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Resumo: A formagdo de multicamadas sobre a superficie de particulas pode ser utilizada para melhorar sua
estabilidade e controlar a liberagdo do material encapsulado. Para o desenvolvimento de particulas com multicamadas
como sistema de entrega de compostos ativos a compreensdo dos principais fatores que influenciam a estabilidade das
camadas ¢ importante. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade de microparticulas com
multicamadas de alginato ¢ proteinas do soro do leite frente a temperatura de esterilizagdo, pH e forga iénica.
Alteragdes na morfologia, tamanho e solubilidade proteica foram avaliadas. A temperatura de esterilizagdo influenciou
na estabilidade das particulas com multicamadas tmidas e liofilizadas. As particulas foram estdveis em pHs 4, 6 ¢ 8,
mas foram sensiveis ao pH2 levando um aumento da solubilidade proteica. O aumento na concentracdo de sal em
solucdo aquosa levou ao aumento da solubilidade proteica, mas ndo alterou o tamanho médio da particula.
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Assessment of the stability of microparticles with multilayer of alginate and whey protein in
facing the temperature, pH and ionic strength.

Abstract: The multilayer formation on the particle surface can be used to improve their stability and control the release
of encapsulated material. For the development of multilayer particles to serve as a delivery system for active
compounds understanding of the main factors that influence the stability of the layers are important. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the stability of microparticles with multilayer of alginate and whey proteins
across the sterilization temperature, pH and ionic strength. Changes in morphology, size, and protein solubility were
evaluated. The sterilization temperature influence on the stability of particles with multilayered lyophilized and humid.
The particles were stable at pH 4, 6 and 8, but were sensitive to pH 2 causing an increase in protein solubility.
Increasing the salt concentration in aqueous solution has led to increased protein solubility but did not alter the average
particle size.
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Introducio

A abordagem, “layer by layer” tem se mostrado uma técnica util para a produgdo de
particulas com multicamadas [1]. Esta técnica baseia-se na deposi¢do eletrostatica de polimeros
com carga opostas, de forma alternada, sobre superficies carregadas eletricamente, como as
microparticulas [2, 3]. Desde que, cada etapa de adsor¢do de polimero, leve a inversdo de cargas na
superficie, a deposicao subsequente com polimero de carga oposta ao primeiro depositado, resulta
na formacao de multicamadas, estabilizadas por fortes forcas eletrostaticas [4]. Recentemente, a
formagdo de complexos eletrostaticos entre géis de alginato e proteinas do soro de leite tem sido
proposta para concepcao de sistemas com estabilidade e resisténcia desejaveis ao meio gastrico para
aplicagoes entéricas [5]. A eficacia das multicamadas depende fortemente da sua capacidade em
liberar os materiais encapsulados de forma controlada e no local desejado. Assim, a permeabilidade
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das camadas desempenha um papel fundamental neste processo, uma vez que as multicamadas
poliméricas atuam como uma barreira de membrana obstrutiva para os materiais encapsulados [6].
A permeabilidade e a desintegracdo das camadas podem ocorrer em resultado a estimulos externos
tais como, mudanga de pH, da forca i6nica e temperatura [1,3,6,7]. Desta forma o objetivo deste
trabalho foi avaliar a estabilidade das multicamadas de alginato e proteinas do soro do leite
formadas sobre a superficie de microparticulas frente a temperatura de esterilizagdo (121 °C),
variagoes de pH (2,4,6 e 8) e forga ionica (0,50, 150, 200 e 250 mM de NaCl).

Experimental
Material

Foram utilizados: alginato de s6dio (alta viscosidade, 70/30 G/M, Manugel DMB, lote
G470021, FMC Biopolymer, Campinas, Brazil), concentrado proteico do soro do leite- WPC (lote
80 4U17601, Lacprodan - Arla Foods Ingredients, Portefia, Province of Cdrdoba, Argentina)
contendo 80,5% + 0,30 de proteina [8], 6leo de girassol comercial (Mazola, Mairinque — SP,
Brasil), cloreto de célcio P.A (lote 36308, Dindmica, Diadema — SP, Brasil) e agua destilada e
deionizada. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Métodos
Produgdo da Microparticula com multicamadas

Primeiramente particulas de alginato (2% p/p) contendo 6leo de girassol (2% p/p) como
material do nucleo, foram produzidas utilizando cloreto de calcio como solucdo idnica (2% p/v, pH
3,75) pelo método de gelificagdo i6nica externa de acordo com Souza [5]. Em seguida, para
formagdo da primeira camada proteica na superficie das particulas, 100g dessas particulas de
gelificagdo i6nica foram transferidas para a solucdo WPC 4 concentragdo de 4% de proteinas em
solug¢do (pH 3,75), onde foram mantidas por 30 min em agitacdo constante. Apds este tempo, as
particulas foram separadas em peneira (53 pum) e lavadas com dgua deionizada (pH 3,75) para a
remocao das proteinas que nao foram adsorvidas sobre as particulas. Subsequentemente a segunda
camada em polissacarideo foi produzida imergindo 50g dessas particulas em solugdo de alginato a
concentragao de 0,125 % de polissacarideo em solugao em seu pH natural (pH ~6,5), por 1 hora, em
agita¢do constante. Em seguida, as particulas foram lavadas com dgua deionizada (pH~4,5) ¢ 50 g
dessas particulas foram imersas em solugdo de WPC (2,5% p/p, pH 3,75) onde foram mantidas por
1 hora sob agitagdo constante, para a formacao da terceira camada em proteinas. Apds separagdo e
lavagem, uma parte das particulas umidas foi congelada e liofilizada (Mod. 501, Edwards Pirani,
Crawley, West Sussex, UK) a — 40 °C e 0,1 mmHg, com um tempo total do ciclo de 48h; as
particulas secas foram embaladas em frascos com tampas e refrigeradas. O contetido de proteinas
adsorvidas nas camadas formadas sobre as particulas timidas foi determinado por Kjeldahl
utilizando o fator de conversdo de nitrogénio para proteina de 6,38 [8]. Essa analise foi realizada a
partir de trés lotes independentes de particulas imidas, em triplicata.

Avaliagado da estabilidade das particulas com multicamadas
Estabilidade da particula em temperatura

O efeito da temperatura na aparéncia visual, na morfologia e no tamanho das particulas foi
avaliado, utilizando duas abordagens: (i) avaliagdo das particulas umidas, onde 1 g de particulas
multicamadas foi suspenso em 10 mL de agua deionizada em pH 3,75, estas foram submetidas a
121 °C por 15 minutos em uma autoclave e, em seguida foi determinado seu tamanho e sua
morfologia. Para comparagdo como controle, foram utilizadas a morfologia e o tamanho médio de
particulas imidas na mesma condi¢do sem submeter a temperatura. O tamanho médio (d 0,5) foi
determinado em triplicata para cada amostra, utilizando-se um medidor de tamanho Mastersizer
2000 (Malvern, Worcestershire, UK). A morfologia das particulas foi observada em microscopio
otico JENAVAL, utilizando-se objetivas de 12,5 e 25 X, e optovar de 0,8 a 1,25 x. A captagdo das
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imagens foi realizada, utilizando o software EDN-2 — Microscopy Image Processing System. (ii)
avaliagdo das particulas secas por liofiliza¢do, aproximadamente 1 g de po foi autoclavado a 121 °C
por 15 minutos e em seguida sua microestrutura foi observada em um microscopio eletronico de
varredura (JMS model — T300 Jeol, Tokyo, Japan). Para comparacao foi utilizada a morfologia das
particulas liofilizadas sem submeter a temperatura. As amostras foram fixadas em “stubs” com fita
metalica dupla face de cobre e recobertas com uma fina camada de ouro (180 s e corrente de 40
mA) por meio de um evaporador Baltzer (Baltec SCD50, Liechtensten). Aceleracao de voltagem de
20 KV foi utilizada.

Estabilidade frente ao pH

Particulas umidas (1g) foram suspensas em 10 mL de agua deionizada com pH ajustado
para 2, 4, 6 e 8, onde permaneceram em agitagdo constante em homogeinizador rotativo (Modelo
AP 22, Phoenix, Araraquara, Brasil) por 12 horas antes da determinacdo do tamanho. As leituras de
tamanho e a observacdo da morfologia foram realizadas em seus respectivos pHs conforme citado
acima. Adicionalmente amostras foram retiradas e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos,
quantificando-se o teor de proteina do sobrenadante, que se desprendeu das particulas pelo método
de Kjeldahl [8]. A solubilidade proteica foi calculada pela quantidade determinada no sobrenadante,
em relagdo ao valor de proteina inicial presente na massa da particula, em base seca e expressa em
porcentagem. Para esta avaliacdo foram produzidos trés lotes independentes de particula com
determinagoes feitas em triplicata para cada lote em cada condigao avaliada.

Estabilidade frente a for¢a ionica

Foi adicionado 1 g de particulas imidas em 10 mL de solugdo de NaCl com pH ajustado
para 3,75, em diferentes concentragdes, a saber: 0 mM (0%); 50 mM (0,3%), 100 mM (0,6%), 150
mM (0,9%) e 200 mM (1,2%). As particulas foram mantidas na solucdo de NaCl sob agitagao
constante em homogeneizador rotativo (Modelo AP 22, Phoenix, Araraquara, Brasil) por 12 horas.
As leituras de tamanho foram realizadas em seguida, ¢ em pH 3,75. Amostras foram retiradas e
centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, quantificando-se o teor de proteina do sobrenadante. A
solubilidade proteica foi determinada conforme o procedimento citado acima, em triplicata para
cada concentragao de NaCl avaliada.
Andlise estatistica

O célculo da andlise de varidancia ANOVA foi realizado pelo programa estatistico SAS 9 e o
teste Tukey foi realizado para determinar diferencgas entre médias no intervalo de 95% de confianca.

Resultados e Discussio

Para a producao da particula com multicamadas foi preciso alternar a formagao das camadas
entre polissacarideo, carregado negativamente e proteina carregada positivamente para que
existissem cargas opostas disponiveis em cada etapa da formagdo das camadas favorecendo a
interagdo eletrostatica. A particula com multicamadas obtida apresentou um alto conteudo de
proteinas total, 64,9% + 0,8, sendo que 33,2% + 2,7 dessa proteina corresponderam a primeira
camada e 31,7% + 0,8 a terceira camada formada sobre a particula de gelificagdo idnica.

Como pode ser obervado na Fig. 1 C e D, as particulas multicamadas tmidas esterilizadas
apresentaram uma aparéncia visual ligeiramente amarelada em comparagdao com as particulas nao
esterilizadas (Fig. 1 A e B). Além disso, uma diminui¢do significativa (p < 0,05) de tamanho médio
das particulas timidas de 171,9+7,9 um para 136,4+14,9 um apos serem submetidas a esterilizagao
foi observada. A mesma tendéncia a mudanga de cor observada para as particulas imidas apos a
esterilizacao foi verificada para as particulas liofilizadas. Com o aquecimento (121 °C), a coloragao
clara do po6 das particulas liofilizadas alterou-se para marrom (Fig. 1 G versus E). Acredita-se que
este comportamento de mudanga de cor possa estar relacionado com a reacdo de Maillard
(escurecimento ndo enzimatico), que se refere a um conjunto complexo de reagdes, iniciado por
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reagdo entre aminas e agucares redutores, os quais juntos em alta temperatura decompoem-se e,
finalmente, condensam-se em um produto marrom insolivel conhecido como melanoidinas [9].

Acredita-se também que a temperatura de 121 °C utilizada na esterilizacdo das particulas
possa ter causado uma reestruturacdo da cadeia dos biopolimeros na particula, o que pode ter
refletido na alteracdo da morfologia das particulas liofilizadas (Fig. 1 H versus F). Supde-se que a
proteina da particula tenha sido desnaturada durante o processo de esterilizagdo. Quando uma
proteina globular, como a B-lactogobulina ¢ aquecida acima de cerca de 60 °C, sua estrutura ¢é
modificada e, a mesma se torna desnaturada, suas interagdes quimicas e fisicas mudam
sensivelmente de tal forma que os grupos apolares e os grupos contendo enxofre que estavam
originalmente no interior compacto da proteina globular se tornam expostos [9, 10].

Figura 1 Aparéncia e morfologia das particulas com multicamadas imidas e liofilizadas sem
esterilizar e esterilizadas: A) aparéncia das particulas imidas ndo esterilizadas; B) morfologia das
particulas umidas ndo esterilizadas (Barra 50 um); C) aparéncia das particulas umidas esterilizadas; D)
morfologia das particulas imidas esterilizadas (Barra 50 um); E) aparéncia das particulas liofilizadas; F)
MEYV das particulas liofilizadas (Barra 10 um); G) aparéncia das particulas liofilizadas e esterilizadas; H)
MEYV das particulas liofilizadas e esterilizadas (Barra 10 pm).

Quanto ao pH, a particula apresentou-se bastante estavel em pHs acima de 4, sem alteracdes
nos didmetros e com baixa proteina solivel em solucdo (inferior a 3%). No entanto, elas foram
muito suscetiveis a degradacdo em pH extremamente acido, como ¢ o caso do pH gastrico. Neste
pH, o seu tamanho médio original diminui significativamente (p < 0,05) de 164,7 = 8,9 um
(tamanho em pH 3,75 de producdo) para 121,4 + 12,5 um, o que corresponde a uma diminuigdo de
26% (Fig. 2). Além disso, ocorreu uma perda de 22,05% da quantidade de proteina inicial na
particula, o que pode ter colaborado para a diminui¢ao do seu tamanho. Souza et al. [5] reportaram
em estudo anterior, uma pequena diminui¢do no tamanho médio de particulas de pectina revestidas
com WPC, ap6s 1 hora de imersdao em pH fortemente acido (1,2), em relagdo ao pH 4.

A Fig 3. apresenta a variagdo de diametro e solubilidade proteica para as particulas, apds 12
horas de imersao em solugdes de NaCl com concentragdes variando de 0 a 200 mM. Apesar de nao
ter sido observada variagao significativa (p > 0,05) nos tamanhos médios das particulas, ocorreu um
aumento significativo (p < 0,05) da solubilidade da camada proteica com o aumento da for¢a ionica.
Na auséncia de NaCl, a perda de proteina da particula para a solu¢ao ¢ muito baixa (2,5 + 0,1%). O
aumento na solubilidade proteica observado foi proporcional a quantidade de NaCl em solucao,
verificando-se uma perda inicial de 7,4% em 50 mM, atingindo-se 19,5% de solubilidade em
200mM. A adicao de sal ao meio circundante pode influenciar a permeabilidade de macromoléculas
da particula, devido a quebra de ligacdes entre os polieletrélitos de cargas opostas [6]. As imagens
de microscopia 6tica destas particulas indicou que elas se mantiveram integras, mesmo na condi¢ao
de maior forca idnica, apds 12 horas de imersao, este comportamento também foi observado nas imagens
das particulas em variados pHs.
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Figura 2. Tamanho médio (um) e teor de proteina soliivel das particulas suspensas em
solucoes aquosas com diferentes valores de pH. Médias seguidas de letras diferentes diferiram de
acordo com o teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 3. Tamanho médio (um) e teor de proteina solivel das particulas multicamadas
suspensas em solucoes aquosas de NaCl em diferentes concentracées. Médias seguidas de letras
diferentes diferiram de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

Conclusoes

Conclui-se que a temperatura de esterilizagdo influenciou na estabilidade das particulas com
multicamadas liofilizadas, tendo um efeito muito menor nas particulas imidas com multicamadas.
O pH e o NaCl influenciaram a solubilidade da camada proteica das microparticulas com
multicamadas, aumentando a solubilidade com a redug¢do do pH para condigdes extremamente
drésticas (pH 2) e com o aumento na concentragdo de sal em solug¢do aquosa.
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