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RESUMO

A microencapsulacdo € utilizada no setor alimenticio para a protecdo de compostos
bioativos suscetiveis & degradacdo durante o processamento, como 0 &cido ascorbico,
que € uma vitamina com propriedades antioxidantes, mas altamente instavel.
Biopolimeros vem sendo empregados como materiais de revestimento devido a sua
influéncia na formacdo e estabilizacdo de microcapsulas através da técnica de
coacervacdo complexa. A microencapsulacdo do é&cido ascorbico o protege,
possibilitando a sua aplicacdo em novos alimentos e prevenindo alteragdes sensoriais
indesejaveis no produto aplicado. O objetivo deste trabalho foi a producdo de
microcapsulas de acido ascorbico formadas por emulsificacdo dupla seguida de
coacervacao complexa da goma xantana com duas proteinas diferentes: lactoferrina ou
gelatina tipo A. Os complexos coacervados tiveram sua formacdo avaliada em relagédo
ao pH e a razdo dos biopolimeros por potencial zeta e turbidimetria. Os coacervados
formados entre a proteina e o polissacarideo na proporcdo de 6 : 1 em pH 5,0 para o
sistema contendo lactoferrina e na propor¢do de 2 : 1 em pH 4,0 para o sistema com
gelatina, foram os que apresentaram os melhores rendimentos, assim, foram aplicados
para a microencapsulacdo usando diferentes proporcdes de nucleo e material de parede.
Foi feita a caracterizacdo morfoldgica, de estabilidade e térmica, por TGA e DSC, das
microcépsulas contendo 75% de nlcleo em relacdo a concentracdo de biopolimeros no
material de parede formado pelo complexo coacervado entre a goma Xxantana e
proteinas, as quais apresentaram as melhores eficiéncias de encapsulacéo neste estudo,
de 83,19 + 0,37 % para a lactoferrina e 73,60 £ 0,71%, para a gelatina. Embora uma
maior eficiéncia de encapsulagéo tenha sido obtida pelo sistema contendo a lactoferrina,
o melhor desempenho geral do estudo foi alcancado pelas microcédpsulas contendo
gelatina, que apresentaram melhor estabilidade e propriedades térmicas, proporcionando
uma melhor protecdo do acido ascorbico durante pelo menos 30 dias, mantidas em
temperatura ambiente. Em ambos os sistemas de microcapsulas avaliados, houve
aumento da estabilidade térmica, em comparacao ao acido ascorbico ndo encapsulado,
através da coacervacdo complexa entre os biopolimeros, o que possibilitaria sua
aplicacdo em produtos alimenticios submetidos ao aquecimento, como pées, biscoitos
ou hamburguers.

Keywords: Acido ascorbico, Polissacarideo anidnico, Lactoferrina, Gelatina de porco,
Complexos coacervados.



ABSTRACT

Microencapsulation is used in the food technology to protect bioactive compounds
susceptible to degradation during processing, such as ascorbic acid, which is a vitamin
with antioxidant properties but highly unstable. Biopolymers have been used as wall
materials because of their influence on the formation and stabilization of microcapsules
through the complex coacervation technique. The microencapsulation of ascorbic acid
protects it, enables its application in new foods and prevents undesirable sensorial
changes. The aim of this work was the production of ascorbic acid microcapsules
formed by double emulsification followed by complex coacervation of xanthan gum
with two different proteins: lactoferrin or type A gelatine. The coacervate complexes
had their formation evaluated in relation to the pH and the ratio of the biopolymers by
zeta potential and turbidimetry. The coacervates formed between protein and xanthan at
a ratio of 6 : 1 at pH 5.0 for the lactoferrin-containing system and at a ratio of 2 : 1 at
pH 4.0 for the gelatin system were the ones with the best performance. Thus, they were
applied for microencapsulation using different proportions of core and wall material.
The morphological, stability and thermal characterization by TGA and DSC were
assessed for the microcapsules with 75% core in relation to the total concentration of the
wall material, which showed the best encapsulation efficiencies in this study, 83.19 +
0.37% for lactoferrin and 73.60 = 0.71% for gelatin. Although higher encapsulation
efficiency was obtained by the lactoferrin-containing system, the best overall
performance of the study was achieved by microcapsules containing gelatin, which
showed better stability and thermal properties, providing better protection of ascorbic
acid for at least 30 days at room temperature. In both microcapsule systems studied,
there was an increase in thermal stability, compared to free ascorbic acid, provided by
the complex coacervation between biopolymers, which would allow the application of
these capsules in food products, such as breads, cookies or hamburgers.

Keywords: Ascorbic acid, Anionic polysaccharide, Lactoferrin, Pig gelatin, Complex
coacervates.
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1 INTRODUCAO

O acido ascorbico (AA) ou vitamina C é uma vitamina hidrossoluvel encontrada
naturalmente em diversas frutas citricas. Desempenha no organismo humano funcdes
fisiologicas importantes, como a formagdo de fibras colagenas existentes em
praticamente todos os tecidos do corpo e prevencdo de doencas como escorbuto. Sua
ingestdo diaria recomendada ¢ de cerca de 100 miligramas, sendo requeridas doses um
pouco maiores em alguns casos especiais como infecgdes, gestacdo ou amamentacao
(LAM et al., 2014, PALMA-RODRIGUEZ et al., 2013, WILSON, SHAH, 2007). Seu
vasto emprego na industria alimenticia se deve as suas propriedades antioxidantes,
prevenindo a ocorréncia de alteragdes quimicas e sensoriais indesejaveis em diversos
produtos (ALVIM et al., 2016, ABBAS et al., 2012). Apesar de seus beneficios
nutricionais e tecnoldgicos, o &cido ascorbico € um composto altamente instavel em
presenca de oxigénio, variacdes de pH e elevadas temperaturas usualmente empregadas
durante o processamento de alimentos, como pasteurizacdo e assamento. Desse modo, é
fundamental a sua protecdo contra a degradacdo térmica, bem como contra a formacao
de produtos téxicos como furanos (FARIAS et al., 2018, ALVIM et al., 2016,
SABERIAN et al., 2013).

Um dos recursos mais utilizados para a protecdo de compostos vulneraveis é a
microencapsulacao, que consiste em revestir um ativo de interesse, chamado de nucleo
(N) por um material chamado de material de parede (MP) (KARIM et al., 2017,
MARTINS et al., 2009). Diversas técnicas podem ser aplicadas para a
microencapsulacdo de compostos bioativos, como o spray-drying, a emulsificacdo, a
gelificacdo ibnica ou a coacervacdo complexa. Sua escolha implica em diferentes
caracteristicas das microcapsulas obtidas, como tamanho das particulas, morfologia e
eficiéncia de microencapsulacdo (OZKAN et al., 2019, CARVALHO et al., 2016,
NAZZARO et al., 2012).

O processo de microencapsulacdo por coacervacdo complexa consiste na
separacdo de fases de hidrocoléides a partir de uma solucdo inicial, seguida da
deposicdo da fase coacervada desenvolvida em torno do composto emulsificado no
mesmo meio reacional, finalizando-se com o devido ajuste do pH e da temperatura.
Uma etapa opcional pode ser posteriormente realizada para a consolidacdo das
microcépsulas, através do uso de agentes reticulantes ou crosslinkers, como o
glutaraldeido e o formaldeido (ERATTE et al., 2018 ALOYS et al., 2016, TRIFKOVIC
etal., 2016, ACH et al., 2015, JAMEKHORSHID et al., 2014, MARTINS et al., 2009).

A técnica de coacervagdo complexa apresenta diversas vantagens como elevada
eficiéncia de microencapsulacdo, além de excelentes propriedades de liberacdo e
resisténcia mecanica, tornando viavel a microencapsulacdo de compostos volateis como
aromas e 0Oleos essenciais, de microrganismos probidticos e de substancias labeis pois
sdo realizadas condicGes brandas de operacdo, em que ndo ha emprego de elevadas
temperaturas nem sdo utilizados solventes organicos (TIMILSENA et al., 2019,
COMUNIAN et al., 2018, ERATTE et al., 2018, TRIFKOVIC et al., 2016, DA SILVA
et al., 2015, XIAO et al., 2014). Compostos bioativos hidrofilicos como o acido
ascorbico (DA CRUZ et al., 2019, DA CRUZ et al., 2018, COMUNIAN et al., 2013),
enzimas (SOUZA et al., 2018c), edulcorantes (SANTOS et al., 2015, ROCHA-SELMI
et al., 2013), antocianinas (SHADDEL et al.,, 2018) vem sendo frequentemente
microencapsulados por coacervacdo complexa entre biopolimeros, precedida de dupla
emulsificacéo.
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O uso de biopolimeros (BPs) para microencapsulacdo por coacervacao
complexa vem sendo extensivamente feito, dada a sua biodegrabilidade,
biocompatibilidade, baixo custo e abundancia na natureza. Os mais utilizados sao
polissacarideos, como a k-carragena e o alginato; gomas como a arabica e xantana e
ainda proteinas, como a gelatina e proteinas do leite. Quando associados podem ser
obtidas propriedades diversificadas e otimizadas em relagdo ao custo, resisténcia,
morfologia e eficiéncia de microencapsulacdo (KUMAR et al., 2018, PRAMANAIK,
GANGULY, 2017, CAZON et al., 2017, ROKKA, RANTAMAKI, 2010,
DAMODARAN et al., 2010).

A goma xantana (GX) € um hidrocoloide poli-eletrélito com que vem sendo
largamente empregada para a estabilizacdo de emulsdes e protecdo de compostos
bioativos (FU et al., 2019, VICENTE et al., 2018), tendo sido também utilizada para a
microencapsulacdo por coacervacdo complexa do 6leo de palma rico em carotenoides
(RUTZ et al., 2017). A lactoferrina (LF) é uma glicoproteina de ligagdo com o ferro,
com propriedades imunomodulatéria e anti-inflamatéria (GULAO et al., 2018,
SANTOS et al., 2018a), que juntamente com a B-Lactoglobulina, foi empregada para a
coacervacdo complexa heteroproteica da vitamina B9 (CHAPEAU et al., 2016). A
gelatina (GE) € uma proteina abundante preparada a partir da degradacéo hidrolitica do
colageno, que vem sendo amplamente utilizada na coacervacdo complexa para a
microencapsulacdo de diversos compostos, como protocianidinas (DE SOUZA et al.,
2018), vitaminas (JANNASARI et al., 2019, DA CRUZ et al., 2019), probidticos
(ZHAO et al., 2018), 6leo de atum (WANG et al., 2014), dleo de gengibre (WANG et
al., 2016), etc. Recentemente ha um interesse consideravel na identificacdo de novos
complexos entre proteinas e polissacarideos para estabilizacdo de emulsfes e formacédo
de complexos coacervados com potencial de aplicacdo em microencapsulacdo de
biocompostos (TIMILSENA et al., 2019, ANAL et al, 2019, EGHBAL,
CHOUDHARY, 2018, EVANS et al., 2013).

12



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi microencapsular o acido ascorbico através da
técnica de coacervacdo complexa empregando biopolimeros goma xantana e proteina
(lactoferrina ou gelatina) como material de revestimento.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia do pH e da propor¢do dos biopolimeros na formacgéo dos
complexos coacervados formados entre a lactoferrina e goma xantana e entre a gelatina
e goma xantana;

e Verificar a viabilidade da técnica de coacervacdo complexa empregando goma
Xantana e gelatina e também goma xantana e lactoferrina para a microencapsulacao do
acido ascorbico;

e Estudar as propriedades morfoldgicas, térmicas e de estabilidade das
microcapsulas contendo o &cido ascorbico.

13



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microencapsulagdo

A microencapsulacdo é uma tecnologia que consiste em revestir um ativo de
interesse, que pode ser sélido, liquido ou gasoso, chamado de nucleo, por um material
chamado de material de revestimento ou material de parede (KARIM et al., 2017,
MARTINS et al., 2009). Em uma microcapsula, o material de parede deve apenas
envolver o nucleo. Quando ha presenca de ndcleo no material de parede o sistema €
denominado de microesfera, podendo, neste caso, haver interacdo entre eles (PAULO,
SANTOS, 2017, AGNIHOTRI et al., 2012). Microcapsulas e microesferas podem
apresentar morfologias diversas, conforme ilustrado na Figura 1.

(@) (b) (©) (d)
Figura 1: Microcépsulas e microesferas com diferentes morfologias: (a) microcapsula, (b) microesfera, (c)
microcapsula multicamadas mononucleada, (d) microsfera polinucleada multicamadas
Fonte: NESTERENKO et al., 2013.

Em geral as microcapsulas possuem um tamanho varidvel entre 1 — 1000 pm
(YE et al., 2018, PAULO, SANTOS, 2017). O recurso da microencapsulacéo é utilizado
por diversos setores, com grande destaque para 0 segmento farmacéutico, seguido do
alimenticio, cosmético e téxtil (PAULO, SANTOS, 2017, ALOYS et al., 2016,
AGNIHOTRI et al., 2012) com diferentes propositos, como protecdo, isolamento ou
liberacdo controlada (YE et al., 2018, GHAYEMPOUR, MONTAZER, 2016). O nucleo
permanece retido na microcapsula por periodo de tempo varidvel conforme a
necessidade de revestimento e o sistema empregado (CARVALHO et al., 2016,
SACHAN et al., 2006), podendo ser liberado da matriz encapsulante de diversas
maneiras, em resposta a estimulos externos como altera¢fes de temperatura, na umidade
ou no pH, ou através da agdo de enzimas (TIMILSENA et al., 2017, NESTERENKO et
al., 2013), por meio de diferentes mecanismos, como difusdo, dissolucdo ou erosdo
(GHAYEMPOUR, MONTAZER, 2016, COMUNIAN, FAVARO-TRINDADE, 2016,
AGNIHOTRI et al., 2012, SACHAN et al., 2006).

A microencapsulacdo é um processo vastamente empregado na area de ciéncia,
tecnologia e biotecnologia de alimentos (TIMILSENA et al., 2019, PRAMANIK,
GANGULY , 2017, NAZZARO et al., 2012) permitindo a otimizagdo nutricional de
diversos alimentos através de variados mecanismos, seja por meio da reducdo de
determinados constituintes indesejados, como sais, agucares ou gorduras trans, seja pela
reducdo de calorias ou ainda pela introducdo de compostos promotores de beneficios a
salde, como vitaminas, compostos fenolicos de acgdo antioxidante, prebidticos como a
inulina e microrganismos probidticos (EGHBAL, CHOUDHARY, 2018, ERATTE et
al., 2015).

A protegdo em relacdo ao pH gastrointestinal € uma das principais justificativas
para 0 emprego da microencapsulacédo em alimentos. O alimento pode permanecer de 5
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minutos a 2 horas no estdmago, cujo pH varia de 1 a 2,5. Apos passar pelo estbmago, as
microcdpsulas devem entrar no intestino delgado, cujo pH varia entre 6,15 a 7,35
(COOK et al., 2012). Desse modo, microcapsulas contendo microrganismos probioticos
ou biocompostos conseguem atravessar 0 trato gastrico e promover a liberacdo no
intestino, através da variacdo do pH nessas regides, 0 que aumenta a absorcdo desses
elementos pelo organismo (EGHBAL, CHOUDHARY, 2018, RAEI et al., 2017,
ADITYA et al., 2017, COMUNIAN, FAVARO-TRINDADE, 2016, COOK et al.,
2012). Além da protecdo ao pH gastrointestinal, a microencapsula¢do proporciona a
microrganismos probioticos e biocompostos adequada protecdo contra fatores
associados a sua menor sobrevida, como teores de oxigénio dissolvido, acidez,
temperatura e tempo de armazenamento durante a vida atil do alimento (HOLKEM et
al., 2017).

Através da microencapsulacdo é possivel proteger compostos susceptiveis a
degradacdo, como as vitaminas, de fatores responsaveis pela sua instabilidade, como a
luz, umidade e oxigénio. O uso da microencapsulacdo evita adicionalmente alteracfes
sensoriais indesejaveis, mascarando aromas e odores desagradaveis e prevenindo
alteracdes de cor, além de promover melhoras na solubilidade e dissolucéo de diversos
compostos (CAIl et al., 2019, DE SOUZA et al., 2018, PARTHASARATHI,
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016).

A microencapsulagéo possibilita a incorporacdo de compostos hidrossolveis em
matrizes lipofilicas e vice-versa. Adicionalmente, propicia melhoras na
biodisponibilidade desses compostos (FU et al., 2019, LIU, WANG, MCCLEMENTS
etal., 2018, ADITYA et al., 2017). Esta tecnologia vem sendo empregada de modo bem
sucedido para a preservacao de produtos naturais de interesse farmacoldgico (SERVAT
et al., 2010), enzimas (SOUZA et al., 2018b, MCCLEMENTS, 2018) bem como para o
aumento da biodisponibilidade oral de biocompostos como o beta-caroteno (FU et al.,
2019) e a vitamina E (PARTHASARATHI, ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016).
Portanto € uma das principais ferramentas para a producdo e desenvolvimento de
alimentos funcionais (ANAL et al., 2019, ERATTE et al., 2018, ADITYA et al., 2017).

3.1.1 Técnicas de Microencapsulagao

Diversas técnicas podem ser aplicadas para a microencapsulacdo de compostos
bioativos, podendo ser utilizados processos fisicos, como spray-drying ou evapo’racdo
de solventes; processos quimicos, como polimerizacdo e complexos de inclusdo; ou
ainda processos fisico-quimicos, como a gelificacdo ibnica ou a coacervacdo complexa
(OZKAN et al., 2019, CARVALHO et al.,, 2016, NESTERENKO et al., 2013). O
procedimento geral de preparo das microcapsulas envolve a incorporacao do ativo numa
matriz carreadora, seguida da dispersao dessa matriz, usualmente por emulsificacdo ou
suspens&o e finalizada com a estabilizacdo das microcépsulas (TRIFKOVIC et al., 2016,
BURGAIN et al., 2011).

A técnica empregada para a microencapsulacao apresenta significativa influéncia
no tamanho, morfologia, porosidade, eficiéncia de microencapsulagdo, conteudo de
umidade das particulas obtidas (NAZZARO et al., 2012, DONHOWE et al., 2014). O
tamanho das particulas obtidas para a microencapsulacdo de compostos bioativos e de
probiéticos, por exemplo, é um parametro fundamental na escolha da técnica. Maiores
particulas acarretam em menor estabilidade na formulacdo e piores percepcdes
sensoriais. Entretanto, uma vez que as células precisam ser mantidas vivas, viaveis e em
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quantidade adequada, o uso da nanotecnologia ndo € a op¢do mais viavel para a
encapsulacdo de probiodticos (BURGAIN, 2011, NAZZARO et al., 2012).

E possivel a microencapsulagio de diversos compostos bioativos por meio da
técnica de emulsificagdo (ANAL et al., 2019, LU et al., 2016). Por exemplo, a técnica
de dupla emulsificacdo, através de emulsbes duplas do tipo agua-em-6leo-em-agua
(A/O/A) possibilitou a co-encapsulagdo de compostos hidrofilicos, como polifendis e
antocianinas obtidas do bagaco de mirtilo (BAMBA et al., 2018) e também de
biocompostos de polaridades distintas entre si, como a curcumina (hidrofébica) e a
catequina (hidrofilica) (ADITYA et al., 2015), a quercetina (hidrofébica) e a
epigalocatequina-3-galato (hidrofilica) (CHEN, MCCLEMENTS, WANG et al., 2018).
Além disso, 0 uso conjunto da técnica de emulsificacdo com complexos formados a
partir de interacGes eletrostaticas entre proteinas e polissacarideos, promoveu beneficios
adicionais de estabilizacdo do sistema e de protecdo do composto, como aumento da
estabilidade quimica e da bioacessibilidade do nucleo (LIU, WANG, MCCLEMENTS
etal., 2018, CHEN, YUE, LIU et al., 2018).

Uma outra técnica amplamente utilizada para a microencapsulacdo de
ingredientes alimentares por conta de sua rapidez e baixo custo é a técnica de spray
drying, que consiste na atomizacdo de uma emulsdo ou uma suspensdo contendo o
ativo, contra uma corrente de ar quente, resultando numa réapida evaporacdo da agua,
obtendo-se assim as microcapsulas na forma de pé seco (CARNEIRO et al., 2013,
ROKKA, RANTAMAKI, 2010, GHARSALLAOUI et al., 2007). No entanto, as
elevadas temperaturas empregadas durante o processo de spray drying podem muitas
vezes inviabilizar a sua utilizacdo para substancias termolabeis como vitaminas (DA
CRUZ et al.,, 2019, PARTHASARATHI, ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016),
aromas e Gleos essenciais (KOUPANTIS et al., 2016, GHARSALLAOUI et al., 2007) e
microrganismos probioticos (BOSNEA et al, 2017, ERATTE et al., 2015), reduzindo
consideravelmente a eficiéncia da microencapsulacdo. Nesse sentido, uma das técnicas
mais adequadas para a microencapsulacdo desses materiais, por ndo empregar elevadas
temperaturas e gerar elevados rendimentos é a técnica de coacervagdo complexa
(TIMILSENA et al., 2019, COMUNIAN et al., 2018, ERATTE et al., 2018).

3.2 Coacervacdo Complexa

3.2.1 Conceito

Coacervacdo € o fenbmeno definido como a separacdo coloidal de sistemas
liquidos de duas fases (SANTOS et al., 2018b). Quando o processo de separacdo de
fases envolve a presenca de um Unico tipo de biopolimero, trata-se de coacervacéao
simples. Quando h& mais de uma espécie de biopolimero, denomina-se coacervacao
complexa (EGHBAL, CHOUDHARY, 2018, KATOUZIAN, JAFARI, 2016).

Numa dispersdo aquosa pode haver diferentes tipos de interacbes entre
biopolimeros (polissacarideos e proteinas): interaces de compatibilidade ou de
incompatibilidade termodindmica (BASTOS et al., 2018, CHEN, YUE, LIU et al.,
2018). A coacervagdo complexa ocorre quando essas interacBes sdo compativeis,
gerando associacao entre esses biopolimeros. Apesar das interacdes eletrostaticas serem
predominantes, o sistema também conta com interacfes mais fracas, como ligagdes de
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hidrogénio e interacdes hidrofébicas (DEVI et al., 2017; RUTZ et al., 2017,
JAMEKHORSHID et al., 2014).
A Figura 2 ilustra a formacao esse processo.
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Figura 2: InteragBes possiveis entre biopolimeros em solucéo.
Fonte: ANAL et al., 2019.

A formacdo e caracteristicas estruturais de complexos coacervados baseados em
proteinas e polissacarideos € afetada por fatores intrinsecos, como o pH, a forca idnica,
a concentracgdo total, a estrutura e a massa molar do biopolimero, bem como por fatores
extrinsecos, tais como agitacdo, pressdao e temperatura (TIMILSENA et al., 2019,
ERATTE et al., 2018, EGHBAL, CHOUDHARY, 2018, MOSCHAKIS, BILIADERIS,
2017). A natureza dos complexos formados entre esses biopolimeros é influenciada por
fatores entrépicos, como sua estrutura e massa molecular e também por forcas
entalpicas que sdo reguladas pela razdo empregada entre o polissacarideo e a proteina,
pela natureza e pela densidade das cargas nos biopolimeros (JOYE, MCCLEMENTS,
2014, GIRARD et al., 2003).

O pH é um parametro de extrema importancia para a formacéo e estabilizacdo de
complexos coacervados entre proteinas e polissacarideos empregados para a
microencapsulacdo de compostos bioativos (SANTOS et al., 2018a, SANTOS et al.,
2018b). Complexos coacervados entre proteinas e polissacarideos sdo estaveis numa
faixa de pH compreendida entre o pKa do polissacarideo e o ponto isoelétrico da
proteina, fazendo com que esses biopolimeros apresentem cargas opostas entre Si
(BASTOS et al., 2018, RAEI et al., 2017).

Complexos coacervados formados entre polissacarideos e proteinas também séo
suscetiveis a efeitos da concentracdo salina. Em baixas concentragdes, é favorecida a
formacdo dos complexos coacervados (GULAO et al., 2014). No entanto, com um
pronunciado aumento da concentracdo de sal ocorre o enfraquecimento das interagdes
eletrostaticas entre os biopolimeros, além da reducdo dos valores criticos de pH de
formagéo dos complexos (SOUZA et al., 2018a, SOUZA, GARCIA-ROJAS, 2017).

17



3.2.2 Coacervacao complexa: Processo de microencapsulagao

O processo de microencapsulagdo por coacervacdo complexa consiste na
separagdo de fases de hidrocoldides a partir de uma solucdo inicial, seguida da
deposicdo da fase coacervada desenvolvida em torno do composto disperso
(emulsificado ou suspenso) no mesmo meio reacional, finalizando-se com o devido
ajuste do pH e da temperatura (ALOYS et al., 2016, TRIFKOVIC et al., 2016, ACH et
al., 2015, JAMEKHORSHID et al., 2014, MARTINS et al., 2009). Uma etapa opcional
pode ser posteriormente realizada para a consolidacdo das microcapsulas, através do uso
de agentes reticulantes ou de endurecimento (ERATTE et al., 2018, MARTINS et al.,
2009) também chamados de crosslinkers, como o glutaraldeido e o formaldeido. No
entanto, devido a caracteristicas de toxidade, seu uso vem sendo substituido por
alterativas como o &cido tanico, a genipina e a enzima transglutaminase, entre outras
(COMUNIAN et al., 2018, XIAO et al., 2014).

Através da técnica de coacervacdo complexa, € possivel a co-encapsulacdo de
biocompostos e de probidticos, o que possibilita a reducdo de custos, aumento da
absorcdo e da biodisponilibidade, efeito simbidtico entre microrganismos e ainda
sinergismo entre os ativos co-encapsulados (ERATTE et al., 2018, CHAWDA et al.,
2017, ALOYS et al.,, 2016). Por meio de coacervacdo complexa foi feita a co-
encapsulacdo de flavorizantes (SANTOS et al., 2014), fitosterol e 6leo de semente de
Echium (COMUNIAN et al., 2018), probiotico e 6leo de atum (ERATTE et al., 2015),
entre outras aplicacdes.

A técnica de coacervacdo complexa mostrou-se apropriada tanto para a
imobilizacdo da enzima lactase como para a sua microencapsulacdo, importante recurso
tecnoldgico para a obtencdo de produtos sem lactose e para a suplementacgdo alimentar,
ja que também proporcionou boas propriedades de resisténcia em condi¢Bes simuladas
do trato gastrintestinal (SOUZA et al., 2018b , SOUZA et al., 2018c, SOUZA et al.,
2019). Microcépsulas obtidas por coacervacdo complexa apresentam tamanho variavel
entre 0,1- 500 um (COMUNIAN, FAVARO-TRINDADE, 2016). Essa técnica
apresenta diversas vantagens como elevadissima eficiéncia de microencapsulagdo, além
de excelentes propriedades de liberacdo e resisténcia mecanica. Através dessa técnica €
viavel a microencapsulacdo de compostos volateis como aromas e 6leos essenciais,
microrganismos probiodticos e de substancias labeis pois sdo realizadas condi¢bes
brandas de operacdo, ja que ndo hd emprego de elevadas temperaturas nem sdo
utilizados solventes organicos. Como principais desvantagens, possui alto custo e
dificuldade de ampliacdo de escala, além de elevada sensibilidade a variacfes de forca
ibnica e de pH (TIMILSENA et al., 2019, XIAO et al., 2014, DEVI et al., 2017,
TRIFKOVIC et al., 2016, DA SILVA et al., 2015, ROKKA, RANTAMAKI, 2010).

Embora a técnica de coacervacdo complexa tenha sido tradicionalmente e em
maior numero, empregada para a microencapsulacdo de compostos lipofilicos
(TIMILSENA et al., 2019, ERATTE et al., 2018, DEVI et al., 2017, SILVA et al.,
2012), atualmente na literatura ja € possivel encontrar diversos trabalhos que utilizam a
coacervacao complexa para a microencapsulacdo de compostos hidrofilicos, conforme
apresentado na Tabela
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Tabela 1: Estudos recentes de microencapsulacdo por coacervacéo complexa.

Material de Parede Nucleo Polaridad Tipo de Emulséo Objetivo Analises Referéncia
Polissacarideo Proteina edo
Nucleo
GA GE Acido ascorbico Hidrofilica Dupla Verificar as caracteristicas fisico-quimicas, EE%, TGA, Da Cruz et
Tipo B (Vitamina C) AJ/O/A estabilidade térmica e perfil de liberacdo das Solubilidade, al., 2019
microcéapsulas de &cido ascorbico obtidas por Higroscopicidade
coacervagdo complexa.
Mucilagem de GE Vitamina D Lipofilica Simples Utilizar a técnica de coacervagdo complexa EE%, TGA, Jannasari et
semente de agrido Tipo ndo O/A para microencapsular a vitamina D. Verificar FTIR, SEM al., 2019
especificado as propriedades das microcapsulas e testar in Anélise in vitro de
vivo as microcépsulas obtidas. liberacéo,
Estudo in vivo,
Metodologia de
superficie-resposta
Quitosana WPI Extrato de alho Hidrofilica _ Estudar os mecanismos de coacervacdo Pot {, Tavares,
rico em alicina complexa entre a WPI e quitosanas de MedicGes Norefia,
diferentes graus de desacetilacéo. reoldgicas, 2019
Microencapsular o extrato de alho por TGA,
coacervagdo complexa e promover a secagem  FTIR,
das microcapsulas por Spray-drying. Morfologia,
Avaliar as propriedades fisicas, quimicas e Solubilidade,
morfolégicas das microcapsulas obtidas Higroscopicidade
Goma de semente Proteina de Vanilina (em Lipofilica . Aplicar a coacervagdo complexa para EE%, Pot ¢, Hasanvand,
de linhaga farelo de arroz complexo de microencapsular a vanilina. Formar um TGA, DSC, Rafe, 2019

inclusdo com B-
ciclodextrina)

complexo de incluséo prévio a coacervagao
para incrementar a estabilidade térmica e
possibilitar a liberagdo controlada da vanilina.
Estudar a relacdo entre o material de parede e
0 nucleo. Avaliar as propriedades estruturais e
térmicas das microcéapsulas obtidas .

SEM, FTIR, XRD,
Perfil de Liberacao,
Morfologia
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Pectina

GA

GA

GA

GA

GE
Tipo B

GE

Tipo A

GE
Tipo A

GE
Tipo A

GE
Tipo A

Cinamaldeido

Oleato de metila

Antocianinas da
framboesa negra

Xantona

Lactobacillus
plantarum ST-III
(probiético)

(Pouco)
Hidrofilica

Lipofilica

Hidrofilica

(Pouco)
Hidrofilica

Simples
O/A

Simples

O/A

Dupla
A/O/A

Simples
O/A

Investigar o processo de coacervacdo
complexa entre a gelatina e a pectina bem
como aplica-la para microencapsular o
cinamaldeido.

Determinar o efeito dos seguintes parametros
na microencapsulagdo: Concentragdo total do
material de parede, Razdo entre proteina e o
polissacarideo.

Avaliar e estabelecer uma relacéo entre a
morfologia e a estabilidade oxidativa das
microcapsulas obtidas

Microencapsular as antocianinas da framboesa
negra pela técnica de coacervacgéo complexa
precedida de dupla emulsificacéo.

Verificar as propriedades das microecapsulas
obtidas, com a finalidade de aplica-las em
produtos alimenticios e nutracéuticos.

Microencapsular a xantona por coacervagao
complexa e secar as microcapsulas por Spray-
drying. Comparar a solubilidade em agua do
nudcleo micorencapsulado com a da xantona
ndo-microencapsulada. Realizar a
caracterizacdo fisico-quimica das
microcéapsulas obtidas.

Utilizar a coacervacdo complexa para
microencapsular o microerganismo probiético.
Verificar a sobrevida das células probidticas
durante a estocagem das microcapsulas.

MM, FTIR, Pot {, Muhoza et

TGA, Turbidez al., 2019
Estabilidade Maetal.,
oxidativa, 2019

Morfologia, indice
de agregacéo

Tamanho das MC, Shaddel et
Morfologia, al., 2018
FTIR, DSC,

Pot g,

Andlise de cor,

Solubilidade,

Higroscopicidade

XRD, Ho et al.,
FTIR, DSC, 2018
Solubilidade

Pot {, SEM, EE%, Zhao et al.,
Umidade relativa, 2018
Estabilidade térmica
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GA GE
Tipo B

Quitosana
Pectina ou GX

GA WPI

Alginato ou Pectina  Colageno

CMC Caseinato de

s6dio ou WPI

Lactase
(enzima)

Oleo de palma
ricoem
carotenoides

L. paracasei
subsp. paracasei
E6L
paraplantarium
B1 (Probidtico)

Nisina com
extrato de abacate

B-pineno

Hidrofilica Dupla
A/O/A
Lipofilica Simples
O/A
(Pouco) Dupla
Hidrofilica A/O/IA
Lipofilica Simples
O/A

Estudar a viabilidade de formacao de
microcéapsulas de lactase por coacervacdo
complexa precedida de dupla emulsificagéo.
Verificar a cinética de liberacéo e a atividade
enzimatica em ensaio in vitro de digestao.

Microencapsular o 6leo de palma com alta
concentracdo de carotenoides por meio da
técnica de coacervacdo complexa, empregando
a quitosana e a pectina ou a quitosana e a goma
Xantana como materiais de parede. Promover
a caracterizagdo fisico-quimica e avaliar o
perfil de liberacdo do carotenoide
microencapsulado. Estudar a aplicagdo das
microcépsulas em produtos alimenticios como
péo e iogurte.

Avaliar a incorporagdo do microrganismo
probidtico microencapsulado no iogurte.
Verificar o efeito da icorporacéo das
microcapsulas nas propriedades reoldgicas do
produto.

Estudar e comparar a influéncia da composigao
do material de parede, do tipo de secagem e do
tipo de dispersdo do ndcleo, envolvidos no
processo de microencapsulagdo do nicleo por
coacervacgdo complexa.

Verificar a performance do uso do glicerol e
do &cido tanico como agentes de reticulagdo
das microcapsulas formadas pela técnica de
coacervacdo complexa. Caracterizar as
microcapsulas formadas.

EE%, FTIR,
Estabilidade
térmica,
Solubilidade,
Simulagéo géstrica

EE%, DSC,
Morfologia, Perfil
de liberacdo
gastrointestinal

Simulacdo géstrica,

reologia e

estabilidade térmica
do produto (iogurte)

PotC,
Turbidimetria,
Morfologia

TGA, FTIR,
SEM

Souza et
al., 2018c

Rutz et al.,
2017

Bosnea et
al., 2017

Calderén-
Oliver et
al., 2017

Koupantis
etal., 2016
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GA ou Pectina

Goma de semente
de chia

GA

GA

GE
Tipo B

Isolado
protéico de
semente de
chia

B-LG

LF

GE
Tipo B

WPI

Sulforanos

Oleo de semente
de chia

Acido félico
(Vitamina B9)

Xilitol
(Edulcorante)

[-caroteno

Lipofilica

Lipofilica

Hidrofilica

Hidrofilica

Lipofilica

Simples
O/IA

Simples
O/A

Dupla
A/O/IA

Simples
O/A

Microencapsular sulforanos provenientes do
extrato da semente de brécolis sem o uso de
tensoativos nem de agentes de reticulac&o.

Microencapsular por coacervagdo complexa o
o6leo de semente de chia (fonte de dmega 3 e
potencial substituto do éleo de peixe) através
de um material de parede isento de
ingredientes de origem animal, mirando o
publico vegetariano e vegano.

Avaliar os efeitos da razdo material de parede
e nacleo e do método de secagem aplicado.

Estudar um sistema de liberacdo de compostos
bioativos hidrofilicos, como a vitamina B9,
constituido por proteinas do soro do leite
heterocomplexadas, visando a producao de
alimentos funcionais com beneficios a satde e
com 0 menor uso possivel de aditivos.

Produzir microcapsulas de xilitol por meio da
técnica de coacervagdo complexa.

Controlar a liberacéo do xilitol.

Prolongar a dogura e o frescor por meio da
introducéo das microcapsulas obtidas no
produto (chiclete).

Microencapsular o f-caroteno.

Avaliar a influéncia da variagdo da
concentracdo de biopolimeros no material de
parede. Delinear o perfil de liberagdo do -
caroteno.

EE%, UV, FTIR

EE%, Morfologia e
Tamanho das
particulas,
Porosidade e Area
de superficie, SEM,
Estabilidade
oxidativa do 6leo

PotC,
Turbidimetria,
EE%,

Tamanho e
esfericidade das
particulas

EE%, Solubilidade,
FTIR,
Isoterma de sorcéo

Pot{, FTIR, CLSM
Reologia
Estabilidade
quimica,
Liberago in vitro

Garcia-
Saldafia et
al., 2016

Timilsena
etal., 2016

Chapeau et
al., 2016

Santos et
al., 2015

Jainetal.,
2015
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SHMP GE
Tipo A

GA GE
Tipo B

GA GE
Tipo B

Oleo de atum

Acido ascorbico
(Vitamina C)

Aspartame
(Edulcorante)

Lipofilica

Hidrofilica

Hidrofilica

Simples
O/IA

Dupla

A/O/A

Dupla
A/O/A

Produzir microcépsulas de 6leo de atum
através da técnica de coacervacdo complexa.
Avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo de
atum microencapsulado.

Microencapsular o &cido ascorbico através da
técnica de coacervagao complexa precedida de
dupla emulsificacéo.

Caracterizar estrutural e fisico-quimicamente
as microcapsulas produzidas.

Determinar a estabilidade oxidativa do &cido
ascérbico micorencapsulado.

Promover a microencapsulagdo do edulcorante
por meio da técnica de coacervacdo complexa
precedida de dupla emulsificacéo.

Avaliar as propriedades estruturais e fisico-
quimicas das microcépsulas obtidas.

Estudar a taxa de liberacdo em &gua do
aspartame microencapsulado.

PotC,
Turbidimetria,
EE%, Estabilidade
oxidativa

EE%, FTIR,
Estabilidade
térmica,
Solubilidade,
Higroscopicidade

EE%, Solubilidade,
Higroscopicidade,
Isoterma de sorcéo,
Liberagdo em 4gua
do aspartame
microencapsulado

Wang et
al., 2014

Comunian
etal., 2013

Rocha-

Selmi et al.,

2013

Legenda da Tabela

AJO/A — emulsdo &gua-6leo-em-agua; CLSM — microscopia de scanner laser confocal; DSC — calorimetria diferencial de varredura; EE% - eficiéncia de encapsulacédo (%);
FTIR — espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier; GA — goma arabica; GE — gelatina; SHMP — hexametafosfato de sodio; B-LG —p-lactoglobulina; LF —
lactoferrina; O/A — emulsdo 6leo-em-&gua; Potl, - potencial zeta; SEM — microscopia de scanner eletrénico; TGA — analise termogravimétrica; UV — ultravioleta; WPI —

isolado de proteina do soro; XRD — difragdo de raio-X
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A maioria dos trabalhos de coacervacdo complexa disponiveis na literatura
emprega a emulsificacdo para a dispersdo de biocompostos (TIMILSENA et al., 2019,
OZKAN et al., 2019, ERATTE et al., 2018, COMUNIAN et al., 2018). A formacéo de
uma emulsdo estavel contendo o principio bioativo é, portanto, fundamental para a
microencapsulacdo por coacervacdo complexa (ERATTE et al., 2018, DEVI et al.,
2017, TRIFKOVIC et al., 2016) sendo, desse modo a etapa de emulsificacio de extrema
importancia para a adequada protecdo do nucleo e longevidade das microcapsulas
obtidas (CALDERON-OLIVER, 2017, DEVI et al., 2017). Adicionalmente, as
condicdes de preparo e de estabilizacdo de emulsbes podem justificar variacbes na
eficiéncia e na estabilidade das microcapsulas formadas por coacervagdo complexa (DA
CRUZ et al., 2019, CALDERON-OLIVER, 2017). Por essa razdo, alguns aspectos
relacionados ao uso de emulsdes e aos fendmenos associados a sua instabilidade seréo
explicados no topico a seguir.

3.2.2.1 Emulsoes e sua instabilidade

Emulsbes sdo sistemas de dispersdo de particulas de um fluido num segundo
fluido imiscivel (MCCLEMENTS, 2018, GULAO et al., 2018, MCCLEMENTS et al.,
2007). Emulsbes duplas sdo um tipo de emulsdo que se constitui em sistemas liquidos
de dispersdes complexas, nos quais particulas de uma fase liquida dispersa serdo
posteriormente dispersas em outra fase liquida (NEUMANN et al., 2018, PEREIRA,
GARCIA-ROJAS, 2015).

Diversos tipos de emulsGes podem ser utilizados na técnica de
microencapsulacdo por coacervacdo complexa, sendo que emulsbes do tipo 6leo em
agua (O/A) sdo frequentemente utilizadas como sistemas carreadores de biocompostos
lipofilicos (GULAO et al., 2018, COMUNIAN, FAVARO-TRINDADE, 2016) e
emulsGes do tipo agua-6leo-em-agua (A/O/A) carreadores de compostos bioativos
hidrofilicos (MUTALIYEVA et al., 2017, KUROIWA et al., 2016).

Quando preparadas a partir de biopolimeros, as emulsdes apresentam excelentes
propriedades de protecdo de compostos bioativos ao longo do trato gastro-intestinal,
proporcionando aumento de sua digestibilidade e biodisponibilidade (ANAL et al.,
2019, LU et al., 2016). Contudo, emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis
(MCCLEMENTS, 2018, NEUMANN et al., 2018). Os principais fendmenos
relacionados a instabilidade de emulsdes sdo coalescéncia, floculacdo, maturacdo de
Ostwald, cremeacéo e sedimentacdo (ANAL et al., 2019, ADITYA et al., 2017, KHAR
etal., 2011), como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3: Fendmenos relacionados a instabilidade de emulsdes.
Fonte: HU et al., 2017.

Emuls&o estavel

Embora esses fendmenos possam ocorrer em qualquer tipo de emulséo,
conforme a natureza da emulsdo a susceptibilidade a determinados fenbmenos é maior:
enquanto emulsdes do tipo O/A estdo mais propensas a floculacdo e coalescéncia
(GULAO et al., 2018), emulsdes do tipo A/O/A s&o mais susceptiveis a difusio do
nacleo da fase aquosa interna para a externa, expulsdo das goticulas de &gua da fase
oleosa, além de floculacdo, coalescéncia e maturacdo de Ostwald (NEUMANN et al.,
2018, BAMBA et al., 2018, LU et al., 2016).

3.2.2.2 Microencapsulacdo por coacervacdo complexa de compostos
hidrofilicos precedida de dupla emulsificacéo

Para a microencapsulacdao de compostos hidrofilicos por coacervagdo complexa,
em muitos casos, € apropriada a realizacdo de uma etapa de dupla emulsificacdo, prévia
a coacervacdo, para que haja melhoria na retencdo e protecdo do composto bioativo
hidrossolivel durante a formagdo do coacervado (COMUNIAN et al.,, 2013,
MENDANHA et al., 2009). Isso é feito por meio de um sistema de emulsao dupla, do
tipo agua 6leo em agua (A1/O/A2), no qual € fundamental a formacdo de uma emulséo
primaria, contendo o composto bioativo, do tipo dgua-em-6leo (A1/0) estavel (SOUZA
et al., 2018c, SHADDEL et al., 2018, ESTEVEZ et al., 2019). A estabilizacdo da
emulsdo priméaria (fase interna) é feita através do uso de um tensoativo lipofilico e a
estabilizacdo da emulsdo secundaria (fase externa) € feita empregando-se um
emulsificante hidrofilico (NEUMANN et al., 2018, HATTREM et al., 2014) sendo
usualmente realizada partir da proteina empregada (ESTEVEZ et al., 2019, SOUZA et
al., 2018c, SANTOS et al., 2015).

O tensoativo empregado para a estabilizagdo da emulsdo primaria, bem como a
sua proporcao apresentam, portanto, um papel fundamental (TAMNAK et al., 2016). O
poliricineolato de poliglicerila (PGPR) é um tensoativo lipofilico que vem sendo
amplamente utilizado para a microencapsulacdo de compostos hidrofilicos por
coacervacdo complexa, com etapa prévia de dupla emulsificacio (HATTREM et al.,
2014). Para a microencapsulagédo do acido ascorbico, foi empregado nas proporcoes (%
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m/m da emulsdo primaria) de 0,5% (COMUNIAN et al., 2013) e de 0,8% ( DA CRUZ
et al., 2019). Para a microencapsulagéo de antocianinas da framboesa negra foi utilizado
na proporcdo de 3% (SHADDEL et al., 2018) e na de 4% para a microencapsulacdo do
extrato da semente de uva rico em compostos fenolicos, como as protocianidinas
(ESTEVEZ et al., 2019).

Além do tensoativo, as condi¢cBes de homogeinizagdo também apresentam um
papel importante para a formacdo e estabilizacdo de emulsdes. Maiores velocidades de
emulsificacdo estdo relacionadas a formac&o de particulas de menores tamanhos e maior
estabilidade. No entanto, a partir de certo ponto, 0 aumento da velocidade promove
desestabilizacdo do sistema, além da possibilidade da incorporagdo de ar (BAMBA et
al., 2018, WANG et al., 2015, KHAN et al., 2011, XING et al., 2004).

No caso de emulsdes duplas para a microencapsulagéo de compostos hidrofilicos
previamente a etapa de coacervacao complexa, costuma-se trabalhar com velocidades
relativamente altas, entre 10000 e 22000 rpm. Alguns trabalhos vém sendo realizados
com iguais parametros de velocidade de rotacdo e de tempo, tanto para a producéo da
emulsdo priméaria como para a da emulsdo secundaria (MENDANHA et al., 2009,
ROCHA-SELMI et al., 2013), enquanto outros empregam velocidades de rotacdo e
tempos um pouco menores na emulsdo secundéria, de modo a n&o romper a emulsdo
primaria e assim evitar perda do biocomposto (DA CRUZ et al., 2019, SANTOS et al.,
2015).

A coacervacdo complexa é finalmente realizada, com a adi¢cdo da solucdo do
polissacarideo a emulsdo dupla previamente formada e devido ajuste do pH,
promovendo dessa forma a microencapsulacdo do composto bioativo hidrofilico
(ROCHA-SELMI, et al., 2013, SANTOS et al., 2015), ilustrada na Figura 4.

Al /0 /A2

Proteina €—— RO » Polissacarideo (Complexo Coacervado)

Bl Composto bioativo hidrofilico

Oleo

» Proteina

A2

Figura 4: Coacervacao complexa apos dupla emulsificagdo do tipo agua-em-6leo-em-agua (A1/O/A2).
Adaptado de ADITYA et al., 2017.
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3.3 Material de parede a partir de biopolimeros

3.3.1 Biopolimeros

Biopolimeros ou polimeros naturais sdo, por definicdo, polimeros formados por
diversos organismos vivos, como animais, vegetais e microrganismos, em suas células,
por meio de processos metabolicos complexos. S&o exemplos de biopolimeros
polissacarideos como amidos e gomas (do cajueiro, xantana, acacia, gelana, tara) e
também proteinas, como a gelatina, a caseina, etc. (RAO et al., 2014, PAWAR et al.,
2015). Biopolimeros de grau alimenticio vem sendo cada vez mais empregados nas
indUstrias de alimentos, farmacéutica, entre outras, em substituicdo a polimeros
sintéticos, por conta de sua biodegrabilidade, biocompatibilidade, baixo custo e
abundancia na natureza (SHIT, SHAH, 2014, PRAMANAIK, GANGULY, 2017,
CAZON et al., 2017, KUMAR et al., 2018).

S&o utilizados para a fabricacdo de embalagens e filmes de revestimento com
propriedades de barreira a gases (SHIT, SHAH, 2014, CAZON et al., 2017), agentes de
liberacdo controlada de farmacos (PAWAR et al., 2015, PRAMANAIK, GANGULY,
2017), engenharia de biotecidos (KUMAR et al., 2018) e protecdo de compostos
bioativos através de diversas técnicas de microencapsulagio (JIMENES-
COLMENERQO, 2013).

Tanto a técnica de microencapsulagdo empregada como a natureza dos materiais
de revestimento, direcionam a aplicacdo das microcépsulas, exercendo extrema
influéncia em suas propriedades (NAZZARO et al., 2012), o que justifica o estudo de
novos materiais de revestimento para microencapsulacio (ROKKA, RANTAMAKI,
2010, JAMEKHORSHID et al., 2014).

Diversos materiais de parede sdo empregados para a microencapsulacdo, em
variadas concentracdes e técnicas, podendo ser utilizados sozinhos ou em associacoes.
Os mais utilizados s3o polissacarideos, como a k-carragena e o alginato; gomas como a
arébica, xantana e gelana e ainda proteinas de origem animal como a gelatina e
proteinas do leite (ROKKA, RANTAMAKI, 2010). Quando associados podem ser
obtidas propriedades diversificadas e otimizadas em relagdo ao custo, resisténcia,
morfologia e eficiéncia de microencapsulacdo (DAMODARAN et al., 2010).

3.3.1.1 Proteinas

Proteinas sdo polipeptideos, ou seja, biopolimeros formados a partir de diversas
unidades de aminoacidos (IGE et al., 2012). Alguns exemplos de proteinas aplicadas
para microencapsulacdo de compostos bioativos sdo a gelatina (DE SOUZA et al.,
2018) e proteinas do soro do leite, como a B-lactoglobulina e a lactoferrina (SANTOS
etal., 2018a).

3.3.1.1.1 Lactoferrina

A lactoferrina € uma proteina que pode ser isolada a partir do soro do leite, onde
esta presente em pequenas concentragdes, correspondendo a cerca de 1 a 2% do total de
proteinas (SANTOS et al., 2018a, MARSHALL, 2004). Essa glicoproteina de ligagédo
com o ferro possui massa molar de aproximadamente 80 KDa. Apresenta-se em 3
formas distintas (apo, holo e nativa), conforme o grau de saturacdo com o ferro. A sua
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forma nativa, por exemplo, possui de 15-20% de saturacdo com ferro e apresenta
colorago rosa salméo (GULAO et al., 2018, WANG et al., 2017). Apresenta excelentes
propriedades bioldgicas, tais como funcdo antioxidante, anti-inflamatoria,
bacteriostatica, exercendo atividade tanto contra bactérias gram positivas quanto gram
negativas, além de melhorar a biodisponibilidade do ferro (GONZALEZ-CHAVEZ et
al., 2009). Também possui propriedades anticAncer (ZHANG et al.,, 2014),
imunomodulatéria (PUDDU et al., 2009) e anti-inflamatéria (GUILLEN et al., 2000).
Por conta desses beneficios a salde, a lactoferrina vem sendo encapsulada e utilizada
em diversas formulacdes alimenticias e farmacéuticas (RAEI et al., 2017). A Figura 5
mostra a estrutura da lactoferrina bovina.

N LOBI

Figura 5: Esquema da estrutura quimica da lactoferrina bovina.
Fonte: LIU, ZHANG, LI et al., 2018.

O ponto isoelétrico da lactoferrina é de aproximadamente de 8,0 (GULAO et al.,
2014). Apresenta a capacidade de se complexar com diversos polissacarideos anifnicos,
como o alginato de sédio (BOKKHIM et al., 2016, BASTOS et al., 2018), a pectina e a
carragena (PEINADO et al., 2010) e com a goma arabica (GULAO et al., 2014). Isso
evidencia o seu potencial de aplicacdo como material de parede para a
microencapsulagdo de compostos bioativos e com isso, adicionalmente, promover o
enriquecimento dessas microcapsulas (SANTOS et al.,, 2018a, LIU, ZHANG, LI,
2018).

O emprego da lactoferrina como agente encapsulante foi realizado para a
encapsulagdo de compostos hidrofilicos como a curcumina e a cafeina através da técnica
de nanohidrogel (BOURBON et al., 2016). O potencial tecnoloégico da lactoferrina
também foi estudado por Chapeau et al. (2016), que a utilizou juntamente com a -
Lactoglobulina para a coacervacdo complexa heteroproteica da vitamina B9, obtendo
boa performance no carreamento dessa vitamina hidrossolavel.

3.3.1.1.2 Gelatina

A gelatina € uma proteina abundante preparada a partir da degradacéo hidrolitica
do colageno. O ponto isoelétrico (pl) da gelatina varia de acordo com o tratamento
empregado para a sua producdo. A gelatina produzida por hidrélise acida (gelatina tipo
A) possui pl em pH em torno de 8,0, enquanto que a gelatina produzida em condigdes
alcalinas (gelatina tipo B) para a hidrolise do colageno apresenta pl em pH por volta de
5,0 (XIAO et al., 2014).

Existem gelatinas de diferentes fontes animais, sendo as mais comuns s&o
gelatinas feitas a partir da pele e 0ssos de porco, seguidas de boi, por serem mais
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abundantes e por apresentarem melhores propriedades tecnolégicas (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011). Contudo, diversas pesquisas vem sendo conduzidas para a
obtencdo de gelatinas semelhantes as gelatinas de mamiferos, mas de outras origens
animais como aves e pescados, por conta de questdes ligadas a fatores culturais e
religiosos e também como forma de beneficiamento de subprodutos da industria de
alimentos (RAWDKUEN et al., 2013, SARBON et al., 2013, KARIM, BHAT, 2009).

A massa molar da gelatina é uma propriedade dependente do seu processamento,
de sua origem animal e de outros fatores relacionados a complexidade estrutural do
colageno, como o tamanho e o teor de aminoacidos de suas cadeias protéicas, que
variam conforme a idade e o tamanho do animal (MUYONGA et al., 2004, KARIM,
BHAT, 2009). A forca do gel, a termo-estabilidade e a capacidade de emulsificacdo sao
alguns parametros dependentes da massa molar da gelatina e que direcionam a sua
aplicacdo como geleificantes, emulsificantes, agentes de microencapsulacdo e de
formagc&o de filmes, entre outras (MUYONGA et al., 2004, GOMEZ-GUILLEN et al.,
2011).

A gelatina possui excelente capacidade de complexacdo com diversos
polissacarideos, como carragenas, pectinas, alginatos e gomas (DEVI et al., 2017, RAO
et al., 2014). Tradicionalmente, ela vem sendo associada com a goma arabica em
diversos estudos de microencapsulacao por coacervacdo complexa (DEVI et al., 2017,
JAMEKHORSHID et al., 2014). A coacervacdo complexa da gelatina e da goma
arabica foi empregada para a microencapsulacdo de edulcorantes como o aspartame
(ROCHA-SELMI et al., 2013) e também para a microencapsulacdo da vitamina C
(COMUNIAN et al., 2013).

No estudo conduzido por De Souza et al. (2018), a gelatina tipo A de porco foi
utilizada para a microencapsulacdo do extrato de canela rico em protocianidinas e em
outros compostos fendlicos, por coacervacdo complexa com diversos polissacarideos
como a goma do cajueiro, a carboximetilcelulose e a k-carragena, com eficiéncias de
encapsulagdo varidvel entre 65% e 86%, conforme o material de parede empregado.

A estrutura quimica da gelatina encontra-se representada na Figura 6. Pode-se
observar a presenca de grupos carboxilicos e também amino-guanidinicos, que
conferem a gelatina propriedades anféteras (XIAO et al., 2014).
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Figura 6: Estrutura quimica da gelatina.
Fonte: DEVI et al., 2017.
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3.3.1.2 Polisacarideos

Polissacarideos sd@o polimeros naturais de carboidratos nos quais diversos
monossacarideos encontram-se unidos através de ligacdes glicosidicas (SHISHIR et al.,
2018). Gomas naturais sdo polissacarideos com elevada massa molecular, séo
compostos exudados a partir de plantas ou de microrganismos, para a sua protecéo
diante de um ataque microbiano ou de uma agressao externa (GOSWAMI, NAIK, 2014,
RANA et al., 2011).

Polissacarideos como o alginato (LIU, WANG, MCCLEMENTS et al., 2018), a
goma do cajueiro (DE SOUZA et al.; 2018) e a goma xantana (RUTZ et al., 2017) vem
sendo empregadas para a microencapsulacdo de compostos bioativos.

3.3.1.2.1 Goma xantana

A goma xantana é um exopolissacarideo anionico de elevada massa molecular
cujo valor de pka é de aproximadamente 2,8 (VICENTE et al., 2018). E produzida pela
bactéria Xanthomonas campestres, sendo composta de unidades de glicose, manose e
acido glucorénico (ROKKA, RANTAMAKI, 2010), sua estrutura quimica é ilustrada na
Figura 7.
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Figura 7: Estrutura quimica da goma xantana.
Fonte: SHAO et al., 2012.

Por apresentar carga negativa mesmo em torno do pH neutro, a goma xantana,
assim como a pectina e a carragena recebe a denominacdo de poli-eletrolito aniénico
(BOURGANIS et al., 2017). Apresenta estabilidade numa ampla faixa de pHs , em
temperaturas elevadas e também em altas concentracdes de eletrélitos (SHAO et al.,
2012, KUMAR et al., 2018). Apresenta elevada solubilidade, tanto em agua fria como
em agua quente e massa molar varidvel dependendo do processo fermentativo e da
associacdo de suas cadeias, na faixa entre 2 x 10° e 20 x 10° Da (KUMAR et al., 2018).

Diversas caracteristicas desejaveis da goma xantana justificam seu vasto
emprego na industria de alimentos, como auséncia de cor, sabor e odor (CAI et al.,
2019), sendo por isso amplamente utilizada como espessante, geleificante e dispersante.
A goma xantana também atua como estabilizante de emulsdes (FU et al., 2019,
VICENTE et al., 2018, FAREEZ et al., 2015). Além disso, complexos formados entre a
goma xantana e proteinas do soro mostraram-se promissores enquanto substitutos de
gordura (LANEUVILLE et al., 2000).

Seu potencial de aplicagdo na area de microencapsulacdo vem sendo utilizado,
dada a sua capacidade de complexacdo com proteinas (DE KRUIF et al., 2004;
BUENO, PETRI, 2014). A goma xantana possui a habilidade de formacdo de
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complexos coacervados insollveis e estaveis em amplas faixas de pH com diferentes
proteinas, como a lisozima e a ovoalbumina (SOUZA, GARCIA-ROJAS, 2017).

A goma xantana foi utilizada como material de parede associada com amido
carboximetilado para a microencaspulagdo de antocianinas de mirtilo através da técnica
de liofilizacdo (CAI et al., 2019). Foi empregada, associada com a goma gelana
(0,75%) num estudo de estabilidade de Lactobacillus sp. através de microencapsulacao
por extrusdo com posterior aplicacdo de potencial eletrostatico (6,5 kV), mostrando-se
como a combinagdo mais efetiva dos materiais de encapsulamento testados neste estudo
(JIMENES-PRANTEDA et al., 2012). Também foi utilizada como material de
revestimento para microencapsulacdo do 6leo de palma rico em carotenoides através de
coacervacdo complexa com a quitosana apresentando eficiéncia de 62% quando
associada a secagem por liofilizacdo (RUTZ et al., 2017).

3.4 Composto bioativo: &cido ascorbico

O é&cido ascorbico é um composto hidrossolivel e termolabil, encontrado
naturalmente em diversas frutas frescas, especialmente em frutas citricas. Possui funcao
vitaminica, sendo também conhecido como vitamina C (LAM et al., 2014, WILSON,
SHAH, 2007). A Figura 8 mostra a estrutura quimica do &cido ascorbico.
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Figura 8: Estrutura quimica do &cido ascérbico.
Fonte: ABBAS, 2012.

A vitamina C apresenta func@es fisioldgicas importantes, como por exemplo, a
prevencdo de doencgas como escorbuto e a formacdo de fibras colagenas existentes em
praticamente todos os tecidos do corpo. A ingestdo diaria de vitamina C recomendada
para garantir o funcionamento adequado do organismo € de cerca de 100 miligramas,
sendo requeridas doses um pouco maiores em alguns casos especiais como infecgdes,
gestacdo ou amamentacdo (LAM et al., 2014, PALMA-RODRIGUEZ et al., 2013,
MANELA-AZULAY et al., 2003). Além disso, uma vez que o &cido ascorbico também
apresenta propriedades antioxidantes, ele previne que ocorram alteracdes quimicas e
sensoriais indesejaveis em diversos produtos alimenticios (ABBAS et al., 2012).

Apesar de seus beneficios nutricionais e tecnoldgicos, o acido ascérbico é um
composto altamente instdvel em presenca oxigénio, variacbes de pH e elevadas
temperaturas, podendo sofrer perdas significativas durante o armazenamento e
processamento dos alimentos, sendo oxidado a acido dehidroascorbico (SARTORI et
al., 2015, MATOS-JR et al., 2015). A degradacdo do &cido ascoOrbico também é
influenciada por fatores como elevada atividade de agua, altos valores de pH e presenca
de fons como Cu*? e Fe*® (DA CRUZ et al., 2019). O uso da microencapsulagio &,
portanto, um dos melhores e mais utilizados recursos para proteger a vitamina C e
prevenir perdas nutricionais e alteracdes sensoriais em formulag¢fes alimenticias que a
contém (SARTORI et al., 2015, LAM et al., 2014, ABBAS et al., 2012).

Uma vez que o processamento de alimentos, como pasteurizagdo e assamento,
por exemplo, empregam elevadas temperaturas que podem reduzir o teor de acido
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ascorbico do alimento, € importante a producdo de microcapsulas que protejam o acido
ascorbico da degradacdo térmica, bem como da formacgdo de produtos téxicos como
furanos (FARIAS et al., 2018, ALVIM et al., 2016, SABERIAN et al., 2013).

Vitaminas, como a vitamina C, podem ser encapsuladas tanto por micro como
por nano capsulas. Comparativamente, a nanotecnologia oferece algumas vantagens,
como uma reducdo na quantidade de material de parede e nucleo empregados, e
aumento da superficie de contato do ndcleo. No entanto, a nano-encapsul¢do é um
processo de custo mais elevado que a microencapsulacdo, além de apresentar auséncia
de legislacdo especifica para aplicacdo em alimentos. Adicionalmente, tem seu uso
limitado por questdes relacionadas a propriedades de barreira, com implicacGes
toxicoldgicas que podem provocar doencas (SHISHIR et al., 2018, KATOUZIAN,
JAFARI, 2016). Estudos de microencapsulagdo do &cido ascérbico vém sendo
realizados por meio de diversas abordagens, conforme pode ser observado na Tabela 2.

O acido ascorbico microencapsulado promoveu a conservagdo e a preservagao
sensorial quando aplicado em produtos alimenticios como salsichas de frango
(COMUNIAN et al., 2014b), biscoito (ALVIM et al., 2016) e hamburguer de tilapia
(FARIAS et al., 2018). Dentre as diversas técnicas de microencapsulacdo do acido
ascorbico, a coacervacdo complexa precedida de dupla emulsificacdo apresenta elevada
eficiéncia de microencapsulacdo, além de conferir estabilidade térmica e oxidativa as
microcépsulas obtidas, importantes atributos para o processamento de alimentos (DA
CRUZ et al., 2019, COMUNIAN et al., 2013).
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Tabela 2: Microencapsulacdo do acido ascérbico através de diferentes técnicas.

Técnica de
microencapsulacao

Material de parede

Eficiéncia de
encapsulacéo (%)
maxima do estudo

Referéncia

Coacervacdo complexa  Gelatina tipo B e goma 93,80 Da Cruz et al., 2019
precedidade de dupla arabica
emulsificacdo
Spray-chilling Oleo de palma e 6leo 93,51 Carvalho et al., 2019
de palma totalmente
hidrogenado em
associacao
Coacervacdo complexa  Gelatinatipo B e 94,30 Da Cruz et al., 2018
precedidade de dupla pectina
emulsificacdo
Spray-drying Amido de taro 20,90 Hoyos-Leyva et al.,
2018
Emulsificacdo e Alginato de s6dio e 89,13 Zandi, 2018
gelificagdo interna Concentrado de
proteinas do soro de
leite
Spray-drying Amido modificado e 86,06 Palma-Rodriguez et al.,
goma arabica 2018
isoladamente e em
associagao
Spray-chilling Gordura 73,00 Matos-Jr. et al., 2017
interesterificada
Spray-drying Xiloglucano 96,34 Farias et al., 2018
Spray-drying Alginato de sodio 93,48 Ferrandiz et al., 2016
Spray-congealing ) Mastos-Jr et al., 2015
Dispositivos Oleo de palma 96,60 Comunian et al., 2014a
microfldidicos
Spray-drying Amido nativo e amido 93,30 Palma-Rodriguez et al.,
modificado de milho, 2013
batata e de arroz
Coacervacdo complexa  Gelatina tipo B e goma 99,57 Comunian et al., 2013
precedidade de dupla arabica
emulsificacdo
Lipossomo Fosfolipideos do leite 26,00 Farhang et al., 2012
Lipossomo Fosfatidilcolina 38,42 Marsanasco et al., 2011
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Foram utilizados Goma Xantana (GX), Gelatina tipo A de porco Bloom 300
(GE-A) e 2,6-diclorofenol-indofenol de Sédio (DCFI) obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA), Acido L-Ascorbico 99% m/m de pureza (AA) e corante Coomassie azul
brilhante (CBBG250) foram obtidos da Vetec (Sdo Paulo, Brasil). A Lactoferrina
desidratada (LF) empregada foi Bioferrin® 2000, 95% m/m de pureza, fornecida pela
empresa Glanbia Nutritionals (Fitchburg, USA). Foram empregados o emulsificante
Polirricinoleato de poliglicerol - PGPR (SGS, Brasil) e 6leo de milho (Cargill, Brasil)
adquiridos no mercado local. O equipamento Gehaka, Master- P&D, Brasil foi utilizado
para a preparacdo da dgua ultrapura de condutividade de 0,05 uS/ cm empregada nos
experimentos e preparo das solucdes.

4.2 Meétodos

4.2.1 Determinacdo da massa molar da GX e da GE-A pelo método
viscosimétrico

A massa molar da GE -A e da GX foi determinada a partir da viscosidade
dindmica, que foi calculada através do método viscosimétrico pelo tempo de
escoamento da solucdo dos biopolimeros através do capilar, utilizando-se viscosimetros
capilares Cannon-Fenske (Schott-Gerate, Alemanha) com diferentes diametros (100, 75
e 50 mm). Os capilares foram imersos em um banho termostatico (Schott-Gerate, CT-
52, Alemanha) a temperatura de 25 £ 0,1 ° C. As concentra¢des empregadas para a GX
basearam-se no estudo de Vicente et al. (2018), e variaram de 0,01% a 0,125% (m/v) e
foram preparadas a partir de uma solugdo mae na concentragdo de 0,125% (m/v)
contendo NaCl na concentracdo de de 0,01 mol/L, em agitacdo branda a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C) durante 30 minutos . As amostras de GE-A foram
utilizadas nas concentracdes entre 0,05% a 0,5% (m/v), como adaptacdo do estudo de
Masueli (2014), preparadas a partir de uma solugcdo mae na concentracdo de 0,5% (m/v)
do biopolimero, feita em solvente (agua) contendo NaCl na concentracdo de de 0,1
mol/L, com aquecimento a 40 °C durante 1 hora. Apds ter sido retirada a fonte de calor,
a GE-A manteve-se sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo em seguida diluida,
sob agitacdo durante 30 minutos.

A viscosidade intrinseca [n] foi obtida através da extrapolagdo da curva de
Martin tendendo a zero, conforme realizado por Vicente et al., (2018) a partir das
Equacdes (1) e (2):

In(nsy/c) = In[n] + K[nlc (1)

Nsp = o 2)

em que [n] é a viscosidade intrinseca (cm®/g), ns € a viscosidade especifica, ¢ é a
concentracdo da solucdo de GE ou GX (g/mL), n € a viscosidade da solucdo de GE-A
ou GX (g /cm.s), 5o é a viscosidade do solvente (g / cm - s), e K é constante de Martin.
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Para a determinacdo da massa molar (M,,) dos polimeros foi utilizada a equacao
de Mark- Houwink-Sakurada, que relaciona a massa molar com a viscosidade intrinseca
(Equacdo 3)

[n] = k(M,)* (3)

Neste estudo, foram adotados os seguintes valores das constantes obtidos a
partir da literatura (MARK, 1999, MASUELLI, 2014): para a GE-A, k = 1,10 x 10*
cm® ge 0 =0,74; paraa GX, k =2,78 x 10°cm®/ ge a. = 1,28.

4.2.2 Formagéo dos complexos coacervados entre a LF e GX e entre a

GE-Ae GX

4.2.2.1 Preparo das solucbes

Para a realizagdo das analises de potencial { e da turbidimetria, as
concentracdes de GX e de proteina (LF ou GE-A) foram fixadas em 0,1% m/m.
Solugdes de GX e de proteina (LF ou GE-A) foram usadas individualmente como
controle. Foram estudados diferentes propor¢des de massa (m/m) de GX: LF 1:1, 1:2,
1.6, 1.8, 1:9, 1:15; GX:GE-A 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6; como adaptacdo da
metodologia proposta por Diarrassouba et al. (2015). Na formacdo das céapsulas,
foram preparadas solucbes-méde dos BPs: a solucdo-méde de GX foi preparada na
concentracdo de 1% (m/v), a de LF na concentracdo de 3% (m/v) e a de GE-A na
concentracédo de 2% (m/V). Para o ajuste do pH, foram preparadas solucées de NaOH
(1M) e de HCI (1M).

Para o preparo das solucgdes, os reagentes foram pesados em um balanca
analitica (Shimadzu, AY220, Philippines) e depois dissolvidos em agua ultrapura
usando um agitador magnético (NT101, Novatecnica, Brasil) por periodos de tempo
variaveis: 30 minutos para as proteinas LF e GE-A e 24 horas para a GX. A temperatura
da agua de solubiliz¢do da GE-A foi 40°C enquanto que as demais solugdes foram
solubilizadas em temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). O efeito do pH foi
avaliado. Solugbes com diferentes pHs foram preparadas, usando para a sua verificagéo
um pHmetro de bancada (Tecnopon, mPA-210, Brasil) para subsequente titulacdo
turbidimétrica.

4.2.2.2 Titulagdo Turbidimétrica

A turbidez foi avaliada com auxilio do espectrofotdmetro (espectofotémetro
Libra S12, Biochrom, Inglaterra) em um comprimento de onda de 400 nm, de acordo
com metodologia proposta por Guldo et al., (2014). O espectrofotdmetro foi calibrado
para 100% de transmitancia (%T) com agua ultrapura. A turbidez (t) ¢ definida pela
equagao: T=100% - T. A solucdo contendo a razdo estabelecida de GX:LF ou GX:GE-
A tiveram o pH ajustado com HCI 0,5 mol/L e NaOH 0,25 mol/L, com auxilio de um
agitador magnético (NT 101, Novatecnica, Brasil). O pH das solugdes foi verificado
através de pHmetro de bancada (mPA-210, Tecnopon, Brasil) e uma aliquota de 2 mL
foi retirada para afericdo do valor da turbidez em uma cubeta de quartzo. Todas as
titulacbes foram realizadas em temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) com
quatro replicatas, com intervalos de aproximadamente 1 minuto entre as aferi¢des.
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4.2.2.3 Potencial {

O valor potencial ¢ foi obtido tanto para o complexo formado, como para a
proteina (LF ou GE-A) e para o polissacarideo (GX) isoladamente, através do
equipamento Zetasizer Nano—ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As
solugdes foram diluidas em agua deionizada com pH previamente ajustado em uma
proporcdo de 0.1% m/m, acondicionadas em tubos capilares posicionados dentro do
equipamento.

4.2.2.4 Calculo da Forca de Interacéo Eletrostatica (FIE)

O célculo da FIE foi realizado conforme a Equacdo 4 (YUAN et al., 2017), com
afericdes de potencial  em (mV) feitas em diferentes valores de pH (2 — 12).
FIE (mVZ) = | Cprotel’na X Cpolissacarl’deo | (4)

4.2.3 Microencapsulagdo do acido ascorbico

4.2.3.1 Preparo das microcapsulas

Para o preparo das microcapsulas foi adotada a metodologia empregada por
Comunian et al. (2013), com adaptacdes. Foi inicialmente preparada uma emulsdo
primaria (A1/0) a partir de uma solucéo de AA (20% m/m) na propor¢do de 33% (m/m)
e 0leo de milho na proporcao de 66% (m/m) mais 1% (m/m) de tensoativo PGPR com
agitacdo de 12.000 rpm por 4 min. As emulsbes secundarias (A1/O/A2) foram em
seguida preparadas adicionando-se as solugbes de proteina (GE-A ou LF) a (A1/0),
com agitacdo de 10.000 rpm durante 3 minutos em um agitador Ultraturrax, IKA T25,
Germany. A coacervacdo complexa foi promovida através da adicdo da solucdo de
goma xantana a (A1/O/A2) com o auxilio de agitacdo magnética, realizada na
temperatura de 40 ° C para o sistema contendo a proteina GE-A e na temperatura de 25°
C para o sistema contendo a proteina LF. Em seguida, o pH foi ajustado, baseado nos
valores 6timos obtidos na formacdo dos complexos coacervados entre a GX e a
proteina, sendo 4,0 para o sistema contendo GE-A e para 5,0 para o sistema contendo
LF.

Diferentes concentracGes totais de biopolimeros foram obtidas a partir de
solugdo-mée de GX 1% (m/v), LF 3% (m/v) e GE 2% (m/v). Foram avaliados 9
diferentes tratamentos para as microcapsulas formadas por complexos coacervados
entre a LF e a GX com concentragdes totais de BP no MP que variaram de 0,49% a
1,05% e de nucleo correspondente a 100%, 75% e 50% do total da quantidade de BP
empregada no MP, conforme mostra a Tabela 3. As microcdpsulas formadas por
complexos coacervados entre a GE-A e a GX foram testados 12 diferentes tratamentos
com concentrac@es totais de BP no MP que variaram de 0,84% a 1,2% e de ndcleo
correspondente a 100%, 75% , 50% e 25% do total de BP no MP, conforme mostra a
Tabela 4. As microcacpsulas produzidas foram entdo armazenadas a 6 °C durante 24
horas para decantacdo e entdo congeladas em nitrogénio liquido a -195 °C durante 4
minutos. Em seguida foram desidratadas em liofilizador de bancada (Terroni, Enterprise
I, Brasil), durante 24 horas. O diagrama de fluxo de preparacdo das microcapsulas pode
ser visualizado na Figura 9.
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Tabela 3: Teores de BP no MP e AA no N em cada tratamento realizado para as microcapsulas formadas
pelo complexo coacervado entre GX e LF na proporcédo de 1:6, adotando-se uma base de calculos igual a

100g.
(%) Massa (g)

N MP Razdo

Experimento AA GX LF Total MP: N
El 1,05 0,15 0,9 1,05 11
E2 0,7 0,1 0,6 0,7 1:1
E3 0,49 0,07 0,42 0,49 11

E4 0,7875 0,15 0,9 1,05 1:0,75

ES5 0,525 0,1 0,6 0,7 1:0,75

E6 0,3675 0,07 042 0,49 1:0,75

E7 0,525 0,15 0,9 1,05 1:0,5

ES8 0,35 0,1 0,6 0,7 1:0,5

E9 0,245 0,07 042 0,49 1:.0,5

Legenda: BP: Biopolimero, MP: Material de Parede, N: Ndcleo, EE%: Eficiéncia de Encapsulagdo, AA:
acido ascorbico, LF: lactoferrina, GX: goma xantana

Tabela 4: Teores de BP no MP e AA no N em cada tratamento realizado para as microcapsulas formadas
pelo complexo coacervado entre GX e GE-A na proporcédo de 1:2, adotando-se uma base de célculos igual a

100g.
Massa (g)
N MP Razdo
Experimento AA (%) GX (%) GE-A (%) MP (%) MP: N
El 1,2 0,4 0,8 1,2 1:1
E2 1,05 0,35 0,7 1,05 1:1
E3 0,84 0,28 0,56 0,84 1:1
E4 0,9 0,4 0,8 1,2 1:0,75
E5 0,7875 0,35 0,7 1,05 1:0,75
E6 0,63 0,28 0,56 0,84 1:0,75
E7 0,6 0,4 0,8 1,2 1:.0,5
E8 0,525 0,35 0,7 1,05 1:0,5
E9 0,42 0,28 0,56 0,84 1:.0,5
E10 0,3 0,4 0,8 1,2 1:0,25
Ell 0,2625 0,35 0,7 1,05 1:0,25
E12 0,21 0,28 0,56 0,84 1:0,25

Legenda: BP: Biopolimero, MP: Material de Parede, N: Ndcleo, EE%: Eficiéncia de Encapsulagdo, AA:
acido ascdrbico, GE-A: gelatina tipo A, GX: goma xantana
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Solucdo de AA (20% m/m) Emulsificante Oleo de milho

) 66% (m/m)
33 % (m/m) # PGPR 1 % (m/m) -

Emuls3do primaria (A1/0)
12.000 rpm/ 4 min

Adicdo da solucdo de proteina (LF ou GE-A) a (A1/0)

Emulsdo dupla (A1/0/A2)
10.000 rpm/ 3 min

Adicdo da solucdo de GX a (A1/0/A2)

Agitacdo magnética

Ajuste do pH *5

\ 4

Microcapsulas de AA

**4

(Coacervagdo complexa)

Resfriamento T= 6°C/ 24h

Congelamento T =-195 °C/ 4 min

4

Liofilizagdo das microcapsulas

Figura 9: Diagrama de fluxo de preparagdo das microcapsulas de AA.
Legenda: * Ajuste do pH empregando a proteina LF; ** Ajuste do pH empregando a proteina GE-A.
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4.2.3.2 Analise da vitamina c por titulacdo

O acido ascorbico foi quantificado por titulometria com reagente de Tillmans de
acordo com a metodologia da AOAC, (1984), com modificagdes de Benassi e Antunes,
(1988). O reagente de Tillmans, empregado como titulante, foi preparado a partir de
uma solucdo de DCFI 0,025% (m/v) produzida dissolvendo-se 50,0 mg de DCFI em
100 mL de agua na temperatura de 40 °C, contendo 42 mg de NaHCO3 e completando-
se 0 volume para 200 mL em bal&o volumétrico com agua destilada ap6s o resfriamento
para temperatura ambiente.

Uma aliquota de 1,0 mL da amostra contendo o AA foi entdo diluida em 25 mL
de solucdo acido oxalico a 1% (m/m), sendo titulada até o ponto em que a solugédo
contendo o AA adquire coloracdo rosada. A concentracdo de AA foi determinada a
partir da Equacéo 5.

_VXFXSfD (5)
C—T

em que: C € igual a concentracdo de AA (mg) na amostra, A é a aliquota utilizada da
amostra (ImL), fD é o fator de diluicdo empregado (25) , V é o volume em mL de
reagente DCFI utilizado na amostra e f devera ser obtido por padronizacédo, através da
Equacéo 6.

_10xm (6)
p

em que: m é a massa (mg) conhecida de AA dissolvida em 10 mL de solucdo que
reagira com o titulante DCFI e p é o volume do titulante DCFI gasto em mL.

4.2.3.3 Eficiéncia de Encapsulacdo (EE %)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE), em porcentagem, foi analisada por titulacdo
com reagente de Tillmans, anteriormente descrita, calculada a partir da massa de AA
efetivamente encapsulada, através da diferenca entre a quantidade de AA total aplicada
e a quantidade de AA presente no sobrenadante, calculada a partir da Equacéo 7.

M, — M
EE (%) = % % 100 (7)
1

em que My = massa inicial de AA utilizada para a encapsulacdo e M2 = massa final de
AA presente no sobrenadante, ap6s a preparacao das microcapsulas.
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4.2.4 Caracterizacdo morfologica, de estabilidade e térmica das
microcépsulas de AA formadas por coacervagdo complexa entre LF

e GX eentre GE-A e GX

4.2.4.1 Morfologia

A morfologia das estruturas foi observada por microscopia 6ptica (Kasvi, China)
com ampliacdo de 100 x. Foi feito o registro das imagens com uma camera acoplada
(Moticam 5.0, China). As andlises foram feitas com amostras Umidas de emulsbes
Al/0; A1/O/A2 e das capsulas coacervadas empregando-se o corante Coomassie azul
brilhante.

4.2.4.2 Estabilidade das microcapsulas

Inicialmente foi feita a ruptura das capusulas para a extracdo e quantificacdo do
seu teor de AA, usando 0,5 g da amostra em 12,5 mL de solucgdo de extragcdo contendo
5% de NaCl e 1% de dodecil sulfato de sédio (COMUNIAN et al., 2013). Em seguida,
foi feita a quantificacdo do AA através da andlise de titulacdo com reagente de Tillmans
previamente descrita, adotando-se como 100% a quantidade de AA presente nas
microcdpsulas do dia O para a verificagdo de sua estabilidade, de acordo com a
metodologia adaptada de Farias et al. (2018) e de Matos-Jr et al. (2015). As
microcépsulas foram armazenadas durante diferentes intervalos de tempo (0, 7, 15, 30,
45 e 60 dias) em presenca de O2 e UR de 43 % num dessecador protegido da luz
contendo solucéo saturada de KoCOs em temperatura ambiente (25° £ 1,3°C).

4.2.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier foram analisados
segundo a metodologia empregada por Bastos et al. (2018) para as amostras de AA
puro, de proteinas puras (LF e GE), para o polissacarideo puro (GX) e também para as
microcapsulas liofilizadas. As analises foram realizadas utilizando a faixa de 4500-500
cm™,

4.2.4.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas conforme a metodologia de Santos et al.
(2018c), utilizando calorimetro (TA Instruments, Q200, EUA). Foram analisados 0s
materiais de parede e de nucleo isoladamente e também ap6s a microencapsulagéo.
Amostras com GX , proteina (LF ou GE), AA e também do material microencapsulado
liofilizado foram pesadas em cadinho de aluminio através de balanca de preciséo
(Mettler Toledo, Mx5, EUA). As analises foram realizadas num intervalo de
temperatura entre -50°C a 300°C na taxa de 5°C/min com atmosfera de nitrogénio de 25
mL/min.
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4.2.45 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada em adaptacdo a metodologia utilizada
por Santos et al. (2019), com o objetivo de avaliar a variacdo de massa do ndcleo e do
materal de parede em funcdo da temperatura. As analises foram conduzidas em
equipamento de TGA TGA2000 (Navas Instruments, Conway, Estados Unidos) com
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C/min
na faixa de temperatura entre 20 °C e 700 °C.

4.2 5 Tratamento estatistico

Todas as analises foram realizadas em triplicada e tradadas estatisticamente. Foi
realizada andlise de variancia (ANOVA) para a verificacdo dos efeitos significativos. Os
dados que variarem qualitativamente foram tratados adicionalmente por teste de Tukey,
a 5% de significancia. Foi feito uso do programa estatistico SAS® versio 8.0,
procedimento REG (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). Os dados que apresentarem
varia¢Bes quantitativas foram tratados por anélises de regressao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo da Massa molar dos biopolimeros

Neste trabalho, o valor da massa molar encontrada para a GE-A foi de 127 kDa.
A literatura também apresenta relato de produtos com mesmo valor de Bloom e de
mesma origem animal apresentando valores de massa molar de 87,5 kDa (SAXENA et
al, 2015) e de 282 kba (MADHAMUTHANALLI, BANGALORE, 2014). A GE de
porco possui uma distribuicdo de massa molar bastante ampla, por conta da ocorréncia
de cadeias a ¢ B em maior quantidade, conforme o aumento do bloom do produto, de
modo que quanto maior o bloom tanto maior é a sua massa molar
(MADHAMUTHANALLI, BANGALORE, 2014). Além da fonte, o processo de
hidrolise do coladgeno durante a fabricacdo do produto pode levar a quebra das cadeias
de forma bastante variavel com reducdo na massa molar a medida em que o grau de
hidrolise aumenta (MUYONGA et al., 2004, KARIM, BHAT, 2009).

O valor de massa molar encontrada neste trabalho para a goma xantana foi de
1420 kDa. O valor obtido é semelhante ao encontrado por Vicente et al. (2018), que
apresentou o valor de 1403,7 kDa. A literatura também menciona uso de gomas
xantanas comerciais com valor de massa molar em torno de 1000 kDa, como a
empregada no estudo realizado por Brunchi et al. (2016), que apresentou o valor de
1165 kDa. Dependendo do processo fermentativo e da associacdo de suas cadeias, a
massa molar da goma xantana apresenta um valor médio de 2000 a 20000 kDa
(KUMAR et al., 2018). Além disso, fatores como a temperatura empregada durante a
fermentacdo, o tipo de cepa bacteriana, bem como a fonte de nitrogénio utilizada, por
exemplo, afetam diretamente a massa molar do produto, por impactar no teor de acetato
e de piruvato do mesmo (CASAS et al., 2000). No estudo conduzido por Kalogiannis et
al. (2003), foram obtidas gomas xantanas de massa molar variavel de 800 a 1400 kDa a
partir da fermentacdo do melaco de beterraba, enquanto que Faria et al. (2011), em seu
estudo obteve um produto de massa molar igual a 4200 kDa a partir da fermentacéo do
caldo de cana de agucar.

5.2 Determinacdo do pH 6timo de formacao dos complexos coacervados e
da razio ideal entre os biopolimeros : Potencial {, e Turbidez

Foi feita uma varredura de potencial { na faixa de pH entre 2 e 12, seguida do
calculo de FIE, mostrando ser possivel a formacdo de complexos na faixa de pH entre
2,0 e 7,5 sendo o valor de pH mais provavel para a coacervacdo complexa entre a GX e
a LF foi o de 3,5, seguido pelo pH 4,0 conforme pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10: Potencial { da GX e potencial { da LF em diferentes valore de pH e valores de FIE.
Legenda: GX: azul, LF: vermelho, FIE: verde.

Esse estado de ionizacdo maxima entre a GX e a LF, expresso pelo elevado valor
de FIE ¢é fundamental para a formacdo dos complexos coacervados estaveis, visto que
hd possibilidade de apresentar elevada densidade de carga, de maneira a se
estabelecerem interacdes eletrostéticas associativas entre os biopolimeros envolvidos,
opostamente carregados entre si (ESTEVEZ et al., 2019, TIMILSENA et al., 2019,
ERATTE et al., 2018, EGHBAL, CHOUDHARY et al., 2018, CHEN, YUE, LIU, et al.,
2018, MOSCHAKIS, BILADERIS, 2017). Contudo, a analise do valor obtido pela FIE
ndo deve ser feita isoladamente, mas em conjunto com a avaliagdo das propriedades
inerentes ao biopolimero empregado. Por exemplo, complexos entre a LF e outros
biopolimeros (proteinas ou polissacarideos) podem ser sollveis ou insolUveis conforme
o pH (BASTOS et al., 2018, TAVARES et al., 2015, GULAO et al., 2014). Em
menores valores de pH, essa proteina tende a sofrer auto-agregacdo e/ou formar
precipitados insollveis, o que poderia comprometer a eficiéncia de coacervacdo (ADAL
et al., 2017, FLANAGAN et al., 2015, YAN et al., 2013, BENGOECHEA et al., 2011,
PEINADO et al., 2010). Desse modo, deu-se continuidade em valor de pH = 4,0 fixo
para as analises de potencial { empregando-se diferentes razGes entre a GX e a LF,
conforme realizado por Diarrassouba et al. (2015), cujos resultados estdo ilustrados na
Figura 11.

43



30,00

20,00
10,00 I I
|

S
g |
B
o -10,00
N
® 20,00
(8]
C
3 -30,00
&

-40,00

-50,00

-60,00

GX pura 1:1 1:2 1:6 1:8 1:9 1:15 LF pura

(0.1%) (0.1%)
Razdo dos biopolimeros GX:LF

Figura 11: Potencial ¢ dos complexos coacervados entre GX e LF em diferentes razdes em valor de pH fixo
igual a 4,0.

Quando o potencial { ¢ minimo, evidencia-Se um maior equilibrio entre as cargas
positivas da proteina ionizada e negativas do polissacarideo (SANTOS et al., 2018b,
SANTOS et al., 2018c, TIMILSENA et al., 2017, RAOUFI et al., 2016). Nesse estudo,
o valor mais baixo foi obtidos na razdo 1:6 entre o polissacarideo e a proteina,
correspondente a -2,27mV, seguido de 4,78 mV para a razdo 1:8 e de -16,64 mV para a
razdo 1:2. Para se garantir que a formacéo ocorra dentro das condicdes ideais, conforme
também realizado por Diarrassouba et al., (2015), procede-se uma leitura da
turbidimetria para a razdo de melhor desempenho, neste caso, GX:LF 1:6, conforme
pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12: Turbidez dos complexos coacervados entre GX e LF em diferentes valGes de pH na razéo fixa de
1:6 entre a proteina e o polissacarideo.
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A andlise turbidimétrica evidencia turbidez elevada na faixa de pH favoravel
para a formacdo do complexo coacervado, indicando a formagdo de uma dispersao
coloidal de biopolimeros estavel o suficiente para promover a dispersdo da luz
(BENGOECHEA et al., 2011). Com a andlise turbidimétrica foi possivel perceber que o
pH em que turbidez foi maxima foi de 5,0; seguido de 4,5 e de 4,0, com valores de
41,40%; 40,78% e 36,42%. Uma vez que mais de um valor de pH levou a uma elevada
turbidez, foi feita a confirmag¢dao do pH ideal através de uma nova varredura de { em
diferentes pHs utilizando-se a razéo fixa de 1:6 entre a GX e a LF, como por ser visto na
Figura 13 . Nesta Figura, observa-se que de fato o pH ideal de formacéo de complexos
coacervados entre a LF e a GX é igual a 5,0, visto que nesse pH foi obtido o menor
valor de potencial { (3,55 mV), denotando equilibrio entre a proteina e o polissacarideo
opostamente carregados.
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Figura 13: Potencial { dos complexos coacervados entre GX e LF em diferentes val6es de pH na raz&o fixa
de 1:6 entre a proteina e o polissacarideo.

Foi feito 0 mesmo procedimento para a determinacdo das condicGes ideais entre
a GX e a GE-A. Apos a varredura em potencial { em diferentes pHS, tanto para a GE-A
como para a GX, fez-se o calculo de FIE, obtendo-se a possibilidade de formacdo de
complexos coacervados entre essas espécies na faixa de pH entre 2 e 7,5, com valor
méaximo do produto de interacdo obtido no pH igual 4,0 seguido de 3,5 conforme pode
ser observado na Figura 14.
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Figura 14: Potencial { da GX e potencial { da GE-A em diferentes valore de pH e valores de FIE.
Legenda: GX: azul, GE-A: vermelho, FIE: verde.

Foi realizada entdo a analise de potencial { dessas razdes no pH fixo igual a 4,0,
ja que para ele foi obtido o maior valor de FIE do estudo. Os resultados obtidos estdo
ilustrados na Figura 15.
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Figura 15: Potencial { dos complexos coacervados entre GX e GE em diferentes razdes em valor de pH fixo
igual a 4,0.

A andlise de potencial { demonstrou que a razao de 1:2 foi a que levou ao maior
equilibrio entre as cargas positivas da proteina ionizada e negativas do polissacarideo
anidnico. Procedeu-se entdo uma analise turbidimétrica em diferentes pHs fixando-se a
razdo entre os BPs de melhor desempenho, cujos resultados estdo apresentados na
Figura 16.
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Figura 16: Turbidez dos complexos coacervados entre GX e GE em diferentes valores de pH na razéo fixa
de 1:2 entre a proteina e o polissacarideo.

Na razéo 1:2 entre a GX e a GE observou-se elevados valores de turbidez no pH
4,0; seguido de 3,5 e 3,0, com valores de 50,20%; 48,42% e 33,87%, respectivamente.
A confirmagédo pdde ser feita com uma nova varredura de potencial { que pode ser vista
na Figura 17.
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Figura 17: Potencial { dos complexos coacervados entre GX e GE em diferentes valores de pH na razdo
fixa de 1:2 entre a proteina e o polissacarideo.

E possivel observar que em pH 4,0 o complexo coacervado entre a GX e a GE
apresentou o menor potencial {, no valor de -2,86 mV, sendo portanto o valor de pH
ideal para a coacervagdo complexa entre esses biopolimeros.

Um estudo similar de formacao de complexos coacervados entre proteinas e GX
foi o trabalho de Souza e Garcia-Rojas (2017), no qual a formacdo do complexo
coacervado entre a GX e a lisozima ocorreu na razéo ideal de 1:3 em pH igual a 7,0,
enguanto que para a o complexo entre a GX e a ovoalbumina e a razédo ideal foi de 1:5
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em pH igual a 3,0. Lii et al. (2002), verificaram em seu estudo que razdo foi de 1:1
quando o pH empregado para a coacervacao foi de 2,3; e arazdo 1:2 entrea GX e a
GE tambeém foi a que rendeu maior rendimento na formacdo de complexos entre esses
biopolimeros por meio de interagdes eletrostaticas, através da técnica de eletrossintese,
na faixa de pH entre 7 e 9.

A razdo ideal para a formacdo de complexos entre a GX e proteinas varia de
acordo com a proteina empregada (SOUZA, GARCIA-ROJAS, 2017). No estudo
conduzido por Laneuville et al., (2000) a razéo entre as proteinas do soro e a GX foi o
parametro que mais influenciou no tamanho e demais propriedades dos complexos
obtidos. Maiores concentracfes de proteina em relacdo a GX favoreceram a formagéo
de agregac0es entre as proteinas, a elevacao da viscosidade e a formacdo de complexos
maiores. Além da diferenca no potencial de ionizacdo dos BPs, empregados em
condicGes favoréveis para a coacervacdo, uma outra possivel explicacdo para a
diferenca na proporc¢édo encontrada para a formacao do complexo coacervado entre a GX
e a LF e entre a GX e a GE-A pode estar relacionada a diferenca na MM entre essas
duas proteinas (YE et al., 2008, TURGEON et al., 2007). Uma vez que a MM
encontrada para a GE-A (127 kDa) foi maior que a relatada pela literatura para a LF
(cerca de 80 kDa), a quantidade de GE-A requerida para a coacervacdo complexa com a
GX foi comparativamente menor que a requerida para a LF.

5.3 Microencapsulacéo do &cido ascorbico

5.3.1 Formacéo e estabilizagdo de emulsdes

A etapa de formagdo de uma emulsdo priméria estavel contendo o ndcleo, do
tipo 4gua em Oleo é critica, sendo fundamental para eficiéncia de encapsulacdo e
retencdo do ndcleo hidrossollvel microencapsulado por coacervacdo complexa
(SHADDEL et al., 2018, ESTEVEZ et al., 2019, DA CRUZ et al., 2019). As emulsdes
primarias do tipo 4gua-em-6leo (A1/O) para cada sistema sdo apresentadas na Figura 18
(@) e (b), tendo sido preparadas com o0s mesmos tempos e velocidades de rotacéo,
diferencia-se apenas no teor de 6leo de milho e de solucdo de AA para cada sistema.

(a) (b)

Figura 18: Emuls6es primarias contendo 6leo de milho e o AA disperso: (a)sistema com GE; (b) sistema
com LF. Imagens realizadas em microscopio éptico, com aumento de 100x.

Essa emulsdo foi feita para ambos os sistemas estudados com as mesmas
velocidades de rotagéo e tempos de emulsificagdo utilizados por Comunian et al. (2013).
Nos dois sistemas, foram obtidas pequenas goticulas da solucdo do AA em &gua
dispersas no 6leo de milho.
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Para a producdo das emulsfes secundarias também foram adotados 0s mesmos
parametro de producdo que Comunian et al. (2013), diferindo em rela¢do a proteina
empregada: GE tipo A ou LF. A Figura 19 (a) e (b) ilustra a emulsdo dupla (A1/O/A>)
para cada sistema.

(@) (b)

Figura 19: (a) Emulsdo dupla feita a partir da proteina GE; (b) Emulsdo dupla feita a partir da proteina LF.
Imagens realizadas em microscopio éptico, com aumento de 100x.

A observacdo no microscopio Optico das estruturas das emulses secundarias
sugerem uma melhor estabilizacdo do sistema contendo GE-A, comparado ao que
contém LF, por conta de uma distribuicdo mais regular e de menor tamanho das
particulas formadas. EmulsGes de menor tamanho levam a formacéo de microcapsulas
com maior estabilidade (BAMBA et al., 2018, YOUNG et al., 1993, BENICHOU et al.,
2007, QIAN et al., 2011).

Propriedades fisico-quimicas das proteinas como solubilidade, polaridade,
flexibilidade, conformacdo, ramificacdo, massa molar e carga sdo essenciais para o seu
desempenho de formacdo e estabilizacdo de estruturas coloidais. Proteinas exercem
grande influéncia na formacdo e estabilizacdo de emulsdes, ja que sdo adsorvidas em
torno das goticulas da emulsdo, prevenindo a sua coalescéncia. A quantidade e o tipo de
proteina empregada afetam significativamente nas propriedades de formacdo e de
estabilizacdo das emulsdes (GULAO et al., 2018, MCCLEMENTS, 2018, JOYE,
MCCLEMENTS, 2014, MCCLEMENTS et al., 2007). A eficiéncia da GE para a
estabilizacdo de emulsdes parece diminuir com 0 aumento de sua concentracdo no
sistema (RAWDKUEN et al., 2013). Assim como a concentracdo, a massa molecular da
GE também parece desempenhar uma funcdo importante para a estabilizacdo de
emulsdes (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). Um estudo, realizado por Rahayu et al.
(2015), comparou as propriedades de emulsificagdo de diferentes sistemas contendo GE
e proteinas do soro, acrescidas de polifenois utilizados como crosslinkers. Nesse estudo,
a GE apresentou melhores propriedades de formacdo e estabilizagdo de emulsdes,
possivelmente por conta de sua maior massa molecular em compara¢do com a massa
molecular das proteinas do soro. A adi¢do dos polifenois melhorou o desempenho das
proteinas do soro, que ao estarem ligadas tiveram a sua massa molar aumentada,
enquanto piorou as propriedades da GE, por ter aumentado sua massa molar para além
de sua faixa 6tima de desempenho. A capacidade de formacdo e estabilizacdo de
emulsdes a partir de proteinas do soro é potencializada quando proteinas sdo utilizadas
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em associagdo, com efeito sinergético entre proteinas (CHEN, YUE, LIU et al., 2018).
No caso da lactoferrina, melhora consideravelmente quando a lactoferrina esta
associada a polifendis (LIU et al., 2015), a outras proteinas (GULAO et al, 2018,
LESMES et al., 2010) e a polissacarideos anionicos (TOKLE et al.,, 2010).

5.3.2 Formacéo das microcapsulas por coacervacado complexa apos a
emulsificagcdo

A GX é um hidrocoldide poli-eletrélito com excelentes propriedades de
estabilizacdo de emulsbes. Assim, a adicdo da GX a dupla emulsdo, aléem de ter
promovido a coacervagdo complexa, adicionalmente, contribuiu para a protecdo e
estabilizacdo do nucleo previamente emulsificado. A estrutura de cada sistema de
microcépsulas coacervadas encontra-se na Figura 20 (a) e (b).

(a) (b)

Al

Figura 20: Microcédpsulas de AA coacervadas por (a) complexo entre GX e GE; (b) complexo entre GX e
LF. Imagens realizadas em microscopio dptico, com aumento de 100x.

Diversos estudos mostram as propriedades estabilizantes de emulsbes da GX.
Foi empregada para a estabilizacdo de emulsGes duplas, do tipo A/O/A e
microencapsulacdo com liberagédo controlada da insulina (MUTALIYEVA etal., 2017).
Seu uso promoveu estabilidade de emulsGes constituidas por Gleo e proteinas,
susceptiveis a variacOes de temperatura, como congelamento e liofilizacdo e também em
altas concentracgdes de sal (XU et al., 2017,QIU et al., 2015, MUN et al., 2007).

A coacervagdo complexa, para ambos os sistemas, pdde ser observada em
microscopio optico através da formacdo de uma camada continua e ligeiramente espessa
circundante a emulsdo (ACH et al., 2015, AGNIHOTRI et al., 2012, WEINBRECK et
al., 2004), ocorrida apés a adi¢do da solucdo de GX e adequado ajuste do pH. A
espessura das microcéapsulas influencia tanto na liberacdo do nlcleo quanto na sua
estabilidade. Quanto mais espesso, maior a estabilidade e menor a difusividade
(JACKSON, LEE, 1991). Num estudo realizado por Jiménez-Alvarado et al., (2009) a
espessura do complexo entre proteinas e polissacarideos adsorvido em torno das
goticulas da multipla emulsdo foi o fator que pareceu ter tido a maior influéncia na
funcionalidade do bisglicianato ferroso (nucleo). Ma et al., (2019) em seu estudo de
microencapsulacao por coacervacdo complexa observou que o aumento da espessura do
material de parede promoveu aumento da protecdo do nucleo até um ponto 6timo, a
partir do qual ndo o protege mais tdo efetivamente e apenas reduz a capacidade de
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carregamento das microcapsulas. O maior carregamento das microcapsulas devido ao
aumento na quantidade de goticulas de 6leo promoveu uma diminuigdo na espessura da
parede da microcapsula e consequente aumento na taxa de liberacdo do repelente
microencapsulado (MAJI, HOUSSAIN, 2009).

A esquematizacdo do sistema configurado com a coacervacdo complexa apos a
producdo de uma emulsdo dupla do tipo A1/O/A2 (WEI, HUANG, 2019, ADITYA et
al., 2017) mostra uma estrutura de emulsdo do tipo agua-em-o6leo (ha qual o composto
bioativo encontra-se solubilizado na fase aquosa) recoberta pelo complexo coacervado
entre a proteina e o polissacarideo. Observando-se no microscopio essa estrutura,
visualiza-se que a emulsdo A/O obtida, assim coma a A1/O também é polinucleada, mas
apresenta goticulas da fase aquosa dispersa maiores que as da A1/O. Emulsdes liquidas
do tipo A/O sdo sistemas estabilizados basicamente por forcas estéricas e sdo bastante
susceptiveis a sedimentacdo, floculacdo e/ou coalescéncia por conta da grande
mobilidade das goticulas da fase aquosa (USHIKUBO, CUNHA, 2014, DICKINSON,
2012). A técnica de coacervacdo complexa aplicada apds processos de emulsificacdo
contribuiu, portanto, para a promocdo da estabilidade, ao proteger a emulsdo de efeitos
indesejaveis como a coalescéncia e a floculacdo por conta do aumento de forgas
estéricas (CHEN, YUE, LIU et al., 2018, MOSCHAKIS, BILIADERIS, 2017).

Nesse trabalho tanto as emulsfes quanto as microcapsulas coacervadas
apresentaram morfologia e estruturas similares a de outros trabalhos de
microencapsulacdo de compostos hidrofilicos por coacervacdo complexa com etapa
prévia de dupla emulsificacdo (ESTEVEZ et al., 2019, SHADDEL et al., 2018,
COMUNIAN et al., 2013, ROCHA-SELMI et al., 2013, SANTOS et al., 2015).

5.4 Eficiéncia de encapsulacao
Na Tabela 5 apresentam-se os resultados de eficiéncia de microencapsulacéo

obtidos para os sistemas de microencapsulagdo do AA empregando o complexo
coacervado entre a GX e a GE-A como material de parede.
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Tabela 5: Eficiéncia de microencapsulacdo do AA para tratamentos do sistema GX e GE-A na razdo de 1:2
entre o polissacarideo e a proteina.

Tratamento Concentragdo  Proporcéao EE% Estatistica

% BP do MP MP: N (A,B, .., J)
El 1,20 1:1 49,26 +1,17 E
E2 1,05 1:1 59,76 +£1,10 D
E3 0,84 1:1 48,21 +0,77 E
E4 1,20 1: 0,75 63,34 +1,52 C
E5 1,05 1: 0,75 73,00 0,70 A
E6 0,84 1: 0,75 44,17 +1,49 F
E7 1,20 1: 0,50 47,48 +1,07 E
E8 1,05 1: 0,50 44,09 +1,10 G
E9 0,84 1: 0,50 65,73 +0,33 B
E10 1,20 1: 0,25 24,06 £1,01 J
Ell 1,05 1: 0,25 40,35 + 1,24 H
I

E12 0,84 1. 0,25 27,22 £0,94

Letras iguais ndo se diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%. De A para J. ordem decrescente de eficiéncia de encapsulagéo.
Legenda: BP: Biopolimero, MP: Material de Parede, N: Nucleo, EE%: Eficiéncia de Encapsulacéo.

Houve diferenca significativa segundo o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5% entre quase todos os tratamentos realizados. Apenas os tratamentos E1, E3 e E7
ndo apresentaram diferenca significativa entre si. O tratamento E5 (A) apresenta a maior
eficiéncia do estudo realizado e o tratamento E10 (J) a menor, correspondente a 24,06%.
Em relacdo ao teor de material de parede empregado (% MP) para as concentracdes de
0,84% e 1,05% todos os tratamentos variaram entre si. Para a concentragdo de 1,20%
ndo houve diferenca significativa para os tratamentos contendo 50% e 100% de N entre
si, mas houve diferenca significativa para os tratamentos com 25% e 75% de N, que
também se diferenciaram entre si. Em relacdo ao teor de N todas as analises
apresentaram diferenca significativa entre si em todos os tratamentos. A Unica excecao
ocorreu para o tratamento contendo 100% de N, em que o rendimento das
microcapsulas contendo 0,84% e 1,20% de MP ndo se diferenciaram entre si, mas
apresentaram diferenca em relacdo as que continham 1,05% de MP. Por meio desta
analise, pode-se afirmar que a concentracdo de BP que apresentou os melhores valores
de eficiéncia foi a de 1,05% e que a melhor proporcdo de N em relacdo a quantidade de
MP foi a de 75%. Os menores valores de eficiéncia foram obtidos para a razdo de
nacleo de 25%. Comunian et al. (2013), em seu estudo de microencapsulacdo do AA
por coacervacdo complexa entre a GE e a GA também obteve como razéo 6tima 75% de
N em relacdo ao MP, mas empregou maiores concentracdes totais de BP no MP em
comparacao a este trabalho.

Na Tabela 6 € apresentado os valores de eficiéncia obtidos para as microcapsulas
formadas do complexo coacervado entre a GX e a LF. Nesta Tabela observa-se que a
andlise pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% mostrou que quando a
guantidade de N correspondia a 100% da quantidade total de BP no MP, nenhum dos 3
tratamentos estudados (E1, E2 e E3) variaram estatisticamente entre si. O contréario foi
observado quando a quantidade de N foi 50% da quantidade de MP, todos os 3 (E7, E8
e E9) tratamentos estudados apresentaram variacGes entre si. Novamente, a propor¢ao
de 75% de N em relagdo ao MP foi a que conduziu aos melhores resultados do estudo,
sendo o tratamento E4 o de maior eficiéncia do estudo, correspondendo a 83,83% =+
0,95 %. Esse tratamento ndo se diferenciou estatisticamente do tratamento E5, mas
apresentou diferenca do tratamento EB6.
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Tabela 6: Eficiéncia de microencapsulacdo do AA obtida para tratamentos do sistema GX e LF na razdo de
1:6 entre o polissacarideo e a proteina.

Tratamento Concentragdo  Proporcéao EE% Estatistica
% BP do MP MP: N (A,B,C,D,E)
El 1,05 1:1 75,02 £ 1,54 B
E2 0,7 1:1 76,48 + 1,80 B
E3 0,49 1:1 73,06 + 1,79 B,C
E4 1,05 1: 0,75 83,83+ 0,95 A
E5 0,7 1: 0,75 83,19 £ 0,37 A
E6 0,49 1: 0,75 75,43 + 3,14 B
E7 1,05 1: 0,50 57,04 £ 1,77 D
E8 0,7 1: 0,50 69,25 + 2,08 C
E9 0,49 1: 0,50 51,02 + 0,82 E

Letras iguais ndo se diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%. De A para E: ordem decrescente de eficiéncia de encapsulacao.
Legenda: BP: Biopolimero, MP: Material de Parede, N: Nucleo, EE%: Eficiéncia de Encapsulagéo.

A concentracdo de BPs ideal para a promocdo da coacervacdo complexa varia
conforme os polieletrolitos empregados (WEINBRECK et al., 2003). O uso da GX
associada a proteinas como MP, em concentracdes totais de BP de revestimento que
variaram de 0,49% a 1,05% para as microcdpsulas formadas por complexos
coacervados entre a LF e a GX e entre 0,84% a 1,2%, quando o BP utilizado foi o
complexo coacervado entre a GX e a GE-A mostrou-se adequado, assim como no
estudo realizado por Weinbreck et al. (2004), em que a concentracdo total de
biopolimeros coacervados na faixa entre 0,5 — 1% foi suficiente para a
microencapsulacdo do Oleo de laranja. Outros estudos da literatura para a
microencapsulacdo de compostos bioativos empregaram concentracdes totais de BP no
MP similares. Wang et al. (2016), promoveram a microencapsulacdo do Oleo de
gengibre por coacervacdo complexa entre a GE-B e o alginato de sddio tendo como
condicBes ideais a razdo 1.6 entre o polissacarideo e a proteina, pH igual a 3,5,
proporcdo entre MP e N de 1:1 e concentracdo total 6tima de BP no MP igual a 1%,
acima da qual houve formacdo de agregados. Concentragdes mais altas de material de
parede estdo associadas a menores taxas de liberacdo do nucleo e a maiores
estabilidades térmicas das microcapsulas (MAJI, HOUSSAIN, 2009).
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5.5 Estabilidade das microcéapsulas

Na Figura 21 sdo apresentados os resultados da analise de estabilidade obtidos
neste trabalho.
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Figura 21: Estabilidade do AA armazenado a 25°C em presenca de Oz. Os dados representam a média *
desvio padrdo (n = 3).
Legenda: MC_LF_GX: azul, MC_GE_GX: vermelho, AA livre: verde

Houve degradacdo tanto do AA livre como no AA microencapsulado. No
entanto, nessas condicdes de estudo, apds 23 dias ocorreu completa degradacdo do AA
no estado livre, enquanto que para o AA microencapsulado houve uma degradacao
menos pronunciada e adequada protecdo por pelo menos 30 dias. Ap6s 45 dias ainda
havia 54,52% de AA nas MC_LF_GX e 67,47% de AA nas MC_GE_GX. No entanto,
as microcapsulas de ambos os sistemas estudados comecaram a apresentar alteracfes de
cor (amarelamento) o que denota a degradacdo do AA . Em 60 dias foi percebida um
tom amarelo mais intenso, embora ainda houvesse algum teor de AA remanescente:
49,67% nas MC_LF GX e 55,92% nas MC_GE_GX. Ap0s esse mesmo periodo (60
dias), em outros trabalhos de microencapsulacdo do AA por coacervacdo complexa
precedida de dupla emulsificacdo, empregando GE-B e GA, nos sistemas de melhor
desempenho, houve uma manutencdo menor, de 34,4 % (DA CRUZ et al., 2019) e
maior, de 73,6% (COMUNIAN et al., 2013) que as obtidas neste trabalho.

Um fator que pode justificar o melhor resultado de estabilidade das MC_GE_GX
em comparagdo com as MC_LF_GX é a diferenca de massa molar entre as duas
proteinas, sendo a MM da GE-A maior que a MM da LF. A MM dos BPs que compde
0os MPs influencia significativamente a capacidade de retencdo e estabilizacdo de Ns
vulneraveis a oxidacdo, como o AA, por afetar a difusividade do nlcleo e de compostos
externos ao material de parede, como o0 oxigénio (DRUSCH et al., 2009). Desobry et al.
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(1999), por exemplo, incorporaram maltodextrinas de menor dextrose equivalente (DE)
(ou seja, de maior MM) ao material de parede. Com isso, houve melhor capacidade de
estabilizagdo do B-caroteno microencapsulado, aumentando o seu tempo de meia vida
de 6 semanas, utilizando maltodextrinas 25DE, para 17 semanas (com o uso de
maltodextrinas 4DE). Uma justificativa para isso seria de que o uso do polissacarideo
com maior massa molecular promoveu uma reducdo do tamanho dos poros das
microcapsulas ou o seu preenchimento, limitando a entrada do oxigénio no seu interior.

Outro fator que pode ter influenciado esses resultados foi a combinacgéo entre 0s
BP de maior MM (GX) e de menor MM (LF ou GE-A), conforme observou Koida et
al., (1984) em seu estudo para a microencapsulacdo do AA por coacervacdo complexa
empregando polimeros (etilcelulose e poli-iso-butileno). Enquanto nas MC_GX_GE, a
GX representa 33,3% do total de BP no MP, sendo os outros 66,6% de GE-A, nas
MC_GX_LF o teor de GX presente no MP é de 14,3% enquanto que o da proteina LF é
de 85,7% do total de BP no MP. Cai et al. (2019), obtiveram resultados semelhantes:
houve aumento da estabilidade oxidativa com o aumento da concentracdo de GX no
sistema de revestimento contendo amido carboximetilado para a microencapsulacdo de
antocianinas de mirtilo pela técnica de liofilizacéo.

5.6 Analise de Infravermelho (FTIR)
Na Figura 22 encontram-se 0s espectros da analise de FTIR para a GX pura, GE

pura, AA puro e microcapsulas de AA em complexo coacervado entre GX e GE como
material de parede na razdo polissacarideo: proteina de 1: 2.
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Figura 22: Espectros de FTIR referentes a GX pura, GE pura, AA puro e microcdpsulas de AA formadas
pelo complexo entre GX e GE.
Legenda: GX: verde, GE: roxo, AA: vermelho, MC_GE_GX: ciano.

Para 0 AA podem ser observadas bandas caracteristicas, como em 1753 cm-1,
associada a lactona (C=0). Em 1652 cm™, banda associada a (C=C); em 3524 cm™,
3407 cm™ e 3311 cm™ observam-se bandas referentes a (-OH). Em 1023 cm™ tem-se a
banda relacionada a ligacdo C-O (DE SOUZA et al., 2015).

No espectro da GX podem ser visualidas bandas caracteristicas, como a de — OH
em ligacéo de hidrogénio, ocorrida em 3296 cm-1; a do grupamento acetil em 1020 cm'*
e também bandas caracteristicas do &nion carboxilato da cadeia lateral do
polissacarideo, em 1602 cm™ e 1403 cm™ (SOUZA, GARCIA-ROJAS, 2017, FAREEZ
et al., 2015). Analisando-se a GE-A é possivel observar bandas do grupo amida I, 1l e 1l
em 1630 cm™, 1530 cm™ e 1237 cm™ , respectivamente. Também observa-se em 3279
cm? ligaces de amida devido aos estiramentos de (-OH) e (NH). (WANG et al., 2018,
DE SOUZA et al., 2018). Atraves do espectro das MC_GE_GX é possivel observar a
formacdo de um novo biopolimero proveniente da interacdo entre a GE-A e a GX, com
o0 deslocamento de grupamentos caracteristicos dos BPs individualmente (SANTOS et
al., 2018b) com a formacéo de um perfil de bandas de amida, na faixa compreendida

56



entre 1460 e 1600 cm, tipicas da interacdo entre grupamentos amino, da proteina, e
carboxilato, do polissacarideo, decorrentes da interacdo entre esses BPs para a formacao
do complexo coacervado, com morfologia semelhante a encontrada em outros estudos
similares (SOUZA, GARCIA-ROJAS, 2017, GULAO et al., 2016, COMUNIAN et al.,
2013).

Na Figura 23 encontram-se os espectros da anélise de FTIR para a GX pura, LF
pura, AA puro e microcapsulas de AA em complexo coacervado entre GX e LF como
material de parede na razdo polissacarideo: proteina de 1: 6. Nesta Figura a imagem da
LF, é perceptivel bandas do grupo amida I, Il e 1l em 1632 cm™, 1521 cm™ e 1383 cm™,
respectivamente, além da banda referente ao estiramento (-OH) de amino&cidos livres
(BASTOS et al., 2018). No espectro das MC_LF_GX tem-se um BP de revestimento
com caracteristicas similares as da LF e as da GX, mas com caracteristicas proprias,
apesar manutencdo das bandas dos grupamentos principais de cada BP individualmente,
deslocadas em decorréncia da interacdo entre a proteina e o polissacarideo (SANTOS et
al., 2018b, SOUZA, GARCIA-ROJAS, 2017). A presenca do AA nas microcapsulas
pode ser observada por grupamentos do AA j& mencionados anteriormente, além do
pico em 1441 cm™ que pode ser atribuida a ligagdo (C-H) (DA CRUZ et al., 2019).

Para ambos sistemas de capuslas também foi possivel visualizar bandas em 2923
+ 1 cm?® e em 2854 cm™ presentes usualmente em microcapsulas formadas por
complexos coacervados com etapa prévia de dupla emulsificacdo e que estdo associadas
a estrutura de carboxila negativamente carregada, podendo indicar polissacarideo
ionizado que ndo interagiu integralmente com a proteina (SHADDEL et al., 2018,
COMUNIAN et al., 2013). Também foram observadas bandas do AA, minimamente
deslocadas em relacdo ao espectro de AA puro, sugerindo ndo haver interagdo
significativa entre o material de parede e o nlcleo (DA CRUZ et al., 2019).
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Figura 23: Espectros de FTIR referentes a GX pura, LF pura , AA puro e microcapsulas de AA formadas
pelo complexo entre GX e LF.
Legenda: GX: verde, LF: roxo, AA: vermelho, MC_LF_GX: ciano.

5.7 Analises térmicas

5.71 TGA

Na Figura 24 é possivel visualizar os resultados da analise do AA puro, da GX
pura, da LF pura e da microcapsula de AA formada pelo complexo coacervado entre a
GX e a LF. Nesta Figura observa-se que o AA apresentou um primeiro evento entre 60
e 100 °C associado a perda de agua e outro evento maior com degradacao significativa
ocorrida na faixa de temperatura entre 190 °C e 285 °C, com perda de massa de 40,7%.
Da Cruz et al. (2018), observou pra 0 AA dois eventos termicos; um ocorrido na faixa
de temperatura compreendida entre 193 °C e 250 °C (com 31% de perda de massa) e
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outro na faixa entre 275° C e 311° C (com 12,4% de perda de massa), atribuindo-se a
decomposi¢cdo do material ao evento principal. Em outro estudos similar, AA néo
demonstrou perdas de massa significativas antes da sua temperatura de fusdo (em torno
de 195 °C), mas logo e seguida apresentou decomposi¢do pronunciada, com quase total
perda de massa (DEVI et al, 2013).
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Figura 24: Andlise de TGA para as microcapsulas formadas do complexo GX e LF e padrdes.
Legenda: AA: vermelho, GX: verde, LF: azul marinho, MC_LF_GX: ciano.

Nos resultados da analise da LF observa-se que ela sofreu degradacdo na faixa
entre 280 e 350 °C, com perda de massa de mais de 30%. A estabilidade térmica dessa
proteina varia em funcdo do seu grau de saturacdo com o ferro (BOKKHIM et al.,
2013). Observou-se significativa degradacdo na faixa de temperatura compreendida
entre 400 °C e 500 °C para as microcapsulas formadas pelo complexo coacervado entre
GX e LF, com mais de 60% de perda de massa que pode ser associada a liberacdo do
ndcleo juntamente com a decomposicao da proteina e do polissacarideo empregados no
MP (DA CRUZ et al., 2018).

Na Figura 25 sdo apresentados os resultados da analise do AA puro, da GX pura,
da GE pura e da microcapsula de AA formada pelo complexo coacervado entre a GX e
a GE. Ocorreu para as MC_GE_GX um comportamento de degradacdo semelhante as
MC_LF_GX, mas em diferente faixa de temperatura: entre 450 °C e 510 °C. Observa-se
uma aguda degradacdo da GX em um faixa de temperatura entre 260 °C e 330 °C, com
mais de 60% de perda de massa. Caddeo et al. (2014), determinaram que a estabilidade
térmica da GX esta compreendida na faixa de temperatura entre 200°C e 230 °C, com
ocorréncia de um evento exotérmico em 283°C associado & degradacdo térmica do BP.
No estudo realizado por Outuki et al. (2016), a GX apresentou eventos associados a
dessor¢do de agua na faixa de temperatura entre 0 e 100 °C, com degradacdo do
composto a partir de 200 °C.
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Figura 25: Anélise de TGA para as microcapsulas formadas do complexo GX e GE e padrdes.
Legenda: AA: vermelho, GX: verde, LF: azul marinho, MC_LF_GX: ciano.

A degradacdo da GE-A ocorreu a partir de 310 °C perdendo-se cerca de 45% da
massa até que a temperatura alcangasse 400 °C, apresentando um comportamento
semelhante ao observado por Gomez-Mascaraque et al. (2019), em que a degradacgédo do
material liofilizado ocorreu por volta de 306 °C.

A anélise de DTG confirma o ganho de estabilidade do AA microencapsulado
em relacdo ao AA ndo microencapsulado. Na Figura 26 estdo apresentados os resultados
para o sistema MC_GE_GX.
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Figura 26: DTG para as microcapsulas de AA formadas pelo complexo coacervado entre GE e GX e
padroes.

Legenda: GE: azul, AA: vermelho, GX: verde, MC_GE_GX: ciano

Os eventos térmicos de degradacdo ocorreram primeiramente para o AA puro,
com pico em 285,92 °C seguido da GX pura, com pico em 316,93 °C; da GE-A pura
com pico em 374,88 °C e finalmente das microcapsulas de AA, com pico em 447,37 °C.
Observa-se que a GE-A apresentou melhor estabilidade térmica a degradacdo que o
polissacarideo empregado, assim como no estudo realizado por Devi et al., (2013), em
que a GE-A também apresentou maior estabilidade térmica que o polissacarideo
empregado (alginato de so6dio). Uma possivel explicacdo para isso se deve a altissima
afinidadade da GX pela &gua: alteracdes no teor de dgua promovem mudangas na
rigidez, flexibilidade e alteracbes conformacionais da GX, o que pode ter
desestabilizado o biopolimero a medida em que a &gua foi sendo removida conforme a
temperatura aumentava (VALENTA et al., 2018, TORRES et al., 2012).

Na Figura 27 estdo apresentados os resultados para o sistema MC_LF_GX, AA,
LF e GX.
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Figura 27: DTG para as microcdpsulas de AA formadas pelo complexo coacervado entre LF e GX e
padroes.
Legenda: LF: azul, AA: vermelho, GX: verde, MC_LF_GX: ciano

Os eventos térmicos de degradacdo ocorreram primeiramente para o AA puro,
com pico em 285,92 °C, seguido da GX pura com pico em 316,93 °C, que se degradou
juntamente com a proteina LF pura com pico em 333,29 °C. As MC_LF GX se
degradaram posteriormente, com pico em 439,97 °C.

Percebe-se tanto para as MC_GE_GX como para as MC_LF_GX um ganho da
estabilidade térmica, em comparacdo ao AA ndo microencapsulado, visto que
degradac0es e perdas de massa significativas ocorreram numa faixa de temperatura mais
elevada. A interacdo da proteina com o polissacarideo, ocorrida com a promoc¢do da
coacervagdo complexa, conferiu estabilidade térmica ao material de parede, protegendo
as microcapsulas, por conta de mudangas estruturais causadas por interacdes
intermoleculares entre os BPs, de igual modo ao relatado em outros estudos da literatura
(GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2019, DA CRUZ et al., 2018, JIN et al., 2018).

5.72 DSC

Na Figura 28 séo visualizados os resultados da anélise de DSC do AA puro, da
GX pura, da GE pura e da LF pura. Observando-se o espectro do AA puro tem-se um
grande pico endotérmico em 194° C, temperatura correspondente a sua degradacdo, o
gue é um indicativo de sua cristalinidade (DE SOUZA et al., 2015, DEVI et al., 2013).
A anélise da GE-A revela um evento endotérmico com pico em 103°C, relacionado com
a temperatura de desnaturacdo da proteina. Também h& um grande evento endotérmico,
com pico em torno de 200 °C, que pode estar associado a sua Tg (SOBRAL,
HABITANTE, 2001). Observa-se que a LF pura tem-se um evento endotérmico entre
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48 °C e 56 °C, com pico em 54 °C, correspondente a temperatura de desnaturacdo da LF
nativa (BASTOS et al., 2018, BOKKHIM et al, 2013). No espectro da GX, foi
observada a ocorréncia de um evento endotérmico entre 40 °C e 47 °C, que pode estar
relacionada a Tg desse polissacarideo, que no estudo realizado por Bhat et al., (2014)
foi de 45 °C. Ja no estudo conduzido por Argin- Soysal et al. (2009), o estado de
cristalinidade da GX justificou a sua Tg em 143 °C. Evidéncia da fusdo da GX pdde ser
visualizada por um evento endotérmico ocorrido em 170 °C e de degradacdo em pico
exotérmico em torno de 230 °C (CADDEDO et al., 2014).
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Figura 28: Anélise de DSC para os padrdes LF, GE-A, GX e AA.
Legenda: AA: vermelho, GE-A: roxo, LF: rosa, GX: verde.

Na Figura 29 sdo visualizados os espectros obtidos para os dois sistemas de AA
microencapsulado: MC_GX GE e MC_GX_LF. Tanto nas MC_GX_LF como nas
MC_GE_GX observa-se a auséncia de pico de fusdo do AA, o que pode estar
relacionada a perda de sua cristalinidade durante as condi¢cdes de produgdo das
microcapsulas, mas que também pode evidenciar o seu total revestimento pelo material
de parede das microcapsulas (FROTA et al., 2018, DE SOUZA et al., 2015). Resultados
similares foram alcancados por Devi et al. (2013), no estudo de microencapsulacdo do
AA por coacervacdo complexa empregando GE-A e alginato de sédio como MP, na
razdo 6tima de 3,5:1 e pH 3,75.
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Figura 29: Anélise de DSC para as microcépsulas formadas do complexo GX e proteinas (LF ou GE-A).
Legenda: MC_LF_GX vermelho, MC_GE_GX: ciano.



6 CONCLUSAO

Foi possivel a coacervagdo complexa entre a GX e as proteinas LF e GE-A,
dado a capacidade de ionizacdo dos BPs, empregados em condi¢Ges adequadas para a
coacervacao. Complexos coacervados entre a GX e a LF demandaram um maior teor de
proteina para a sua formacéo 6tima, na razéo de polissacarideo para proteina de 1:6 em
comparagao com os complexos coacervados entre a GX e a GE-A, cuja formacgéo 6tima
ocorreu na razdo de polissacarideo para proteina de 1:2. A diferenca entre a MM das
proteinas empregadas, bem como de suas capacidades de emulsificacdo certamente
também influenciaram nas propriedades de formacao e estabilizacdo das capsulas de
AA formadas pela técnica de coacervacdo complexa precedida de dupla emulsificag&o.
As analises de morfologia, FTIR e DSC proveram evidéncias da formacdo de
microcépsulas. A coacervacdo complexa entre a GX e as proteinas conferiu prolongacgao
da protecdo ao oxigénio e aumento da estabilidade térmica, em comparacdo ao AA
livre. Em ambos os sistemas de microcépsulas avaliados, houve aumento da estabilidade
térmica, em comparacdo ao acido ascorbico ndo encapsulado, através da coacervacdo
complexa entre os biopolimeros, o que possibilitaria sua aplicacdo em produtos
alimenticios.
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