma livre ou acetilada (PEREIRA et al., 2015).

Devido a reacdo de reticulagdo, bandas a 2920 cm™ e a 3420 cm™ foram reduzidas,
enquanto que as bandas a 1440 cm™ e 1740 cm* foram aumentadas, principalmente devido a
introducdo de grupos carbonila com o agente de reticulacdo (Ca*) (PAULA et al., 2012).

As modificacbes observadas na intensidade das bandas das microesferas produzidas
indicam a presenca de interacdes entre o sistema (materiais encapsulantes e composto
bioativo) (LIM; SIOW, 2016). Além disso, o espectro de FTIR de a-tocoferol puro mostra
que ndo houve mudangas significativas em relagdo ao nimero de onda dos seus picos
caracteristicos nos espectros das microesferas produzidas, sugerindo que as formulacGes sao

apropriadas para a encapsulagdo do a-tocoferol (CUJIC et al., 2016).

3.2.2 Eficiéncia de encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) é dada pela relacdo entre a concentracdo do
composto bioativo lipofilico presente na emulsdo e a concentragdo do composto (a-TOC)
presente nas microesferas produzidas. A porcentagem de EE é um pardmetro que deve ser
maximizado, pois indica a eficiéncia do processo e dos materiais utilizados para a producéo
das microesferas de composto bioativo.

Os valores de eficiéncia de encapsulagdo para o o-tocoferol nos tratamentos
produzidos com o uso de ar pressurizado na atomizacao variaram entre 88,29 e 92,45%, por
outro lado, para os tratamentos em que a atomizacéo foi feita através de energia ultrassonica a
EE variou de 90,84 a 97,72%, como apresentado na Tabela 4. Esses altos valores de eficiéncia

de encapsulacdo mostram que os sistemas alginato-inulina (IN) e alginato-goma de cajueiro
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(GC) sdo matrizes compativeis que podem ser usadas para encapsular emulsdes contendo a-
TOC.

Além disso, verificou-se que o aumento da viscosidade da solucdo de alginato em
funcdo da adicdo de outro biopolimero (inulina ou goma de cajueiro) induziu a uma maior
eficiéncia de encapsulacéo, para o gotejamento utilizando energia ultrassonica, iSso porque o
alginato passa a ter uma rede mais concentrada com uma parede menos porosa (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2015; CUJIC et al., 2016).

Tabela 4 — Valores médios de eficiéncia de encapsulacdo obtidos para cada tratamento
realizado na producdo das microesferas de a-tocoferol.

Eficiéncia de encapsulagédo (%)

Tratamentos i : _
Ar pressurizado  Energia ultrassonica
Alginato (controle) 92,45 + 2,85° 90,84 + 2,56°¢
Alginato IN 93,24 + 6,65° 97,72 £ 0,30?

Alginato GC 88,29 + 0,08° 94,19 + 2,20°

IN: inulina; GC: goma de cajueiro. Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2021).

O aumento da eficiéncia de encapsulagdo ao adicionar inulina no alginato pode ser
observado também em trabalho realizado por Prasanna e Charalampopoulos (2019), os quais
produziram microesferas contendo probiotico Bifidobacterium utilizando 2% (m/v) de
alginato adicionado de 0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0% (m/v) de inulina, com 0% de inulina a eficiéncia
de encapsulacéo foi de 90,84%, no tratamento em que utilizaram 2% de inulina a EE reduziu
para 87,45%. Os melhores resultados encontrados pelos autores foram aqueles utilizando 0,5 e
1,0% de inulina que apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 91,67 e 91,94%,
respectivamente, os mesmos nao tiveram diferenca significativa entre si (p < 0,05).

Trabalhos utilizando a goma ardbica, que tem estrutura e caracteristicas muito
semelhantes a goma de cajueiro, e produzem sistemas alginato-goma que possuem uma boa
interacdo relatam resultados semelhantes. Tsai, Kitamura e Kokawa (2017) encapsularam
extrato de rabanete a partir de microesferas de alginato (2%) obtendo uma eficiéncia de
encapsulacao de 83,80% e ao adicionarem 0,25% de goma arabica a EE foi de 85,65%. Paula
et al. (2012) desenvolveram microesferas de alginato (2,5%) e goma de cajueiro com 6leo de

Lippiasiloide, no estudo ao utilizarem a proporg¢éo de 1:1 os autores obtiveram uma eficiéncia
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de encapsulacdo de 69,3%, quando comparado ao tratamento em que utilizou-se mais alginato
(1:2) a eficiéncia de encapsulagdo aumentou para 71,5%.

3.2.4 Morfologia

Para avaliar a forma das microesferas produzidas para cada tratamento foi realizada
avaliacdo microscépica que estdo apresentadas na Figura 7. De maneira geral, as microesferas
produzidas tanto por gotejamento via ar pressurizado quanto via energia ultrassonica
apresentaram forma irregular. Porém, todos tratamentos em que utilizou-se ar pressurizado as
microesferas apresentaram forma semelhante a uma esfera com superficie lisa. Assim como
para os tratamentos controle (alginato) e alginato-inulina (IN) atomizados por energia
ultrassbnica, exceto para o tratamento em que adicionou-se a goma de cajueiro (GC) ao
alginato, no qual foram obtidas microesferas abertas em forma de “gota/pingente”.

A abertura observada nas microesferas do sistema alginato-goma de cajueiro pode
explicar a sua menor eficiéncia de encapsulacdo (94,19%) em relacdo ao sistema alginato-
inulina que apresentou a maior EE% (97,72%) quando utilizada a energia ultrassénica para a
atomizacdo das emulsdes. Isso porque a abertura pode permitir uma maior liberagcdo do
composto bioativo disperso na matriz.

A obtencdo de microesferas de forma irregular ocorre porque a reacdo de reticulagao
do alginato é muito rapida, as quais tomam forma imediatamente depois do impacto entre a
gota de alginato e o banho de gelificacdo (CaClz). Com isso, devido ao impacto, a gota
esférica deforma assumindo uma forma irregular, e se a reticulacdo for rapida o suficiente a

microesfera mantém a forma de pingente uma vez solidificada (BARBA et al., 2009).



62

Figura 7 — Microscopia optica das microesferas produzidas: (1) Alginato-controle (ar
pressurizado); (2) Alginato IN (ar pressurizado); (3) Alginato GC (ar
pressurizado); (4) Alginato-controle (energia ultrassonica); (5) Alginato IN
(energia ultrassonica); (6) Alginato GC (energia ultrassonica).
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3.2.5 Distribuicao de tamanho

As microesferas foram caracterizadas segundo o tamanho das particulas através da
técnica de espalhamento de luz utilizando a 4gua como fase continua. O didmetro médio das
microesferas foi expresso como diametro médio de Sauter (D32), como apresentado na Tabela
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5. Utilizando ar pressurizado para atomizagdo, o diametro de Sauter variou entre 70 e 80 um.
Quando utilizada a energia ultrassonica para atomizacgdo e producdo das microesferas, essas
apresentaram Do) entre 59 e 60 pum. As microesferas de alginato foram consideradas
homogéneas baseado nos baixos valores de span (indice de polidispersividade), entre 1,30 e
1,60, ou seja, os processos de atomizagdo produzem microesferas sem muita variagdo de

tamanho.

Tabela 5 — Valores dos didmetros medio de Sauter (D3z) e span das microesferas de alginato
para cada forma de producao.

Ar pressurizado Energia ultrassonica

Tratamentos

D) (nm) Span D@2) (um) Span
Alginato (controle) 87,33 +0,02¢ 1,38+0,01* 59,39+0,008 1,64+ 0,01°
Alginato IN 71,93+0,01° 1,39+0,00° 51,25+0,01° 1,31+ 0,002
Alginato GC 86,86 + 0,012 1,36 +0,01* 63,02 +0,022 1,57 +0,01°

IN: inulina; GC: goma de cajueiro. Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2021).

Aguilar et al. (2015), também produziram microesferas de alginato através de bico
duplo fluido, utilizando ar pressurizado para atomizacdo da emulsdo, com uma pressao do ar
de 0,125 kgf/cm? (0,123 bar) e vazdo de 555 mL/h (0,00925 L/min) e obtiveram microesferas
de alginato medindo entre 259 + 22 e 287 + 10 um. A obtengdo de microesferas menores pode
ser explicada pela maior pressdo de ar utilizada 6 bar e vazdo de ar também mais alta (15
L/min), isso porque no processo de gelificagdo idnica o tamanho das particulas é influenciado
por fatores envolvidos no processo, como vazdo e pressao do ar, distancia entre o bico e a
solucdo gelificante e outros (YANG et al., 2015).

Na Figura 8 podemos observar o grafico de distribuicdo de tamanho das microesferas
produzidas através da atomizacao por ar pressurizado, as curvas confirmam a homogeneidade

no tamanho das microesferas de alginato.
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Figura 8 — Curvas de distribuicdo de tamanho das microesferas atomizadas através de ar
pressurizado: (a) Alginato — controle; (b) Alginato IN; (c) Alginato GC.
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Fonte: Da autora (2021).

No estudo realizado por Ramisetty, Pandit e Gogate (2013) sobre a influéncia do
ultrassom na atomizacdo de fluidos, os autores notaram que quando ha um aumento da

frequéncia ha uma diminui¢cdo no tamanho das gotas. Quando utilizada a frequéncia de 40
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kHz com vazdo de fluido a 107 m%/seg (60 mL/min), obtiveram particulas medindo entre 120
e 160 um. E ao utilizarem a frequéncia de 20 kHz obtiveram particulas de quase 200 um
(RAMISETTY; PANDIT; GOGATE, 2013). Esses resultados estdo de acordo com o que foi
encontrado, j& que as microesferas de alginato produzidas utilizando uma frequéncia de 40
kHz apresentaram tamanho de aproximadamente 60 um. A producgdo de microesferas menores
pode estar relacionada a vazao de alimentacdo da emulséo que foi de apenas 0,80 mL/min. Na
Figura 9 podemos observar o grafico de distribuicdo de tamanho das microesferas produzidas
através da atomizacdo por energia ultrassénica.

Quando hd um aumento da frequéncia ultrassonica, o liquido atomizado é exposto a
um maior numero de fases de compressdao no ciclo, resultando na reducdo da taxa de
crescimento do pico da onda, o que corresponde a diminuicdo do tamanho da gota. Além
disso, como a frequéncia aumenta ha também uma diminuicdo na area superficial de
atomizacdo disponivel para a formacdo das gotas (DEEPU; PENG; MOGHADDAM, 2018;
RAMISETTY; PANDIT; GOGATE, 2013).

De uma forma geral as microesferas produzidas por meio de gotejamento utilizando-se
energia ultrassdnica apresentaram didmetros menores quando comparado ao uso do ar
comprimido e também aos vérios estudos reportados em literatura. A utilizacdo de algum tipo
de energia ou forca externa para atomizacdo (ou gotejamento) da emulsdo/solucdo e,
consequente, formacdo de gotas produz microesferas com didmetros menores, quando
comparadas com microesferas por gotejamento simples (gravidade), nesse processo as
microesferas geralmente apresentam tamanho maior que 1000 um (LEE; RAVINDRA,
CHAN, 2013). A aplicacdo do ar pressurizado (forca externa) e a vazdo em que esse ar €
aplicado na solugéo tem efeito direto no didmetro da microesfera formada, quanto maior a
taxa de ar pressurizado, menor diametro médio de Sauter (um) as microesferas apresentam.
Essa relacdo pode ser observada no estudo de Chan et al. (2012), em que ao utilizarem uma
vazdo de ar de 0,72 m®/seg produziram microesferas de 3000 um e quando essa vazdo foi
aumentada para 18,0 m3/seg conseguiram produzir microesferas de 500 um. A mesma relagéo
pode ser observada ao aumentar a frequéncia ultrassdnica durante o gotejamento, além disso,
na atomizacdo ultrassonica a velocidade de produgdo das gotas € de até 10% maior do que
com um bico de ar pressurizado (DALMORO et al., 2012). Desta forma, percebe-se um novo
potencial de aplicacdo destas microesferas, visto que tamanhos reduzidos permitem diferentes
formas de aplicacOes, especialmente em matrizes alimenticias, evitando-se desta forma

alteracdes sensoriais significativas no produto.
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Figura 9 — Curvas de distribuicdo de tamanho das microesferas atomizadas através de energia
ultrasssonica: (a) Alginato — controle; (b) Alginato IN; (c) Alginato GC.
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3.2.6 Perfil de liberacéo e atividade antioxidante

Para avaliar o comportamento de aprisionamento ¢ prote¢do do a-tocoferol
encapsulado nas microesferas produzidas, foi feito o perfil de liberacdo do composto bioativo,
analisado indiretamente através da determinacdo da atividade antioxidante (AA%) do meio
contendo as microesferas.

Ao longo do tempo analisado, para o pH = 2,00 meio contendo as microesferas
apresentaram AA% que variaram de aproximadamente 23 a 29%, as quais referem-se,
respectivamente, ao tratamento utilizando alginato e goma de cajueiro atomizado por ar
pressurizado (23,13%) e a mesma formulacdo produzida por energia ultrassonica (29,33%).
Em pH = 4,0, apds as 6 horas, essa atividade antioxidante ficou entre 9 e 15%, 0 meio
contendo as microesferas produzidas a partir de energia ultrassénica utilizando alginato e
goma de cajueiro apresentou AA% igual a 9,02% e pela mesma técnica utilizando alginato e
inulina apresentou AA% de 15,80%. Nas solucbes de pH = 6,0, a AA% dos meios com as
microesferas ficou entre 8 e 12%, sendo 8,41% para o tratamento em que utilizou-se somente
o0 alginato (controle) atomizadas por energia ultrassonica e 12,23% também para o controle
porém produzidas através de ar pressurizado.

Os perfis de liberagdo das microesferas de a-tocoferol para cada pH (2,0, 4,0 e 6,0) no
tempo de 6 horas a partir da AA% dos meios que as continham estdo apresentados na Figura
10.
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Figura 10 — (a) Perfil de liberacdo do a-tocoferol em pH = 2,0 (tampéo &cido cloridrico) — (1)
Microesferas produzidas através de atomizacdo por ar pressurizado; (2)
Microesferas produzidas através de atomizagdo por energia ultrassonica.
(b) Perfil de liberagédo do a-tocoferol em pH = 4,0 (tampédo acetato) — (3)
Microesferas produzidas através de atomizacdo por ar pressurizado; (4)
Microesferas produzidas através de atomizagdo por energia ultrassonica.
(c) Perfil de liberagcdo do a-tocoferol em pH = 6,0 (tampdo fosfato) — (5)
Microesferas produzidas através de atomizacdo por ar pressurizado; (6)
Microesferas produzidas através de atomizagdo por energia ultrassonica.
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Fonte: Da autora (2021).

Em pH = 2,0 observa-se que todos os tratamentos apresentaram uma maior atividade

antioxidante ao final das 6 horas em relacdo as microesferas submetidas a pH = 4,0 e pH =
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6,0, tanto para atomizacao por ar pressurizado quanto por energia ultrassonica, o que significa
que houve uma maior liberacdo de a-tocoferol pelas microesferas nesse pH. Entre os
tratamentos que foram produzidas microesferas através de ar pressurizado, observa-se que a
utilizacdo da inulina (IN) e da goma de cajueiro (GC) como material complementar aumentou
a capacidade de aprisionamento das microesferas, pois 0 meio contendo essas apresentaram
menor AA% ao final das 6 horas. Dentre as microesferas atomizadas por energia ultrassonica,
em pH = 2,0 e pH = 6,0 o tratamento em que utilizou-se alginato e goma de cajueiro
apresentou menor capacidade de aprisionamento, devido a sua maior AA% ao final do tempo
de liberacdo (6 horas).

Nas solucbes de pH = 4,0 e pH = 6,0, todos os meios com as microesferas produzidas
apresentaram AA% de no maximo 15% ap0s o tempo de liberacdo de 6 horas, o que permite
inferir que a forma de gotejamento ndo implica na capacidade de liberacdo das microesferas.
Bels¢ak-Cvitanovic¢ et al. (2016) explicam que a liberagdo de 10% do composto é atribuida a
liberacdo do composto que estd adsorvido na superficie, com isso, conclui-se que as
microesferas se mantiveram estaveis e ndo foram rompidas liberando o a-tocoferol
encapsulado ao longo do tempo de andlise.

A maior liberagdo de a-TOC em pH = 2,0 pode estar associada ao poder de
inchamento das microesferas, ou seja, quando submetidas ao tampdo &cido cloridrico ha uma
expansdo da estrutura de gel do alginato, aumentando a taxa de liberacdo e difusdo do
composto (HARIYADI et al., 2010; WANG et al., 2019). Além disso, em condi¢bes de baixo
pH, particulas de alginato reticuladas com calcio podem sofrer degradacdo da molécula de
alginato e subsequente reducdo do seu peso molecular, devido a hidrélise catalisada por
protons, causando liberacdo mais rapida do composto ativo encapsulado (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2016).

Foi realizada a microscopia Optica das microesferas para observar a mudanca na
morfologia das microesferas quando submetidas ao meio simulante &cido (pH = 2,0) pode ser
observada na Figura 11, na qual € possivel observar as microesferas controle (alginato) apés a
atomizacdo por energia ultrassonica antes da exposicdo ao meio e aquelas que sofreram

expansao da sua estrutura apds o tempo de anélise de liberacéo.
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Figura 11 — (a) Imagem das microesferas de alginato inicialmente; (b) Imagem das
microesferas de alginato apds exposi¢do a ambiente acido (pH = 2,0) por 6
horas.

Fonte: Da autora (2021).

A combinacéo de alginato e outros biopolimeros, como a inulina e a goma de cajueiro,
pode causar um retardo na liberacdo do a-tocoferol, isso porque esses materiais podem fazer
ligages especificas com o alginato protegendo-o da degradacdo e tornando-o mais estavel,
além de promover reducdo no inchamento das microesferas de alginato, a depender das
caracteristicas quimicas dos materiais complementares utilizados. A inulina e a goma de
cajueiro podem causar um aumento da densidade da rede de gel das microesferas de alginato
limitando a penetracdo de &gua e diminuindo a difusdo do o-TOC (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2016; WANG et al., 2019).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram de maneira geral que os biopolimeros isolado proteico
de soro, maltodextrina, inulina, goma arabica e goma de cajueiro produzem emulsdes com
viscosidade adequada para a microencapsulacdo do a-tocoferol por gelificacdo idnica
utilizando o bico atomizador por ar pressurizado ou por energia ultrassénica. Dentre 0s
biopolimeros utilizados, as formulagGes utilizando a inulina e a goma de cajueiro
apresentaram satisfatoria distribuicdo no tamanho de gotas. A inulina apresenta potencial
funcdo prebiotica e a goma de cajueiro € um material de encapsulacdo emergente e nédo
convencional, que merece atencdo. Em relacdo a eficiéncia de encapsulacdo, notou-se uma
maior concentracdo de o-tocoferol nas microesferas produzidas através da atomizacdo
ultrassénica. Os diferentes métodos utilizados interferiram significativamente no tamanho das
microesferas produzidas. As microesferas produzidas com auxilio de ar pressurizado
apresentaram tamanhos maiores do que aquelas produzidas por energia ultrassdnica. Em
relacdo ao perfil de liberacdo, ndo houve diferenca significativa quanto a capacidade de
aprisionamento das microesferas produzidas pelos diferentes métodos, quando submetidas a
solugdes com diferentes pHs. Porém, foi possivel observar que em alguns casos a adi¢do do
material complementar ao alginato foi essencial para 0 aumento da estabilidade do a-tocoferol
apresentando uma maior atividade antioxidante ao final do tempo de liberagéo.

Portanto, pode-se inferir que os sistemas de liberacdo controlada baseados em
alginato-inulina ou alginato-goma de cajueiro mostram-se eficazes para a encapsulacéo do a-
tocoferol, pois apresentam caracteristicas que permitem a utilizacdo dessas microesferas em
matrizes alimenticias com potencial atividade funcional, ja que mostraram ter boa

compatibilidade, estabilidade e eficiéncia.
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ARTIGO 2 - ESTABILIDADE E BIOACESSIBILIDADE DE a-TOCOFEROL
MICROENCAPSULADO POR GELIFICACAO IONICA ASSISTIDO POR
ATOMIZACAO ULTRASSONICA

Norma NBR 6022 (ABNT, 2018).

RESUMO

O a-tocoferol é um composto funcional com atividade antioxidante que atua reduzindo
radicais livres. Para seu uso direto ou incorporagdo em matrizes alimenticias é necessaria sua
encapsulacdo e essa pode feita atraves da gelificacdo ibnica. Para producdo de microesferas
mais eficientes e de tamanho adequado utilizou-se a atomizagédo por energia ultrassonica. As
microesferas foram analisadas e caracterizadas pela eficiéncia de encapsulacdo, morfologia,
estabilidade e bioacessibilidade, através da digestibilidade in vitro. Com os resultados obtidos,
percebeu-se que houve um aumento na eficiéncia de encapsulacdo quando adicionada a
inulina ou a goma de cajueiro em relacdo ao alginato puro, de 76,31% para 80,83 e 78,68%,
respectivamente. Quando mantidas a temperaturas mais altas por 30 dias os materiais
complementares também contribuiram para uma maior estabilidade do ativo nas microesferas.
Na temperatura de 40 °C a microesferas de alginato e inulina apresentaram a maior atividade
antioxidante (11,85%) ao final do periodo estudado. Ao analisar a bioacessibilidade do a-
tocoferol, verificou-se que a presenca de inulina resultou em uma maior bioacessibilidade
(58,60%), em comparacdo as microesferas produzidas utilizando somente o alginato
(16,22%). Com isso, podemos concluir que é possivel desenvolver um sistema de liberacéo
controlada eficiente e estavel utilizando o alginato e biopolimeros complementares
compativeis através da atomizacdo por energia ultrassonica, e que estes promovem melhorias
nas propriedades das microesferas permitindo a incorporacdo dessas em diferentes matrizes
alimenticias.

Palavras-chave: Alginato. Inulina. Goma de cajueiro. Digestibilidade in vitro.
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1 INTRODUCAO

O a-tocoferol (a-TOC) pertence a familia da vitamina E, que é a principal antioxidante
lipossoluvel da dieta, atuando em fungbes importantes no corpo. Essa atividade antioxidante
envolve a redugdo de radicais livres, protegendo contra reacdes potencialmente deletérias
dessas espécies oxidantes altamente reativas. O consumo dessa vitamina esta relacionado a
reducdo do risco de diversas doencas cronicas, tais como doencas cardiovasculares (COMBS,
2008; LUO et al., 2011).

A incorporacdo do a-TOC em matrizes alimenticias através de sua microencapsulacao
pode fornecer produtos com caracteristicas funcionais e suprir uma demanda crescente do
consumidor. Apesar dos conhecidos efeitos benéficos a salde desse composto bioativo, ele
apresenta certa fragilidade que deve ser considerada no seu uso direto ou na incorporacdo de
alimentos. Esses produtos sdo instaveis a presenca de luz, oxigénio e ions, além de serem
sensiveis & mudangas de pH e temperatura (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015;
STRATULAT et al., 2014).

Além disso, a microencapsulacdo a-TOC pode permitir uma bioacessibilidade mais
eficiente do composto no organismo, isso porque € conhecido que 0 a-TOC é mais absorvivel
no intestino humano e, portanto, é interessante que o composto ndo sofra hidrélise enzimética
(desesterificacdo) no inicio do processo de digestdo e chegue preservado ao intestino
(SOMCHUE et al., 2009).

O método de gelificacdo ibnica é caracterizado por condi¢des brandas que afetam
minimamente a integridade da maioria dos compostos bioativos. Essa técnica é baseada na
interacdo eletrostatica de um polimero carregado e um ion multivalente (DIAS et al., 2017;
VAKARELOVA et al.,, 2017). Para aplicacdo das microesferas com compostos bioativos
produzidas pela técnica de gelificacdo idnica, quanto menor forem essas particulas, melhor
podera ser sua aplicacdo tecnoldgica pois melhora suas propriedades como dispersibilidade,
homogeneidade, estabilidade e eficiéncia de encapsulacdo, além de permitir uma maior
possibilidade de aplicagbes sem comprometimento de aspectos sensoriais do produto. Por
isso, uma alternativa utilizada para producdo de particulas menores é a aplicacdo de bicos de
atomizacdo por energia ultrassonica. Nesta técnica, alem de produzir particulas menores,
existe a vantagem de ser um processo com menor energia requerida, quando comparada a
métodos que utilizam forga externa para a formacdo de gotas, pois utiliza o fenémeno de
cavitacdo para quebrar o liquido, que ocorre em energia de alta intensidade e frequéncia, e é
gerado pela onda de ultrassom (AVVARU et al., 2006; DALMORO et al., 2012).
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O alginato de sodio, apesar de ser amplamente utilizado no método de gelificacdo
ibnica para a microencapsulacdo de diversos compostos bioativos, suas propriedades
reoldgicas fazem com que tenha baixa capacidade de barreira, ou seja, apresenta alta
viscosidade em baixas concentracdes. Para reduzir essa porosidade e melhorar a eficiéncia do
efeito de barreira, o alginato tem sido combinado a outros materiais biopoliméricos, que
aumentam a densidade da matriz polimérica encapsulante e melhoram as propriedades
mecanicas do gel e reduzem a permeabilidade, aumentando sua estabilidade (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2015).

O desenvolvimento de microesferas contendo compostos bioativos, como por exemplo
0 a-tocoferol, que apresentem boa estabilidade e bioacessibilidade € necessario para que seja
possivel a sua aplicacdo em matrizes alimenticias e também para que 0 composto bioativo
chegue em concentracdes adequadas e de forma integra ao local de interesse no organismo.
Fazendo com que esteja mais acessivel para a absor¢do no organismo, agindo portanto como
um composto funcional (FREDES et al., 2018).

Existem diversos materiais poliméricos na natureza que sdo compativeis ao alginato,
dois deles sdo a inulina e a goma de cajueiro. A inulina é considerado um composto prebidtico
comumente utilizado com conhecida propriedade funcional (ROBERFROID, 2007). Além
disso, melhora a eficiéncia de encapsulacdo e também pode aumentar a estabilidade das
microesferas em diferentes matrizes alimenticias e no sistema digestivo (PRASANNA;
CHARALAMPOPOULOQS, 2019). A goma de cajueiro é um biopolimero emergente extraido
da casca da arvore do cajueiro (Anacardium occidentale), muito comum em territério
brasileiro e que pode ser uma alternativa de menor custo a goma arabica, por exemplo. Além
disso, apresenta boas caracteristicas tecnolégicas como formacao de filme, baixa viscosidade
e capacidade emulsificante (AZEREDO et al., 2012; COMUNIAN et al., 2016).

Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da adi¢do de inulina e
goma de cajueiro na formacdo de microesferas de alginato contendo a-tocoferol, por meio de
gotejamento assistido por bico ultrassdnico. Foram avaliadas as caracteristicas de eficiéncia

de encapsulacdo, estabilidade e bioacessibilidade das microesferas produzidas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a formacao das microesferas foi utilizado o alginato de sédio (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA), a inulina (IN) Orafti GR (Beneo, Oreye, Bélgica) e a goma de cajueiro
(Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil) como materiais complementares e sal
cationico cloreto de célcio (CaCl,) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). O composto bioativo
lipofilico encapsulado foi o a-tocoferol (96,5% de pureza) (DSM Nutritional Products, Venlo,
Holanda).

2.2 Métodos

2.1 Preparo das emulsdes

Para o preparo das emulsdes, inicialmente o alginato de sodio foi hidratado em agua
destilada por aproximadamente 12 horas & temperatura ambiente, para o preparo de uma
solucdo com concentracdo de 1,75% (m/v). Apés a etapa de hidratacdo, foi adicionada a
solugéo 0,50% (m/v) de inulina (IN) ou 0,50% (m/v) de goma de cajueiro (GC), 0,1% (m/v)
de emulsificante Tween 20 (Dindmica, Indaiatuba, Brasil) ¢ 1,0% (m/v) do a-tocoferol.
Preparadas as solu¢bes com as formulagbes pré-determinadas, essas foram agitadas em
homogeneizador (Ultra-Turrax IKA T18 basic, Wilmington, EUA) por 10 minutos a 2500
rpm. Uma segunda homogeneizacdo foi feita em ultrassom (Digital Sonifier, Branson

Ultrasonic Corporation) pelo tempo de 2 minutos com 360 W de poténcia.

2.2 Produgéo das microesferas

2.2.1 Atomizacao por energia ultrassonica

As emulsdes foram atomizadas em equipamento de bico ultrassonico (Vibra-Cell
modelo VCX 130, Sonics & Materials INC, Newtown, EUA) com ponta de didmetro igual a
5,0 mm, alimentado por uma bomba peristéaltica (MS Tecnopon Instrumentacdo, Piracicaba,
Brasil) a uma vazédo de aproximadamente 0,80 mL/min e uma amplitude de 95%. Quando

atomizadas, as esferas formadas entraram em contato com o banho de gelificagdo de solugéo
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de CaCl> a uma concentracdo 1,5% (m/v) sob constante agitacdo mecénica, afim de evitar
aglomeracdo das microesferas. As microesferas foram mantidas no banho de gelificacdo por
um periodo de 30 minutos sob agitacdo para a completa formacédo da estrutura de hidrogel.
Em seguida, as microesferas foram lavadas com agua destilada e filtradas. Apos a etapa de
filtracdo e lavagem, as microesferas foram liofilizadas. Foi utilizado liofilizador (modelo
LABCONCO FreeZone 2.5, Kansas, Estados Unidos) a vacuo operado a 0,420 Mbar e

temperatura de -50 °C.

2.3 Caracterizagdo das microesferas

2.3.1 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada relacionando a concentragdo do
composto bioativo lipofilico presente na emulsdo encapsulada com a concentracdo do
composto (a-TOC) presente nas microesferas produzidas e liofilizadas, como mostrado na

Equacéo 1.

Concentracio de a@ 0C nas microesferas
EE (%) = —— = — % 100 1)
Concentracio inicial de a@0C na emulsio

A concentracdo de composto lipofilico encapsulado foi determinada a partir da
liberagdo do a-TOC rompendo 0,5 g de microesfera em 5,0 mL de solugéo de citrato de sdédio
3,0% (m/v) (pH~8,9), mantidas em banho ultrassdnico por 1 hora e apo6s esse tempo foram
mantidas em repouso overnight. Em seguida, foi adicionado 5 mL de etanol a solucéo e essa
foi agitada vigorosamente em vdrtex por 2 minutos, em seguida a solucdo foi centrifugada por
15 minutos a 3000 rpm. Realizada a centrifugacdo, foram realizadas lavagens no sobrenadante
com etanol (Metodologia adaptada de FENG et al., 2018; YOO et al., 2006). A quantificacdo
foi feita entdo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), na qual o volume
de injecdo foi de 20 pL, a uma taxa de eluicdo de 2 mL/min, com fase movel metanol:agua
(96:4, viIv). Foi utilizada coluna C18, mantida a 45 °C. A deteccéo foi realizada a 295nm com
um tempo de corrida de 30 minutos (Metodologia adaptada de GIMENO et al., 2000).
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2.3.2 Morfologia

A analise da morfologia das microesferas liofilizadasfoi realizada, por meio da
observacao de imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras
foram fixadas em stubs de aluminio com fita dupla-face de carbono, metalizadas em aparelho
evaporador de ouro (SCD 050) e observadas no microscopio eletrénico de varredura (LEO
EVO 40 XVP, Carl Zeiss) do Laboratorio de Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural
da Universidade Federal de Lavras. As eletromicrografias foram obtidas em aumentos de

100X e 1000Xpara todos os tratamentos.
2.4 Estabilidade das microesferas

A estabilidade das microesferas liofilizadas foi avaliada em diferentes temperaturas de
armazenamento. As microesferas foram armazenadas em embalagens de polietileno seladas,
as quais foram mantidas a 20, 40 e 60 °C em B.O.D. As amostras foram caracterizadas em
relagdo ao contetido de a-tocoferol por HPLC e atividade antioxidante (DPPH) remanescente
nas microesferas, ap6s um periodo de armazenamento de 30 dias.

A taxa de degradacdo do o-TOC foi calculada de acordo com a equagdo a seguir
(Equacdo 2) (LEE et al., 2020).

(Cy—C,) (2)

Degradacio (%) = — x 10004

Onde, Co € concentracdo no tempo inicial e Ct € a concentracdo ap6s 0 tempo de

armazenamento.
2.5 Digestibilidade in vitro

As microesferas liofilizadas foram submetidas as condi¢es simuladas de
digestibilidade in vitro e entdo caracterizadas em rela¢ao ao conteudo de a-tocoferol liberado
por HPLC. O suco gastrico simulado consistia de uma solucdo isotdnica de NaCl (0,9%)
contendo 3 mg de pepsina/g de amostra e pH ajustado para valor entre 1,8 € 2,0 com HCI 1M.
Um grama de microesferas foi misturado em 9,0 mL do suco gastrico e incubado por 2 horas

a 37 °C em banho com agitacdo de 130 rpm. Apds o tempo de digestdo gastrica o contetdo
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foi transferido para 40,0 mL da solugdo de suco intestinal simulado. O suco intestinal
simulado foi preparado com solucéo isotonica de NaCl (0,9%) adicionada de 4 mg de
pancreatina/g de amostra e 25 mg de sais biliares/g de amostra com pH ajustado entre 6,5 e
7,0 com NaOH 1M. Apos a transferéncia do contetdo da digestdo gastrica para a solucdo de
suco gastrico intestinal simulado, esse foi mantido por mais 2h em banho-maria a 37 °C com
agitacdo de 45 rpm e entdo foi retirada uma aliquota de 1,0 mL (produto da digest&o), e entéo
foi feita a analise por HPLC do a-TOC liberado (Metodologia adaptada de FREDES et al.,
2018; LIAO et al., 2017). Esta analise de digestibilidade informa sobre a quantidade de a-
TOC bioacessivel, a qual pode ser calculada como na Equacgdo 3, onde o teor de a-tocoferol
foi determinado por HPLC (FREDES et al., 2018).

mg de o — TOC no produto da digestio
Bioacessibilidade % = , x 100 (3)
mg de oo — TOC nas microesferas
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das microesferas

3.1.1 Eficiéncia de encapsulagdo

A porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo (EE%) é um parametro que deve ser
maximizado, pois indica a eficiéncia do processo e dos materiais utilizados para a producéo
das microesferas de composto bioativo. A EE% é dada pela relacdo entre a concentragdo do
composto bioativo lipofilico presente na emulsdo a ser encapsulada com a concentra¢do do
composto (a-TOC) presente nas microesferas produzidas.

Os valores para a eficiéncia de encapsulacdo para o a-tocoferol para os trés
tratamentos variaram entre 76,31 e 80,83%, como apresentado na Tabela 1. Esses altos
valores de eficiéncia de encapsulagdo mostram que os sistemas alginato-inulina (IN) e
alginato-goma de cajueiro (GC) sdo matrizes compativeis que podem ser usadas para
encapsular o a-TOC.

Além disso, 0 aumento da viscosidade da solucdo de alginato pela adigdo de outro
biopolimero (inulina ou goma de cajueiro) induz uma maior eficiéncia de encapsulagdo, isso
porque o alginato passa a ter uma rede mais concentrada com uma parede menos porosa
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; CUJIC et al., 2016).

Tabela 1 — Valores da porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo obtidos para cada
tratamento realizado na produgdo das microesferas liofilizadas de a-tocoferol.

Tratamentos Eficiéncia de encapsulacédo (%)
Alginato (controle) 76,31 + 0,45°

Alginato IN 80,83 + 0,222P

Alginato GC 78,68 + 0,96°

Médias seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2021).

A adicdo de um material complementar (por exemplo, inulina e/ou goma de cajueiro)
ao alginato é um método conhecido e eficaz para o0 aumento da eficiéncia de encapsulacdo de
compostos bioativos, como descrito em estudos realizados por Prasanna e Charalampopoulos
(2019) e Tsai, Kitamura e Kokawa (2017), esses utilizaram em suas pesquisas a goma arabica,
muito semelhante a goma de cajueiro. No trabalho realizado por Paula et al. (2012) observa-
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se também um aumento da eficiéncia de encapsulacdo ao utilizar o sistema alginato-goma de
cajueiro. O aumento da eficiéncia de encapsulacdo de microesferas produzidas utilizando
alginato e um polimero complementar, se deve pelo aumento da viscosidade da solucéo
produzida, que gera uma matriz menos porosa que aprisiona melhor o composto bioativo
encapsulado. Essa matriz menos porosa aumenta as propriedades de barreira da microesfera,
assim como sua estabilidade, pois reduzem a permeabilidade inerente as microesferas
produzidas utilizando apenas o alginato de sddio (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015).
Além disso, a melhora eficiéncia de encapsulacdo pode estar relacionada a morfologia das
particulas produzidas, isso porque microesferas que apresentem estrutura rachada, danificada
ou muito rugosa podem comprometer a estabilidade do composto microencapsulado
(BOTREL et al., 2014). Esse fato pode ser confirmado ao analisar as micrografias realizadas
que permitem observar que as microesferas produzidas utilizando o sistema alginato-inulina

possuem uma superficie mais uniforme, com menos rugosidade e sem rachaduras.

3.1.2 Morfologia

Foi realizada a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das microparticulas
liofilizadas, afim de verificar as caracteristicas das estruturas e das superficies das particulas
produzidas. Todos os tratamentos apresentaram forma semelhantes, ndo foi mantida a
esfericidade das microparticulas de a-tocoferol, essa deformidade pode ter sido causada pelo
processo de liofilizacdo que as particulas foram submetidas. A liofilizacdo é uma técnica de
desidratacdo, na qual, a amostra passa por um congelamento rapido seguida pela sublimacéo
do gelo sob vacuo. Apesar de ser um processo que utiliza baixas temperaturas, que preserva
0s compostos bioativos encapsulados, ocorre também um enrijecimento da estrutura seguida
pela retirada da agua, 0o que provoca mudancas estruturais das microesferas (AZEREDO,
2005).

Pela observacgédo das eletromicrografias, apresentadas na Figura 1, pode-se confirmar
que ndo ha rachaduras nas superficies das microparticulas de a-TOC de todos os tratamentos e
essas apresentam uma superficie com algumas dobras/rugas, sem o a ocorréncia de porosidade

significativa.
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Figura 1 — As eletromicrografias obtidas em aumentos de 100X (A, B e C) e 1000X (D, Ee F)
para todos os tratamentos alginato-controle (A e D), alginato-inulina (B e E) e
alginato-goma de cajueiro (C e F).

3.2 Estabilidade das microparticulas

A estabilidade a temperatura das microparticulas contendo a-tocoferol foi avaliada por
um periodo de 30 dias, sendo mantidas armazenadas em estufas do tipo B.O.D., com
temperaturas constantes de 20, 40 e 60 °C. Para avaliar a estabilidade do composto ativo
presenca nas microparticulas foi realizada a quantificacdo do teor (mg/mL) de o-TOC,
determinada sua taxa de degradacgdo (%) e avaliada sua atividade antioxidante (AA%) ao final
do periodo de armazenamento

Os resultados obtidos para a quantificagdo de a-tocoferol nas microparticulas e sua
taxa de degradacdo, assim como, sua porcentagem de AA no tempo 0 e tempo de 30 dias de
armazenamento estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 2. No tempo inicial (t = 0 dias) a
concentragdo de a-TOC variou entre 9,32 e 9,48 mg/mL e sua atividade antioxidante ficou
entre 38,97 e 36,76%. Decorrido o tempo de armazenamento (t = 30 dias), 0 comportamento
das microparticulas de a-tocoferol variou em funcdo da temperatura em que foram mantidas.
A 20 °C quase ndo houve reducio da concentracio de a-tocoferol, sendo que essa se manteve
entre 9,26 e 9,28 mg/mL, com uma degradacdo média de aproximadamente 1%. Porém, ao
medir a AA a reducdo média foi de aproximadamente 18%, apresentando uma atividade
antioxidante entre 31,65 e 30,84%. Para a estabilidade a 40 °C a degradacdo média doa-TOC
foi de aproximadamente 29% (em comparagdo com t = 0), a qual manteve-se entre 6,30 e 7,26
mg/mL. Quando medida a atividade antioxidante que apresentou valores entre 8,87 e 11,85%,
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nota-se que a reducdo média dessa AA foi de aproximadamente 73%. Quando analisada a

estabilidade ao armazenamento a 60 °C a redu¢do da concentracdo de a-tocoferol e sua

atividade antioxidante sdo ainda maiores.

Houve uma degradacdo média de 43%

aproximadamente, ou seja, a concentragdo de a-TOC ficou entre 4,91 e 6,31 mg/mL. Para a

AA a reducdo média foi de 91% aproximadamente, isso porque a atividade antioxidante das

microparticulas de a-tocoferol ficou entre 2,27 e 4,03% apds os 30 dias.

Tabela 2 — Taxa de degradacdo do a-tocoferol remanescente nas microparticulas apds periodo
de 30 dias de incubacdo das microesferas nas temperaturas de 20, 40 e 60 °C.

Taxa de degradacéo (%)

Tratamentos

20°C  40°C  60°C
Alg.(controle) 0,75° 22,08° 47,272
Alginato IN 2,128 33,618 33,40
Alginato GC 0,54 30,472 46,782

IN: inulina; GC: goma de cajueiro. Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Do autora (2021).
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Figura 2 — Concentrag¢do (a) e atividade antioxidante (b) do a-tocoferol remanescente nas
microparticulas ap6s periodo de 30 dias de incubacdo das microesferas nas
temperaturas de 20, 40 e 60 °C.
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Fonte: Da autora (2021).

Com os resultados obtidos é possivel observar que as microparticulas produzidas com
material complementar (inulina e goma de cajueiro) foram mais estaveis, provavelmente
devido a diminuicdo da porosidade das microparticulas de alginato pelo estabelecimento de
uma rede polimérica mais coesa. Porém, mesmo com a protecdo promovida pelos materiais
constituintes da parede da microparticula, ha uma diminuicdo da atividade antioxidante do a-
tocoferol durante o periodo de armazenamento. Isso porque ao longo de um periodo de
armazenamento com temperaturas mais elevadas (40 e 60 °C), acontecem alteragcbes nas
propriedades das microparticulas e pode ocorrer a difusdo do a-TOC através da matriz da
parede, aumentando o teor do composto ativo na superficie, tornando-se mais susceptivel a

degradacéo e perdendo sua atividade antioxidante (LEE et al., 2020), além disso, entende-se
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que pode ocorrer difusdo de oxigénio do exterior para dentro da matriz das microparticulas,
contribuindo para o processo de degradacao.

Ainda sobre a manutencdo da concentracdo de a-tocoferol (mg/mL) no periodo de
armazenamento a temperaturas mais elevadas, mas com a reducdo da atividade antioxidante
(AA%) apresentada pelas microparticulas, esse comportamento pode estar relacionado a
caracteristica dos tocoferdis, nos quais, hd uma diminuicdo da atividade antioxidante sob altas
temperaturas, essa caracteristica segue a ordem de menor sensibilidade o < <y < 4. Além
disso, quanto maior a temperatura menor o efeito pro-oxidante do a-TOC, mesmo em
concentragdes maiores, isso pode estar relacionado ao fato do oxigénio apresentar menor
solubilidade em altas temperaturas. Assim, a formacéo de perdxidos auto-oxidativos ocorre a
taxas mais baixas e é gradualmente substituido por reac6es de polimerizacdo (MARINOVA;
YANISHLIEVA, 1992).

Por outro lado, verifica-se que a temperatura de estocagem € um fator muito
importante a ser considerado na conservacdo das microparticulas contendo a-tocoferol e
manutencdo de seu potencial antioxidante sendo verificado um baixo grau de degradacédo a 20
°C guando comparado a temperatura de 60 °C. Percebe-se ainda que a presenca de inulina na
matriz de alginato teve maior efeito protetor em temperatura mais alta quando comparado aos
outros tratamentos. A maior estabilidade do tratamento utilizando a inulina comparado ao que
utilizou-se a goma de cajueiro pode estar relacionada a fracdo proteica presente na estrutura
dessa goma, que a torna mais suscetivel a degradacdo por temperatura devido a desnaturacédo
proteica (CHENG et al., 2020) ou ainda ao menor tamanho da cadeia de inulina, permitindo
assim maior compactacdo da rede polimérica

Lee et al. (2020) ao encapsularem vitamina E (a-T) obtiveram resultados semelhantes
guanto a reducdo da concentracdo do bioativo ao longo do tempo de armazenamento com
diferentes temperaturas. Ao manterem as microcapsulas a 25 °C por 30 dias a concentracdo de
a-T foi de 133,61 (t = 0) para 121,08 mg/kg, na temperatura de 45 °C a concentracdo do
tempo t = 30 dias foi igual a 98,37 mg/kg e, ap6s os 30 dias de armazenamento, a 60 °C a

concentracgéo final do bioativo era de apenas 28,75 mg/kg.
3.3 Digestibilidade in vitro
As amostras foram submetidas as condi¢fes simuladas de digestibilidade in vitro e

para avaliar sua estabilidade pela passagem no trato gastrointestinal humano. A quantificacéo

foi feita da concentrac¢ao de a-TOC liberado no meio ao longo do tempo de digestdo, trazendo
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resultados quanto a estabilidade das microparticulas frente as enzimas digestivas. A Tabela 3
apresenta o contetido de a-tocoferol liberado das microparticulas para cada tratamento apds o

processo de digestdo simulada e sua bioacessibilidade.

Tabela 3 — Teor de a-tocoferol no meio liberado das microparticulas de cada tratamento apds
a simulacédo de digestibilidade in vitro.

Tratamentos Concentracdo de a-TOC (mg/mL) Bioacessibilidade (%)
Alginato (controle) 1,51 +0,82° 16,22°

Alginato IN 5,56 +0,672 58,602

Alginato GC 2,04 +0,31° 21,92°

Médias seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora (2021).

A caracteristica de bioacessibilidade do a-TOC (microencapsulado) no organismo
humano apo6s o processo de digestdo, pode estar relacionada a inimeros fatores complexos
dos nossos sistemas fisiologicos. Quando utilizados materiais com boa capacidade de retencédo
de agua (hidrogéis), como o alginato, isso se torna um facilitador muito importante para
absorcdo de fluidos, transporte de nutrientes e metabdlitos, por exemplo. Além disso,
biomateriais (alginato, por exemplo) com alta capacidade de retencdo de &gua, quando
liofilizados tem se mostrado promissores em termos de resposta bioldgica (BILGIC et al.,
2019).

Para o controle de liberacdo de ingrediente ativos no trato intestinal, o alginato ja é
empregado como encapsulante pois previne a digestdo enzimatica nas condi¢des gastricas.
Isso porque nessas condicdes, a protonacdo converte o alginato de sodio em &cido alginico
insoltvel que protege a difusdo dos ingredientes ativos. Ja nas condicGes intestinais, a matriz
de alginato sofre inchamento permitindo a liberagcdo dos compostos ativos (SOMCHUE et al.,
2009). Essa modificacdo (protonacédo) na estrutura do alginato sofre interferéncia ao adicionar
0s materiais complementares, inulina e goma de cajueiro, e por isso, as microparticulas
apresentam maior solubilidade nas condic¢Ges géstricas permitindo uma maior liberacéo do a-
tocoferol, quando comparadas ao tratamento controle em que utilizou-se apenas o alginato de
sodio.

Num processo de digestdo simulada in vitro, a habilidade tamponante dos materiais
envolvidos pode ser aumentada com o aumento da quantidade de s6lidos. Esse conteido de
solidos esta relacionado & viscosidade das solugdes contendo o material encapsulante e o

composto bioativo (WU et al.,, 2017). Ou seja, uma maior viscosidade das emulsdes



91

produzidas permite uma estabilidade maior das microparticulas formadas, ao serem
submetidas as condicGes do trato gastrointestinal humano. Em analises preliminares,
observou-se que as emulsdes produzidas utilizando alginato e goma de cajueiro apresentaram
viscosidade maior do que aquelas produzidas com alginato e inulina, isso pode explicar a
menor liberagdo de a-TOC das microesferas de alginato GC no processo de digestibilidade in
vitro, quando comparadas as microparticulas produzidas a partir das emulsdes alginato IN.

A maior liberacdo do TOC nas condicdes intestinais pode ter sido influenciada pelo
tipo de interacdo entre a inulina e o alginato, contribuindo assim para uma maior liberacao e
consequente acessibilidade ao composto funcional ativo. Essa caracteristica pode ter
permitido uma maior liberacdo do a-tocoferol encapsulado nas microparticulas (5,56 mg/mL),
tornando-o mais acessivel para a absor¢do no corpo. Em relacdo ao tratamento controle e o
que utilizou-se a goma de cajueiro (alginato GC), pode-se dizer que sdo mais estaveis a acdo
das enzimas digestivas e necessitariam de um tempo maior para uma liberagcdo mais elevada
de a-TOC, ja que esses liberaram 1,51 mg/mL e 2,04 mg/mL, respectivamente. Além disso,
sabe-se que o alginato sofre alteracBes na sua estrutura e permite uma maior liberacdo do
composto encapsulado quando submetido a meios com maiores valores de pH (ideal = 8,9).

Fredes et al. (2018), em um estudo sobre a estabilidade e a bioacessibilidade de
antocianinas encapsuladas por inulina ou alginato, reportaram que, apds a simulacdo da
digestibilidade in vitro, a bioacessibilidade do bioativo é maior quando encapsulado do que na
forma livre. Isso porque quando o bioativo ndo esta protegido pela matriz da microparticulas

este sofre maior degradacao sob as condi¢Ges simuladas do trato gastrointestinal.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram de maneira geral que a utilizacdo da energia
ultrassbnica para atomizacdo produz microparticulas de tamanho reduzido, com alta eficiéncia
de encapsulagdo e estdveis, além disso, a compatibilidade entre os biopolimeros alginato +
inulina e alginato + goma de cajueiro favoreceu o desenvolvimento dessas microparticulas.
Foi possivel observar que houve um aumento da eficiéncia de encapsulacdo quando
adicionada a inulina ou a goma de cajueiro em relacdo ao uso do alginato isoladamente.
Quando mantidas a temperaturas mais altas durante o periodo de estocagem, 0s materiais
complementares também mostraram auxiliar na estabilidade das microparticulas. Ao analisar
a bioacessibilidade do o-TOC através da simulacdo da digestibilidade in vitro, nota-se que o
tratamento com inulina foi o que apresentou a maior bioacessibilidade, por outro lado as
microparticulas produzidas somente com alginato tiveram a menor taxa de bioacessibilidade.
Com isso, podemos concluir que e possivel desenvolver um sistema de liberagdo controlada
eficiente e estavel utilizando o alginato e outros biopolimeros compativeis através do método
de atomizacdo por energia ultrassénica, permitindo a incorporacdo dessas microparticulas em

diferentes matrizes alimenticias.
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