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RESUMO

Um dos derivados do leite mais produzidos atualmente ¢ o queijo, e sua producdo leva a
geracdo acentuada de um subproduto com alto potencial poluidor quando ndo descartado
corretamente, o soro do leite. Além da questdo ambiental também estdo envolvidos prejuizos
econdmicos ao mercado leiteiro brasileiro. Dessa maneira, pesquisas envolvendo a reutilizacao
desse subproduto estdo em constante desenvolvimento. Portanto, o presente trabalho visa
otimizar a obtencdo de nanoestruturas de B-lactoglobulina, proteina do soro do leite, e aplica-
las como dispositivo encapsulador das moléculas bioativas Quercetina e Vitamina B2. A
melhor nanoestrutura obtida foi com o tratamento a 100°C, NaCl a 50mmol L™ por 60 minutos.
A partir disso, preparou-se nanoestruturas sob essas condi¢des e também sem o tratamento
térmico para realizar os testes de espuma e emulsdo. O primeiro mostrou que a espuma formada
pela proteina nanoestruturada possui estabilidade maior do que a espuma formada pela proteina
pura. O mesmo foi observado no teste de emulsdo. A encapsulacdo do bioativo Quercetina
utilizando a nanoestrutura de -lactoglobulina apresentou eficiéncia de 85,16%. Por outro lado
para a vitamina B2 ndo obteve-se eficiéncia na encapsulacao, determinando a hidrofobicidade
da nanoestrutura de f-lactoglobulina. De modo geral, a B-lactoglobulina mostrou-se um

excelente dispositivo encapsulador da molécula bioativa, quercetina.

Palavras-chave: Proteina do soro do leite, tratamento Box-Behnken, Encapsulag¢do,

Quercetina, Vitamina B2.
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ABSTRACT

Nowadays one of the most produced milk derivatives is the cheese and its production leads to
the generation of a secondary product with high polluter potential when not correctly disposed,
the whey. In addition to the environmental issues are also involved economic losses to the
Brazilian dairy market. Thus, research involving the reuse of this secondary product are in
constantly development. Therefore, this study aims at optimizing the achievement of -
lactoglobulin nanostructures, whey protein, and apply them as an encapsulator device of the
bioactive molecules, Quercetin and Vitamin B2. The best nanostructure was obtained with
treatment at 100 °C, NaCl 50 mmol.L"" during 60 minutes. Under these conditions and also
without heat treatment the nanostructures were prepared to make the foam and emulsion tests.
The first showed that the foam formed by the nanostructured protein had greater stability than
the foam formed by the pure protein. The same was analysed in the emulsion test.
Encapsulation of Quercetin using the nanostructure of B-lactoglobulin had an efficiency of
85.16%. In contrast to vitamin B2 whose no encapsulation efficiency was achieved,
determining the hydrophobicity of the B-lactoglobulin nanostructure. In general, the [-
lactoglobulin showed to be an excellent encapsulator device of the bioactive molecule,

quercetin.

Keywords: Whey, Box-Behnken treatment, Encapsulation, Quercetin, Vitamin B2.
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1. INTRODUCAO

A industria de laticinios constitui hoje um dos setores em maior crescimento no Brasil.
Tal crescimento deve-se, principalmente, ao aumento da concorréncia no mercado e da

demanda de derivados de leite no pais (PRESTES; PAYES, 2012).

Segundo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department
of Agriculture - USDA), em 2014 o Brasil ocupou a quinta posi¢do no ranking mundial de
producdo de leite, ficando atrds da Unido Europeia, India, Estados Unidos e China. Esse
aumento significativo na produtividade estd vinculado a diversos fatores, dentre eles 0 aumento
da demanda, que ¢ consequéncia do aumento populacional. Atrelado a isso as industrias tendem
a investir cada vez mais em tecnologias inovadoras que visam potencializar o seu poder de
producao e concorréncia com relagdo as demais industrias do setor (PRESTES; PAYES, 2012).
Estes investimentos provocaram um “salto” no volume de leite produzido anualmente no
Brasil, passando de 19,767 bilhdes de litros em 2000 para 35,174 bilhdes de litros em 2014, de
acordo com dados do IBGE (MILKPOINT, 2016).

Concomitantemente ao aumento na industria leiteira cresce também a producdo de
derivados do leite, como a de queijos que, de acordo com dados do relatério da Mintel, atingira
R$ 20 bilhdes em vendas ou o equivalente ao consumo de 8 kg de queijo por habitante até o
ano de 2017 (MILKPOINT, 2016). Essa produ¢ao acentuada de queijos de todas as categorias
¢ alarmante uma vez que para cada 1 kg de queijo produzido sdo gerados 9 kg de soro com alta
concentragdo de matéria organica e alto potencial poluidor (ROBBINS et al., 1996). Segundo
OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL (2012) apesar das campanhas de conscientizacdo ao meio
ambiente, as industrias de laticinios estdo cada vez mais adotando medidas de produgao rapida
e econdmica sem se preocuparem com o destino de seus residuos. Os impactos causados por
tal falta de cuidado com a destinagdo desse subproduto pode ir desde a geracdo de odores
desagradaveis até ao comprometimento fisico-quimico de dguas e solos, uma vez que, quando
langado no meio sem tramento prévio, o soro pode gerar graves danos e possuir uma Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) que fica em torno de 60.000 mg/L (CHAVEZ et al., 2010;
MURARI et. al, 2013), enquanto a Resolugao CONAMA 430/2011 dita que esta deve ser de
no maximo 180 mg/L ou deve passar por um tratamento que a reduza em no minimo 70% antes

de serem langados no meio ambiente.

Dado o tamanho impacto gerado pelo descarte erroneo do soro do leite, alternativas de



realizar o seu reaproveitamento tem surgido ao longo dos anos sendo a maioria delas na
alimentacdo humana e animal. Dentre essas, grande parte sao simples e eficazes, cujos alguns
exemplos sdo: intensificador de coloragdo de produtos carneos embutidos (DAGUER et al.,
2010), incrementador no volume de paes e bolos (ZAVAREZE et al., 2010), gerador de
espumas estaveis em sorvetes e sobremesas lacteas (ANTUNES, 2003) e fonte de proteinas e
prevencdo de estresse metabolico na alimentagdo de atletas e fisioculturistas (OLIVEIRA;
BRAVO; TONIAL, 2012). Porém, algumas de suas aplicacdes ainda estdo em estudo e
necessitam de cuidados especiais quanto a sua comercializa¢do, como por exemplo o uso das
proteinas do soro, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina (B-1g), como forma de aumentar a vida

de prateleira de substancias sensiveis € como nanoveiculos para transporte de nutracéuticos.

As nanoestruturas, entdo, surgem como alternativas promissoras para dispositivos
encapsuladores que protegem os ingredientes bioativos durante o processamento, estocagem e
possiveis interacdes com outros constituintes alimentares no organismo (ABD EL-SALAM,;
EL-SHIBINY, 2011). Apesar de varios materiais como gorduras, amidos, alginatos, proteinas
e lipideos poderem ser empregados como dispositivos encapsuladores, as proteinas do soro sdo
extensamente utilizadas, pois sdo ingredientes de alimentos Generally Recognised As Safe
(GRAS), ou seja, sdo ingredientes considerados seguros permitidos pela industria de alimentos.
Além disso, quando em escala nanométrica sao estaveis e biodisponiveis, o que as tornam um
excelente meio protetor e transportador dos ingredientes funcionais, os nutracéuticos.

O desenvolvimento de moléculas nutricionais bioativas constitui um mercado crescente
(TAVARES et al., 2014). Além de serem benéficos a dieta e reduzirem o risco de doengas, os
nutracéuticos surgem como solucdo aos maus héabitos alimentares resultantes da tendéncia
contemporanea de consumir alimentos pré-preparados (CENCIC; CHINGWARU,
2010). Sendo assim, eles fornecem aos alimentos maior valor nutricional agregado e impactam
positivamente na saude da populacdo como forma de repor os nutrientes ausentes nos fast-
foods. Portanto, nutracéuticos sdo muitas vezes entendidos como alimentos funcionais, mas
sdo na verdade alimentos da bioengenharia, ou seja, parte de alimentos que apds passarem por
um bioprocesso, mais precisamente pela encapsulagdo, tornam-se mais eficientes aumentando

sua solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade ou controlando sua liberagao no organismo.

A encapsulacdo ndo € apenas utilizado em nutrientes, mas também em uma vasta
variedade de alimentos, como: agentes aromatizantes, adogantes artificiais, corantes, agentes

com sabor e aromas indesejaveis, entre outros. Por outro lado, técnicas de encapsulagdo sdao



mais aplicadas nas industrias de cosméticos e farmacéuticos do que na de alimentos. Uma das
restricdes da industria de alimentos € a preocupagdo com a seguranca e efeitos adversos que
podem ser causados pelas moléculas encapsuladas, uma vez que estes produtos sdo muitas das
vezes feitos para consumo didrio (TAVARES et al., 2014). Felizmente, a nanotecnologia
oferece diversos nanosistemas de transporte dos ingredientes bioativos que os tornam mais
aplicaveis a industria de alimentos, como: nanoemulsdes, nanolipossomos, nanoparticulas e
nanotubos. Além das vantagens ja mencionadas, o uso de nanoproteinas do soro ¢ também uma
alternativa ao uso de nanoparticulas de lipideo que requerem o uso de solventes orgénicos e
surfactantes para sua produg¢do, € o mais importante, por serem reversiveis possuem
desenovelamento controlado o que ¢ fundamental para a sua liberacdo direcionada (TAVARES
etal., 2014).

Apesar das vantagens apresentadas e todo o potencial do uso das proteinas do leite
como encapsuladores na industria de alimentos, o seu uso contendo nutracéuticos ainda € pouco
estudado. Além disso, ainda ha limitagdes quando estas sdo aplicadas em escala industrial, uma
vez que quando introduzidas devem manter-se fisica e quimicamente compativeis com a matriz
do alimento sem modificar o cheiro e o sabor do mesmo e sem oferecer efeitos nocivos ao
organismo. Portanto, maiores estudos sdo necessarios.

A utilizacdo de nanoestrutura de B-Ig como dispositivo encapsulador vem em primeira
instdncia por esta ser o maior constituinte no soro do leite (até 57%) o que a torna uma das
alternativas mais promissoras para o uso do soro de leite, pois além de aumentar a vida de
prateleira de substancias sensiveis, esta representa uma maneira eficiente e segura de liberagao
dos nutracéuticos no organismo. Dessa maneira, o presente trabalho tem como objetivos
investigar a efetividade da nanoestrutura da proteina do soro, B-lg, no encapsulamento de
Quercetina e Vitamina B2, via nanoparticula biopolimérica, assim como identificar a
hidrofobicidade ou hidrofilicidade da nanoestrutura via encapsulagio de Quercetina e Vitamina

B2 uma vez que a primeira ¢ hidrofobica e a segunda hidrofilica.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Otimizar a obtengao de nanoestruturas de B-lg e aplica-las como dispositivo encapsulador

de moléculas bioativas (quercetina e vitamina B2).



2.2 Objetivos Especificos

o Identificar as melhores condi¢des para formacdo da nanoestrutura de pB-lg.

o Investigar a estabilidade da nanoestrutura de B-Ig obtida.

e Investigar a encapsulacdo de Quercetina e a encapsulacdo de Vitamina B2 em
nanoestruturas de B-lg.

o Identificar a hidrofobicidade ou hidrofilicidade da nanoestrutura via encapsulacdo de

Quercetina e Vitamina B2.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Historico da Nanotecnologia

Segundo TOLOCHKO (2008) ¢ muito dificil descrever o historico da nanotecnologia
devido a dois fatores: 1: a ambiguidade do termo “nanotecnologia” e 2: o ndo conhecimento
da época correta em que os primeiros estagios da nanotecnologia foram desenvolvidos. Apesar
disso, sabe-se que o termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez em uma conferéncia
industrial internacional em Téquio no ano de 1974.

Na segunda metade dos anos 80 ao inicio dos anos 90 um niimero consideravel de
descobertas foram alcangadas o que promoveu o inicio do desenvolvimento da nanotecnologia.
Desde entdo, pesquisas no ramo de nanotecnologia tem aumentado assim como aplicagdes e
empresas inovadoras na area (TOLOCHKO, 2008).

De acordo com SRINIVAS et al (2009) entende-se como nanotecnologia o ato de criar
materiais funcionais, veiculos e sistemas que estejam entre uma escala nanométrica de 1 a 100
nm. Os materiais nanoestruturados possuem varias propriedades que os tornam produtos
atrativos, como por exemplo, bio-persisténcia, superficies reativas, composic¢do e solubilidade
(SRINIVAS, 2009). Além disso, revestir nanoparticulas com materiais biocompativeis, tem se
mostrado como uma forma de reduzir a toxicidade em algumas aplicacdes.

Mais precisamente, no setor alimenticio a nanotecnologia possui um potencial para
produzir novos ingredients alimentares e produtos inovadores que trazem consigo beneficios
consideraveis a saude humana (SOUZA et al., 2005). Isso pode ser atingido através do
desenvolvimento de novas estruturas para aplicacdes em alimentos funcionais, como o

uso de nanoestruturas de proteinas do soro para encapsulamento de bioativos e posterior

implementacao em alimentos.



3.2 Proteinas do soro do leite

As proteinas do leite, como toda proteina de alimentos, sdo biopolimeros estruturalmente
e quimicamente versateis com alto valor nutricional agregado e que por esse motivo possuem
unicas e diversas propriedades funcionais que ddao a elas alta aplicabilidade como
nanocarreadores (TAVARES et al., 2014). Elas sdo divididas em dois grupos: as caseinas e as
proteinas do soro. As caseinas estdo presentes em 94% do leite como micelas naturalmente
enoveladas de 50 a 500 nm, funcionam como veiculo natural de transporte de minerais ao bebé,
possuem pH 4,6, possuem atributos terapéuticos contra o cancer e estrutura nao-fixa o que faz
com que modificagdes no pH, for¢a idnica e pressdo hidrostatica modifiquem o seu tamanho
(ABD EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011; TAVARES, et al., 2014; SAHU; KASOJU; BORA,
2008). As proteinas ou fracdes encontradas no soro do leite sdo a a-lactoalbumina, B-lg,
albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulina (Ig’s) e glicomacro- peptideos (GMP). Por
outro lado, as grandes candidatas a nanosistemas de transporte sdo a a-lactoalbumina e -
lactoglobulina. Além de possuirem as mesmas fungdes das caseinas, a a-lactoalbumina age
como coenzima durante a sintese do leite e modula a sintese da lactose, e a B-lg tem sido
extremamente estudada devido sua habilidade de ligar-se a compostos hidrofobicos e
hidrofilicos como compostos de sabor, vitaminas, dcidos graxos e polifenois. (TAVARES et

al., 2014).

As proteinas do leite, em geral, sdao capazes de formar complexos covalentes
eletrostaticos com moléculas de interesse e de prender biotativos através da formagao de géis
(TAVARES et al., 2014). Essa ¢ uma importante propriedade funcional da -lg, a fornecendo
a habilidade de formar matrizes de gel induzidas a frio pela adi¢do de cétions a grupos
carboxilicos em B-lg desnaturada (GRAVELAND-BIKKER; KRUIF, 2006) e a possibilita de
ser sistema de transporte de bioativos biocompativel. Entretanto, o controle e a manutengdo do
tamanho dos hidrogéis formados tem sido dificil de alcangar. Dessa forma, as nanoproteinas
surgem como uma solucdo a esta limitagdo, uma vez que sdo particularmente interessantes por
serem de facil preparacdo e sua distribuicdo de tamanho poder ser monitorada.

Nanotubos auto enovelados a partir da proteina do leite hidrolizada, a-lactoalbumina, sdo
também potenciais carreadores para nanoencapsulacdo de nutrientes, suplementos e farmacos
(SEKHON, 2010). Apesar disso, a grande aposta para o transporte e liberacdo de nutracéuticos
sdo as B-lg por estarem em maior propor¢do no soro do leite (de 45% a 57%) do que a a-

lactoalbumina, serem estaveis em condig¢des acidas e resistentes a digestdo por proteases



gastricas. Além disso, possuem tamanho aproximado de 3,6 nm e ao sofrerem desnaturagdo
(por pressao, temperatura, pH e etc.) com componentes desnaturados podem se remontar
formando estruturas maiores, como fibrilas ou agregados, que podem ainda se agregar e formar

redes ainda maiores (SEKHON, 2010).

3.2.1 A B-lactoglobulina

A B-lg estd presente em até 57% do soro do leite. Ela é uma proteina globular pequena
(18.3 kDa) conhecida por ser estavel em pH baixo (KO; GUNASEKARAN, 2005) e por ter
habilidade em formar interagdes tridimensionais, ou seja, por formar um gel (MADALENA et
al., 2016). Sua estrutura possui trés sitios de ligacdo: a parte solvente conica do B-barril como
sitio principal, o segundo sitio situa-se proximo da a-hélice e o terceiro sitio na interface
dimérica, sendo que ela liga-se a compostos hidrofobicos preferencialmente no seu calice
interior, e cavidades proximas a a-hélice (ABD EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011; TAVARES
et al., 2014). Os paramentros de interacdo dependem da natureza quimica do ligante, das
condi¢des fisico-quimicas do meio e da conformagdo da proteina, sendo que a ligacdo ao
ligante pode induzir mudancas na estrutra da B-lg (TAVARES et al., 2014). Além disso, elas
conjugam-se com nutrientes via amino grupos ou ligacdes ionicas e hidrofobicas (ABD EL-

SALAM; EL-SHIBINY, 2011). A Figura 1 apresenta a estrutura tridimensional da p-lg.

Figura 1: Estrutura tridimensional da -lactoglobulina. Fonte: Adaptado de RCSB Protein Data Bank
<http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=1BEB>

Nanoestruturas de B-Ig podem ainda se associar a compostos diferentes, o que faz com
que elas sejam melhor absorvidas pelo intestino por permanecerem mais tempo nele, o que
consequentemente aumenta a sua biodisponibilidade (MADALENA et al., 2016). Essas

propriedades devem-se a escala nanométrica que por si s6 a oferecem uma area de superficie



maior facilitando sua interacdo com compostos diferentes, favorecendo a encapsulagdo de

moléculas bioativas.

O uso de proteinas do leite, especialmente da P-lg como carreadores de compostos
bioativos da-se, principalmente, pelo aprisionamento desses compostos em hidrogeis
construidos por essas proteinas. Tal capacidade de formar estruturas em gel oferecem a elas a
possibilidade de formarem sistemas de transporte de nutrac€uticos que sejam GRAS, uma vez
que a proteina do leite por si s6 ja € reconhecida como segura pela industria de alimentos (ABD
EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011). O reconhecimento da B-lg como GRAS ¢ de extrema
importancia, pois qualquer substancia que seja intencionalmente adicionada a alimentos ¢ um
aditivo alimentar que, portanto, necessita de rigorosa inspecdo e aprovacgao segundo o FDA

para garantir que seja segura sob as condi¢des de sua intengdo de uso.

A formacdo de nanoparticulas de B-Ig pode ser induzida, ndo somente por agregagdo
térmica, como também por dessolvatagdo. Além diso, o tamanho da nanoparticula formada
depende de diversos fatores, como pH e concentracao de calcio (0-5mM), no qual para maiores

concentragdes menor o volume da particula (TAVARES et al., 2014).

3.3 Técnicas de encapsulacio

Algumas das técnicas de encapsulacdo mais comuns sdo: o revestimento em leito
fluidizado, congelamento por pulverizagdo, secagem por pulverizagdo (spray-drying),
congelamento por aspersao, encapsulacdo por hidrogel (SINGH, 2016), extrusdo e inclusdo
molecular. Esta ultima, aplicada neste trabalho, refere-se ao processo que ocorre a nivel
molecular, cuja nanoestrutura serve como capsula com uma cavidade que interage com o
encapsulado (MARTIN DEL VALLE, 2004).

E necessario que a técnica de encapsulagdo escolhida seja realizada de maneira correta,
pois sabe-se que o tamanho da cépsula e o seu material afeta o nivel de protecdo e
disponibilidade do material encapsulado. Além disso, ¢ indispensavel que a encapsulagdo nao
comprometa o alimento a ser consumido, uma vez que sua textura, sabor e aroma devem
permanecer os mesmos. Por esse motivo, 2 fatores devem ser considerados: (i) efeito do
processamento do alimento e estoque do nutracéutico (Ex.: oxigenacdo e aquecimento); (ii)
protecao das moléculas bioativas contra degrada¢do durante a passagem pelo estdmago que

depende do tempo de residéncia gastrico (ABD EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011).



O objetivo da encapsulacdo ¢ principalmente proteger a fun¢do bioativa do nutracéutico
sob condigdes adversas através da incorporacdo deste no nucleo de um dispositivo
encapsulador. Além disso, a encapsulagcdo oferece a possibilidade de desenvolver produtos
funcionais com liberag¢do direcionada de nutrientes sem modificar o seu sabor (TAVARES et
al., 2014). Portanto, a escolha da técnica de encapsulagao € uma tarefa que requer muita cautela
e que deve ser capaz de proteger o nutrac€utico durante todas as etapas do processo que incluem

a engenharia, a formulacdo e o armazenamento (TAVARES et al., 2014).

3.4 Nanosistemas de encapsulacio

Além da técnica de encapsulacdo, € muito importante atentar-se também ao nanosistema
mais propicio, pois assim como a técnica ele também deve ser capaz de proteger e liberar a
molécula bioativa, sem alterar o seu sabor, textura e odor. Existem diferentes tipos de sistemas
de encapsulagdo de moléculas bioativas, alguns deles sdo: nanoemulsdes, microemulsdes,

nanoparticulas solidas de lipideos e nanoparticulas biopoliméricas (Figura 2) (SINGH, 2016).

Figura 2: Representagdo esquematica dos diferentes tipos de nanosistemas de encapsulagdo. A: nanoemulsdo;
B: microemulsdo; C: nanoparticula sélida de lipideo; D: nanoparticula biopolimérica. Fonte: Adaptado de

SINGH, 2016.

3.4.1 Nanoemulsoes

As nanoemulsdes sdo uma dispersao contendo pelo menos um liquido miscivel e/ou um
cristal liquido na forma de goticulas de didmetro aproximado de 20 a 200 nm (Figura 2A). Sao
geralmente translucidas, possuem uma estabilidade cinética maior que as microemulsdes, mas
possuem aplicagdo limitada na industria de alimentos, pois os tensoativos utilizados em sua
preparagdo geralmente ndo sdo de qualidade alimentar (SINGH, 2016). Um exemplo de

nanoemulsdo seria um sistema o0leo-agua.



3.4.2 Microemulsoes

As microemulsdes sdo misturas termodinamicamente estaveis formadas por agua, 6leo e
uma ou mais moléculas anfifilicas que se autoenovelam espontaneamente formando goticulas
na escala nanométrica (Figura 2B). Para a solubilizacdo de moléculas com cadeia longa de
triglicerideos ¢ necessario o uso de etanol como co-tensoativo, o que em alguns casos acaba

limitando a sua aplicacdo em alimentos (FLANAGAN et al., 2006).

3.4.3 Nanoparticulas solidas de lipideo

Possuem diametro em torno de 50 a 1000 nm e sao feitas de lipideos que se solidificam
sob temperatura ambiente formando, assim, uma matriz cristalina sub-arrefecida na qual o
composto bioativo € incorporado (Figura 2C), por exemplo uma mistura de agua, 6leo e etanol.
Assim como nos outros sistemas, neste a molécula também ¢ solubilizada por um surfactante
(MULLER; RADTKE; WISSING, 2002). Este tipo de nanosistema tem sido usado para a

liberacao de drogas e seu uso em alimentos ainda € muito limitado.

3.4.4 Nanoparticulas biopoliméricas

A propriedade das proteinas de formarem um gel sdo muito exploradas para a
encapsulacdo e liberagdo de bioativos. Essa formacdo acontece pelo enovelamento das
moléculas de proteina, desencadeado por acidificacdo, cisalhamento, adicdo de ions,
tratamento térmico ou tratamento a altas temperaturas (SINGH, 2016). Um exemplo deste
nanosistema ¢ a propria nanoestruturagao da -lg via tratamento térmico e forga idnica que foi
utilizada neste experimento. O controle do enovelamento faz com que nanoparticulas
adequadas possam ser produzidas, fazendo com que a estrutura em gel sirva como uma matriz

para o aprisionamento das moléculas bioativas.

3.5 Os nutracéuticos

Os nutracéuticos foram definidos pela primeira vez por Dr. Stephen De Felice em 1989
como “alimentos ou partes de alimentos que fornecem beneficios médicos ou de saude
incluindo a prevengdo e tratamento de doengas”. Dessa maneira, ¢ necessario atentar-se a

diferenga existente entre um nutracéutico ¢ um alimento funcional. Um alimento funcional é
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essencialmente um alimento que além de suas fungdes basicas podem oferecer beneficios
adicionais a saude (SINGH, 2016). Por outro lado, um nutracéutico ¢ uma forma isolada ou
concentrada de um alimento, por exemplo as moléculas bioativas quercetina e a vitamina B2,
que agem de forma mais especifica no organismo (BHASKARAN, 2010). Quercetina e
vitamina B2 s3o, ambos, substidncias naturais com propriedades teraputicas mas que
infelizmente por serem sensiveis a varios fatores, como luminosidade e oxigénio, elas muitas
das vezes ndo exercem suas fun¢des no organismo como deveriam pois se perdem durante o
processamento industrial e estocagem, tal fator as tornam compostos de significativo interesse

cientifico.

3.5.1 A Quercetina

A quercetina ¢ o principal flavondide presente na dieta humana com potencial
anticarcinogénico, antioxidante e com efeitos protetores renal, cardiovascular e hepatico
(BEHLING et al., 2004). Seu potencial antioxidante ¢ dado pelas propriedades seqiiestrantes
de radicais livres e por quelar ions metélicos. No tratamento do cancer o uso de compostos
antioxidantes ¢ dado como terapéutico, pois eles reduzem os efeitos colaterais da quimioterapia
e radioterapia. Mais precisamente a quercetina, pode regular o ciclo celular, diminuir a
resisténcia as drogas e induzir a apoptose de células tumorais tornando-se, assim, um potente
composto antitumoral (BEHLING et al., 2004). Como protetores cardiovasculares, os
flavonoides inibem a oxidagdo do LDL, reduzindo o risco de doengas cardiovasculares
(MINETTO, 2009). Além disso, a ingestdo de quercetina pode também melhorar a capacidade
antioxidativa hepatica, reduzindo os riscos de faléncia induzida por isquemia-reperfusdo no

figado (BEHLING et al., 2004).

A quercetina ¢ encontrada em frutas, grdos, flores, vinho e cha e estima-se que seu
consumo didrio seja entre 50 a 500 mg. Ela constitui da classe de compostos flavonoides que
se diferem quanto a sua composicdo quimica e caracteristicas particulares. Sua estrutura
consiste de um esqueleto de difenil propano (C6C3C6) com dois anéis benzénicos ligados a

um anel pirano, como mostra a Figura 3.
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Figura 3: Estrutura basica dos flavonoides, onde a estrutura da quercetina apresenta substituintes -OH

nas posi¢des 3, 5,7, 3’, 4’. Fonte: Adaptado de BEHLING et al., 2004.

Nos alimentos a quercetina ¢ encontrada geralmente na forma glicosilada, as vezes,
como [3-glicosidase. A quercetina-3-rutinosideo ¢ uma das formas importantes na qual a
quercetina ¢ encontrada nos alimentos, porém sua disponibilidade ¢ de apenas 20% da
disponibilidade da quercetina-4’-glicosideo (BEHLING et al., 2004). Uma vez que a quercetina
glicolisada ¢ mais rapidamente absorvida pelo organismo, a conversdo de rutinosideo para
glicosideo ¢ uma das estratégias para aumentar a sua biodisponibilidade nos alimentos. Ainda
de acordo com BEHLING et al. (2004) a tinica forma da quercetina absorvida pelo estomago
¢ a sua forma aglicona, fator alarmante, uma vez que a forma mais abundante nos alimentos ¢
a forma glicosilada. Entretanto, processos como a fermentacdo de uvas para a producdo do
vinho, liberam a forma aglicona e glicosilada podendo resultar em uma absor¢do mais eficiente

da quercetina no estdmago (CRESPY et al. 1999). Sua absor¢do depende também da

solubilidade do veiculo usado na sua administracdo, uma vez que ela ¢ insoliivel em agua.

Além dos problemas naturais que afetam a biodisponibilidade da quercetina, esta, assim
como a vitamina B2, também esta sujeita a problemas oriundos do processamento industrial,
uma vez que fatores como temperatura, luz, oxigénio, umidade e pH contribuem para alteragdes
nutricionais (CORREIA; FARAONI; PINHEIRO-SANT’ANA, 2008). Em trabalho realizado
por BOTREL; OLIVEIRA (2012) o cozimento em microondas de cebolas (que naturalmente
possuem quercetina em sua composi¢do) com poténcia moderada nao afeta o conteudo de
flavonoides, porém, sob poténcia alta, ha perdas de 16% de quercetina 3,4’-diglicosideo e 18%

para quercetina 4’-glicosideo.

Apesar do consumo de alimentos ricos em polifenois, incluindo os flavonoéides, e sua

biodisponibilidade estarem sendo amplamente estudados, a sua absor¢do intestinal e
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metabolismo ndo estdo totalmente elucidados até o momento. Este estudo ¢ de extrema
importancia para a avaliagdo da sua funcdo fisioldgica uma vez que, diferente de outros
compostos, a quercetina glicosilada ndo ¢ absorvida no estdmago o que afeta a sua acdo no

organismo.

A encapsulacdo de quercetina utilizando nanoestruturas de -1g surge, entdo, com uma
nova alternativa para aumentar sua biodisponibilidade (CERQUEIRA et al., 2014), melhorar e

direcionar sua liberacdo, intensificando assim suas vantagens fisioldgicas.

3.5.2 A Vitamina B2

A vitamina B2, também conhecida como riboflavina, ¢ uma vitamina que pertence ao
grupo das hidrossoliveis com fungdes antiinflamatérias e analgésicas. Ela participa do
metabolismo de diversos nutrientes, como precursora de coenzimas (Flavina Adenina
Dinucleotideo — FAD e Flavina Mononucleotideo — FMN), e no ciclo respiratério. E
encontrada em frutas, verduras, sementes e no levedo da cerveja, ou pode ser produzida por
meio de sintese quimica ou fermentagdo microbiana (LACERDA et al., 2007). E um composto

de coloragdo amarelo fluorescente, soluvel em 4gua e de estrutura planar, como mostra a Figura
4.
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Figura 4: Estrutura basica da riboflavina. Fonte: Adaptado de PubChem-Open Chemistry Data Base

<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/riboflavin>.
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A vitamina B2 ¢ um importante protetor de doengas cardiovasculares e processos
tumorais, por esse motivo a deficiéncia de riboflavina tem sido correlacionada como um fator
de risco para o cancer, embora pesquisas adicionais sejam necessarias para a confirmacao deste
fato em humanos (SOUZA et al., 2005). Dada sua importancia, a deficiéncia de vitaminas do
complexo B no organismo pode variar de aguda a cronica, estando em animais, relacionada
com desenvolvimentos anormais do feto e em humanos com quadros hematoldgicos,
principalmente relacionados ao sistema hematopoiético (LACERDA et al., 2007; SOUZA et
al., 2005).

Um influenciador da deficiéncia da riboflavina ¢ a sua fotossensibilidade que gera
perdas significativas da vamina durante o processamento e armazenamento dos alimentos. Por
esse motivo, o processamento e estocagem de alimentos que contenham vitamina B2 deve ser
feito de maneira cautelosa. Portanto, a sua encapsulagio utilizando a proteina do soro do leite

B-lg nanoestruturada, surge como solu¢do a este problema.

3.6 Perspectivas futuras da nanotecnologia na industria de alimentos

A nanotecnologia surge, entdo, como solucdo aos problemas enfrentados pela industria
de alimentos na manutenc¢do das funcdes biologicas dos nutrientes em produtos alimenticios.
Ela oferece alternativas atraentes, como o uso de proteinas do soro do leite em escala
nanomeétrica como forma de aprimorar a aplicagdo de compostos benéficos ao organismo nos
alimentos. Entretanto, ¢ necessario ainda estudar a liberacdo controlada destas moléculas
bioativas no organismo. Dessa forma, apesar do uso de proteinas nanoestruturadas oferecer um
maior valor agregado aos alimentos e melhorar sua vida de prateleira a aplicagdo da

nanotecnologia agregada a alimentos em escala industrial ainda requer pesquisas adicionais.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material

A B-lg foi cedida pela Davisco Foods International (Minnesota, EUA), ambas
quercetina e a vitamina B2 foram adquiridadas da Sigma Aldrich (Missouri, EUA), o NaCl de
grau analitico Exodo Cientifica (Sdo Paulo, Brasil). A agua destilada foi purificada através de
osmose reversa Hidrotek (Santa Iria de Azoia, Portugal). E os demais reagentes foram de grau

analitico sem maiores purificacdes.
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4.2 Métodos

4.2.1 Delineamento experimental

As nanoestruturas de B-lg sdo formadas a partir de sua desnatura¢do e posterior
interacdo ente elas. Sabe-se que a temperatura e a forga idnica sdo indutores da desnaturacio
da mesma, portanto para otimizar sua obtencao utilizou-se altas temperaturas e o NaCl por ser
também um aditivo alimentar GRAS comumente utilizado.

Foi realizado o delineamento experimental Box-Behnken com o objetivo de otimizar a
obtencdo da nanoestrutura de p-lg. Para isso, solu¢des de proteina em NaCl foram preparadas
sob agitacdo e aquecimento de acordo com a Tabela 1.

Apds o tempo de agitacdo e aquecimento, as solucdes foram armazenadas a 4°C para
posteriores analises.

O experimento de Expalhamento Dindmico de Luz (DLS) foi realizado no Nanozeta
sizer (Malvern, Inglaterra) com o objetivo de determinar o tamanho da nanoestrutura e o indice
de polidispersividade (PDI). As medidas foram realizadas utilizando um detector de fotodiodo
de avalanche (Brookhaven BI-APD, USA) e um correlacionador (TURBOCORR,
Brookhaven, USA). A fonte de luz (CVI Melles Griot, USA) foi um laser HeNe de 35 mW de
poténcia e comprimento de onda equivalente a 632,8 nm, linearmente polarizada. Para controle
de intensidade foi empregado um sistema de polarizadores cruzados. As dispersdes de

nanoestruturas foram adicionadas em uma cubeta e esta inserida no equipamento para a analise.

Tabela 1: Condigoes utilizadas no delineamento experimental realizado para formagdo da nanoestrutura de B-
lactoglobulina.

Box-Behnken

NP’s* Temperatura (°C) Tempo (min) NaCl (mmol.L")
1 62,5 120 0
2 25,0 60 0
3 100 60 0
4 62,5 120 50
5 62,5 60 25
6 100 120 25
7 25,0 60 50
8 100 10 25
9 25,0 120 25
10 62,5 10 50
11 62,5 60 25
12 25,0 10 25
13 62,5 10 0
14 62,5 60 25
15 100 60 50

*NP’s - nanoestrutura
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4.2.2 Teste de espuma

Amostras de 8,00 mL da melhor nanoestrutura obtida foram homogeneizados em Ultra
Turrax (Biovera, Brasil) por 1 min em 14000 rpm. Apds a homogeinizagdo acompanhou-se a
altura da espuma medindo-as em intervalos de tempo de 5, 10, 30, 60 ¢ 120 min a fim de
calcular as variaveis incremento de volume (VI) e estabilidade da espuma (FS), conforme as

equacoes 1 e 2.

FS = (ﬁ) )

VEto

Onde VT € o volume total da solugdo, Vg € o volume da espuma VEgte VEw sdo os
volumes da espuma correspondes aos intantes t (5, 15, 30, 60 e 120 min) e no tempo zero,
respectivamente. O teste foi realizado em duplicata e amostras de proteina sem tratamento

térmico, porém no mesmo solvente da nanoestrutura, foram utilizadas como controle.

4.2.3 Teste de emulsao

O Indice de Atividade Emulsificante (IAE) da proteina nativa e da proteina
nanoestruturada foram determinados de acordo CAMERON et al. (1991). Para isso, duas
amostras a 0,1% (m/v) de proteina foram preparadas. Com o objetivo de formar a emulsdo,
2,50mL de 6leo de girasol, 7,35 mL de 4gua destilada e 150,0 uL de dispersdo de proteina
foram agitadas em Ultra Turrax por 1 min a 14000 rpm. Apds esse processo, 10,0 uL do fundo
de cada emulsdo foram retirados em diferentes intervalos de tempo (0, 5, 15 e 30 min) apds a
homogeneizagdo, e diluidos em 10,0 mL de solu¢do SDS 0,1% (m/v). Finalmente, a
absorbancia da emulsdo diluida foi medida a 500 nm em espectrofotometro UV-Vis Global

Trade Technology (Sao Paulo, Brasil) e o IAE calculado de acordo com a Equacao 3.

2x2,303xAg xFD
cx(1-6)x 1000

IAE(m2g™) = (3)
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Onde A, ¢ a absorbancia da emulsdo diluida no tempo igual a zero, FD ¢é o fator de
dilui¢do, ¢ € a concentragdo inicial da proteina (g/mL) e O ¢ a fracdo de 6leo para formar a
emulsao (0,25).

A estabilidade da emulsao foi analisada em termos do indice de estabilidade da emulsao
(ESI), definida pela Equacao 4.

_ _“
ESI = AO_Atxt 4)
Onde A, e A; sao as absorbancias das emulsao diluidas a 0 e t min (30, 60 ¢ 120 min),

respectivamente.

4.2.4 Encapsulacao

4.2.4.1 Encapsulacio de Quercetina

A encapsulagdo da quercetina utilizando a B-lg nanoestruturada foi realizado em
duplicata através do nanosistema de nanoparticulas poliméricas. Solucdo estoque de quercetina
em 3 concentragdes diferentes (1,0 mg.mL", 1,5 mg.mL" e 2,0 mg.mL") foram preparadas em
etanol 98%. Em microtubos, previamente pesados, foram adicionadas a solucdo estoque de

quercetina, o solvente e a dispersao de nanoestrutura de proteina em acordo com a Tabela 2.

Tabela 2: Preparacdo de diferentes concentragdes de quercetina em nanoparticula para determinar a eficiéncia de

encapsulacdo EE (%).

dislgllj;{:? de Sol.estoque Dispersao de Sol. NaCl em
Amostra NPs em Q1000 pg.mL) NPs em pL uL
1 em pL
pg.mL
1 25,0 37,5 1000 462,5
2 50,0 75,0 1000 425
3 100 150 1000 350
4 150 225 1000 275
5 300 450 1000 50,0
6 600 800 1000 200
7 900 900 1000 100

*[Q] — concentracdo de quercetina

As amostras foram agitadas manualmente por 5 minutos e levadas a centrifugacdo a
13500 rpm, 20°C por 30 minutos. Ap0s a centrifugacdo, diluiu-se o sobrenadante para a leitura

no espectrofotometro UV-Vis Global Trade Technology (Sao Paulo, Brasil) a 373 nm e os
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valores obtidos foram usados para o calculo da concentragdo de quercetina do sobrenadante,

via curva analitica, e a eficiéncia de encapsula¢dao EE (%) pela equacdo 5.

EE (%) = Wiotar — Wiivre) 100/Wtotal (5)

Onde EE (%) ¢ a eficiéncia de encapsulacdo, Winw € 0 total de quercetina adicionado

nas NPs e Wi € o total de quercetina livre encontrado no sobrenadante.

Todo o sobrenadante restante nos microtubos foram retirados cuidadosamente com o
auxilio de uma micropipeta e o decantado foi posteriormente levado a estufa a 50°C para
secagem durante 48 horas. Apos este tempo os eppendorfs foram novamente pesados para
obtencdo da massa final. Subtraindo-se a massa final da massa inicial do microtubo obteve-se
o valor de Wy, na equacdo 6. Em seguida foi calculado o valor da capacidade de ligacdo (LC)

da quercetina na nanoestrutura pela Equagao 6.
LC(%) = Wrotar = Wiivre) 100/Wnp (6)

Onde o LC (%) corresponde ao loading, Wietal € 0 total de quercetina adicionado nas
NPs, Wive € 0 total de quercetina livre encontrado no sobrenadante e Wy, € o valor da

quercetina ligada as NPs.

4.2.4.2 Encapsulacio de Vitamina B2

A encapsulacdo da vitamina B2 ¢ semelhante ao da quercetina sendo diferentes apenas
em alguns pontos. Solugdo estoque de vitamina B2 na concentracdo de 0,3 mg.mL! foi
preparada em agua destilada. Entdo, em microtubos foram adicionados a solugdo estoque de

vitamina B2, a solug¢do de NaCl e a dispersdo de nanoestrutura em acordo com a Tabela 3.

Tabela 3: Preparagio de diferentes concentragdes de vitamina B2 em nanoparticula para determinar a eficiéncia

de encapsulagdo EE (%).

diS|[JZ1]'sI;?) de Sol.estoque Dispersao de Sol. NaCl em
-1 .
Amostra NPs em V(0,3mg.mL™") NPs em piL uL
1 em },I,L
mg.mL

1 0,015 75,0 1000 425

2 0,030 150 1000 350

3 0,060 300 1000 200

4 0,075 375 1000 125

5 0,090 450 1000 50,0

*[V] — concentragdo de vitamina
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As amostras foram agitadas manualmente por 5 minutos e levadas a centrifugacao a
13500 rpm (1000g), 20°C por 30 minutos. Apos a centrifugagao, diluiu-se 10 vezes o
sobrenadante obtido com agua destilada. O conteudo diluido foi lido no espectrofotdmetro
Global Trade Technology (Sao Paulo, Brasil) a 445 nm e os valores obtidos foram usados para
o cdlculo da concentragdo de quercetina do sobrenadante através da equagdo obtida da curva
analitica e a eficiéncia de encapsulacdo EE (%) em percentagem obtida pela equagdo 5

apresentada no item 4.2.4.1.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Delineamento experimental

A Tabela 4 mostra o tamanho das estruturas de B-Ig obtido com o tratamento térmico.
USKOKOVIC (2007) afirma que nanoestruturas sdo materiais cujo tamanho varia de 10 a 300
nm, portanto, o tratamento 15 foi o que apresentou o melhor resultado. Este tratamento obteve
um tamanho médio de 109,95 nm e PDI (Polidispersividade) de 0,4062. Este valor de PDI
encontrado ficou proximo do considerado eficiente pela literatura, + 0,4 (MADALENA et al.,

2016), indicando que as nanoestruturas tiveram uma boa polidispersividade.

Tabela 4: Valores de Tamanho (nm) ¢ PDI (Polidispersividade) das amostras preparadas no delineamento

experimental e analisadas no equipamento Nanozeta Sizer Malvern (Inglaterra, Reino Unido).

Tamanho (nm) PDI
NP’s Média + Sd
1 356,62 + 58,07 0,4315 +0,0319
2 285,13 £ 63,35 0,5745 + 0,1889
3 581,70 + 180,12 0,6203 +0,1261
4 416,37 £ 71,42 0,4750 + 0,0733
5 204,40 £ 80,80 0,3422 £ 0,0451
6 105,00 + 13,71 0,4328 £ 0,0484
7 142,52 + 22,31 0,4308 + 0,0542
8 159,73 + 41,37 0,3982 + 0,0449
9 178,78 + 69,43 0,3412 +0,0488
10 274,16 £ 174,14 0,4353 +£0,1853
11 147,24 + 59,38 0,3093 + 0,0353
12 363,83 £ 224,38 0,4235+0,1404
13 349,47 + 106,88 0,5662 + 0,2079
14 177,66 + 96,06 0,2970 + 0,0590
15 109,95 + 0,68 0,4062 + 0,0539

Os valores obtidos do tamanho de cada nanoparticula e suas respectivas condi¢des de

preparacdo (T, t e concentragdo de NaCl - [NaCl]) foram agrupados conforme a Tabela 5 para
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a obtencdo dos graficos de superficie de resposta em 3D. Onde os valores de 0, 1 e -1 entre

parénteses correpospondem a nomenclatura utilizada pelo software para a leitura dos dados.

Tabela 5: Valores de tamanho (nm), tempo(min), temperatura(°C) e concentragio de NaCl (mmol.L"") de cada

NP.

NP Tamanho (nm) Tempo (min) Temperatura (°C) (m[i?)fg'l)
1 356,62 120(1) 62,5(0) 0(-1)
2 285,13 60(0) 25(-1) 0(-1)
3 581,7 60(0) 100(1) 0(-1)
4 416,37 120(1) 62,5(0) 50(1)
5 2044 60(0) 62,5(0) 25(0)
6 105 120(1) 100(1) 25(0)
7 142,52 60(0) 25(-1) 50(1)
8 159,73 10(-1) 100(1) 25(0)
9 178,78 120(1) 25(-1) 25(0)
10 274,16 10(-1) 62,5(0) 50(1)
11 147,24 60(0) 62,5(0) 25(0)
12 363,83 10(-1) 25(-1) 25(0)
13 349,47 10(-1) 62,5(0) 0(-1)
14 177,66 60(0) 62,5(0) 25(0)
15 109,95 60(0) 100(1) 50(1)

A partir destes dados construiu-se os graficos de superficie 3D bem como gerou-se a
ANOVA (Tabela 6) utilizando-se o software Statistica a fim de avaliar as regides de melhor
resposta para a melhor nanoestrutura. As superficies obtidas podem ser melhor analisadas nas

Figuras 5,6 ¢ 7.

Figura 5: Superficie de resposta 3D obtida através dos valores de Tamanho(nm) x [NaCl] (mmol.L") x

Temperatura (°C). Fonte: Proprio autor, 2016.
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Figura 6: Superficie de resposta 3D obtida através dos valores de Tamanho(nm) x Temperatura (°C) x

Tempo(min). Fonte: Proprio autor, 2016.
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Figura 7: Superficie de resposta 3D obtida através dos valores de Tamanho(nm) x [NaCl] (mmol.L™!) x

Tempo(min). Fonte: Proprio autor, 2016.

Observa-se nas Figuras 5 e 7 que a regido de obtengdo de menores nanoparticulas foi
a regido verde central, e ndo a regido vermelha nas extremidades, uma vez que esta indica
valores altos de tamanho. Portanto, a regido de interesse nos trés graficos em questdo ¢ a regido
verde central uma vez que o objetivo foi a obtencdo de nanoestruturas de menor tamanho (+/-
100 nm) e ndo maiores (valores dos eixos podem ser melhor analisados nos graficos 2D no

ANEXO I). O melhor perfil alcancado pode ser observado na Figura 5 onde encontra-se uma
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regido concava bastante nitida que engloba os valores de Tamanho (nm), [NaCl] e tempo (min)

possibilitando a identificagdo do ponto 6timo entre eles.

Tabela 6: ANOVA dos dados obtidos no software Statistica.

Fator SS df MS F p
Tempo(L) 1022,0 1 1021,97 0,059254  0,813805
Tempo(Q) 8283,8 1 8283,77 0,480294  0,507906

Temperatura(L) 24,1 1 24,08 0,001396 0,971108
Temperatura(Q) 1781,3 1 1781,26 0,103278 0,756167
1
1
8

[NaCl](mmol/L)(L)  49599,9 49599,90  2,87505  0,128362
[NaCl](mmol/L)(Q)  58021,2 58021,24 336,075  0,103975
Erro 137978,5 17247,31
Total SS 256323,8 14
L:Linear; Q:Quadratica

A ANOVA (A4nalysis of Variance) testa a importancia de um ou mais fatores
comparando as médias das varidveis de resposta em diferentes niveis dos fatores. Os modelos
utilizados para descrever o fenomeno do experimento foram o linear e quadratico, escolhidos
de acordo com as linhas de tendéncias que melhor representam o sistema. A ANOVA nos
oferece o valor de Sum of Squares (SS) para ambos modelos, assim como o grau de liberdade
(df) e consequentemente o valor de Mean Square (MS=SS/df). A partir desses valores obtém-
se os valores de F e p. Logo, analisando a Tabela 6 percebe-se que os maiores valores de F
foram para o NaCl. O F ¢ calculado pela variancia entre os grupos/variancia dentro dos grupos,
sendo assim quanto maior esse valor (F) maior a diferenca entre os grupos, e, portanto, este
parametro (NaCl) ¢ o grande influenciador na obtencdo do tamanho da nanoparticula, sendo
altos valores destes prejuciciais para o processo. Ja o valor de p mostra a confiabilidade do
teste, quanto menor este valor menor a probabilidade dos resultados serem algo ao acaso, por
exemplo o valor 0,10 indica que ha 10% de chance do resultado ser uma casualidade. Apesar
do teste ter apresentado parametros com valores elevados de p, ¢ a relagdo entre o Fcalculado
(obtido pelo software Statistica) € Frabelado (Obtido na literatura) que possibilita concluir se os
dados sdo estatisticamente significativos. Sendo assim obteve-se o valor de Feaiculado igual a
11,15 e Frabelado igual a 4,60, como Fcaiculado > Ftabelado, pdde-se concluir que os dados sdo
estatisticamente significativos.

Logo, a partir das andlises feitas no software Stastistica, as melhores condi¢cdes
escolhidas na regido de 6timo para posteriores andlises foram de 25 mmol.L-1, 62,5 °C por 120

min (Tabela 4).
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5.2 Teste de espuma

As espumas, sdo em outras palavras, dispersdes de gases em liquidos que apresentam
propriedades reologicas interessantes dependendo das situagdes em que estdo expostas.
Quando ¢ aplicada certas tensdes sobre as mesmas, elas agem como um so6lido viscoeléstico,
enquanto que para tensdes mais altas elas tornam-se mais finas, e portanto possuem maior
fluidez (ENGELHARDT et al., 2013). Essas propriedades aderidas a grande area de superficie
que pode ser adquirida pelas nanoestruturas sdo o que ddo as proteinas do leite grande
aplicabilidade.

A Tabela 7 mostra a estabilidade da espuma para as proteinas nativas em solucao e

nanoestruturadas.

Tabela 7: Valores de VI e FS obtidos para cada amostra. Onde FS3p, FSeo € FSi20 s@o os valores de FS nos

intervalos 30, 60 e 120 min, respectivamente.

Proteina Pura Nanoestrutura
\Y/| 16,98+0,71 21,43+1,41
FS30 22,2240 66,6710
FSeo 7,78%0,21 50,0040
FS120 0,00£0 33,3310

A partir dos dados da Tabela 6 pode-se observar que a espuma da nanoestrutura
apresentou maior estabilidade quando comparada a da proteina pura. Analisando os valores de
VI e FS;percebe-se que a proteina pura possui um valor menor que a nanoestrutura, apesar de
ambas terem iniciado com o mesmo volume total. Percebe-se também que ao final do
experimento, em FSi2o , a proteina pura j4 ndo apresentava nenhuma espuma, enquanto a
nanoestrutura possuia o valor de FSiz0igual a 33,33. Dessa forma, a nanoestrutura mostrou
maior capacidade de formacdo e estabiliza¢do da espuma do que a proteina nativa.

LEMAN; DOGA (2003) concluiram que o tratamento térmico da B-lactoglobulina, ndo
nanoestruturada, provoca a diminui¢ao da capacidade de formagdo de espuma. Porém, o que
se observou ¢ que quando a proteina estd nanoestruturada a sua capacidade de formagao de
espuma ¢ aumentada. Este resultado, sugere, portanto, que a nanoestruturacdo da proteina
provoca maior estabilizacdo térmica da mesma, intensificando sua atividade interfacial pela
mudanga conformacional da proteina ao se ligar uma a outra para a formag¢ao da nanoestrutura.
Fato este que sera verificado futuramente com medidas de discroismo circular e fluorescéncia

que permite a andlise da estrutura quartenaria e terciaria da proteina, respectivamente.
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Portanto, pode-se concluir que varios fatores podem afetar a estabilidade da espuma
formada, sendo assim uma questao alarmante quanto a preparacao e formulagdo de produtos
alimenticios e cosméticos. Dessa forma, a nanoestruturagao da f-lactoglobulina, de acordo com
os resultados alcangados, ¢ uma maneira de manter a espuma mais estavel e, portanto, produzir

alimentos com propriedades técnico-funcionais direcionadas.

5.4 Teste de emulsao

Os valores de absorbancia medidos foram aplicados nas equacdes 3 e 4, apresentadas
no item 4.2.3, a fim de obter os valores de Indice de Atividade Emulsificante (IAE) e
Estabilidade da Emulsdo (ESI) para cada emulsdo. Na Tabela 8 encontram-se os resultados

obtidos.

Tabela 8: Valores de IAE(m?g™!) e ESI para a nanoestrutura e proteina pura.

Nanoestrutura Proteina Pura
IAE (m?g™) 118 152,91
ESI 192 124,5

Apesar de o TAE da nanoestrutura ter sido menor que da proteina pura, o valor de ESI
para a nanoestrutura foi maior que da proteina pura. O valor de ESI ¢ de maior interesse, uma
vez que a caracteristica desejada da nanoestrutura ¢ a sua capacidade de estabilizar a emulsdao
de uma formulac¢do alimenticia, de forma que esta permaneca homogénea sem separagao de
fases.

A nanoestrutura e a proteina nativa foram obtidas a partir da mesma contentragdo de
proteina inicial. Porém, esta ao se nanoestruturar diminui o niimero de particulas que podem
interagir na interface dgua-6leo na formacdo da emulsdo. Portanto, sugere-se que € por este
motivo que a proteina pura apresenta maior IAE do que a proteina nanoestruturada. Todavia,
esta ultima apresenta maior ESI do que a proteina pura, uma vez que a nanoestrutura apresenta
maior atividade interfacial do que a proteina ndo-nanoestruturada, corroborando, assim, com
os resultados da estabilidade da espuma.

Em trabalho realizado por LOSSO; NAKAI (2002) o aumento do IAE e ESI foram
induzidos de maneiras diferentes. Neste analisou-se se a adi¢do de polietilenogicol (PEG) a f3-
lg aumentaria o valor do IAE, e o resultado fo1 negativo. Observou-se que a estabilidade da
emulsdo foi maior quando submeteu-se a B-Ig ao processo de sulfitolise. No mesmo estudo

concluiu-se que a estabilizacdo da B-lg através da sultitolise foi possivel pois as goticulas
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individuais da emulsdo estavam protegidas de maneira mais eficiente contra a ponte de
proteinas, pela camada de proteina PEG adsorvida. Por outro lado, essa pode ndo ser uma
maneira eficiente de melhorar a estabilidade da emulsdo formada pela -lg, uma vez que esses
aditivos podem ndo ser aceitdveis e compativeis com 0s compostos presentes em produtos

alimenticios, assim como pela sua absor¢ao no organismo.

5.5 Encapsulacio

5.5.1 Encapsulacio das moléculas bioativas: Quercetina e Vitamina B2

A Figura 8 mostra a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) em func¢do da concentragdo de

Quercetina e Vitamina B2 na dispersdo de nanoparticulas em pg.mL!.
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50 100 150 300 600 900
[ ] na dispersido de NP's em pg.mL-!

m—— (Juerceting = Vitamina B2

Figura 8: Eficiéncia de encapsulagdo EE(%) em fung¢do da concentragdo [ | de Quercetina e Vitamina B2 na

dispercdo de B-lg, e seu respectivo desvio padrdo. NP’s — nanoparticulas.

A quercetina apresentou uma eficiéncia de encapsulacio méxima de 85,16%,
mostrando, portanto, o potencial dessa nanoestrutura em encapsular moléculas hidrofobicas
como a quercetina. Por outro lado, a vitamin B2 nao foi encapsulada, o que sugere que a p-lg
nanoestruturada apresenta uma superficie hidrofobica, ja que a quercetina ¢ mais hidrofobica
e a vitamina mais hidrofilica. Diante dos resultados de ndo encapsulacdo de vitamina B2 nio
calculou-se o seu LC(%) como foi feito para a quercetina. A Figura 9 mostra, entdo, os valores

de LC para a quercetina.
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Figura 9: Relagdo entre eficiéncia de encapsulacdo EE(%) e capacidade de ligacdo (LC%) para a

Quercetina. Onde os valores na linha azul sdo os valores de LC(%).

Pode-se observar que o valor de LC foi aumentando de acordo com o EE(%), isso
acontece pois se a P-lg foi capaz de encapsular a quercetina € esperado que sua capacidade de
ligacdo a mesma seja também eficiente e portanto espera-se uma massa final de moléculas
bioativas encapsuladas significativa. Ainda ndo héd disponivel na literatura trabalhos que
testaram o LC(%) em quercetinas encapsuladas por nanoestruturas de -1g.

Sobre a eficiéncia na encapsulacdo de quercetina utilizando nanoestruturas de B-Ig
observa-se que concentracdes baixas de quercetina ndo promoveram eficiéncia significativa na
encapsulacdo. Portanto, maiores eficiéncias foram obtidas para maiores concentragdes. Por
outro lado, também ndo foi possivel comparar os resultados obtidos com dados disponiveis na
literatura, uma vez que nenhum trabalho foi publicado até o momento. No entanto, SOUZA et
al. (2014) obteve-se eficiéncia maior que 95% para a encapsulacdo de quercetina, porém
utilizando nanoparticulas de lecitina/quitosana. Essa alta eficiéncia foi alcangada para todas as
concentragdes de quercetina utilizadas (50, 70 e 100 pg/mL), comprovando o sucesso do
experimento. Apesar de no presente trabalho o dispositivo encapsulador ter sido diferente
(nanoparticulas de -1g), ambos resultados foram obtidos com sucesso.

J4 para a vitamina B2, resultados diferentes foram obtidos por MADALENA et al.
(2016) que mostrou que a vitamina B2 possui alta habilidade de se associar a riboflavina e
liberé-la eficientemente. No entanto, ¢ importante ressaltar que a técnica de nanoestruturacao
da proteina utilizada por estes autores foi diferente, o que ocasiona diferentes tipos de
nanoestrutura com caracteristicas distintas. Em seu trabalho, a formacao das nanoparticulas foi

realizada através da adicdo de HCI ou NaOH para o ajuste do pH e ndo através do uso de NaCl.



26

O interessante deste trabalho ¢ que MADALENA et al. (2016) mostrou que a riboflavina no
organismo foi gradativamente liberada, e no sétimo dia de andlise ja havia sido totalmente
liberada, o que justifica ainda mais a necessidade de mais estudos nessa area, pois até o presente

momento somente este trabalho com nanoestrutura de -lg foi relatado na literatura.

6. CONCLUSAO

Sob determinadas condi¢des de temperatura, tempo e forca idnica foi possivel a
obtencdo de nanoestruturas de B-lactoglobulina, fato este ainda pouco relatado na literatura
cientifica com somente um artigo publicado até o presente momento. As melhores condicoes
para a obtencdo de nanoestrutura em acordo com o tratamento Box-Behnken foram 100 °C
durante 60 min € NaCl a 50 mmol.L-1 com um tamanho de 109,95 nm.

A quercetina foi eficientemente encapsulada pelas nanoparticulas de -lg, sugerindo,
entdo, que a superficie da nanoestrutura ¢ hidrofobica. Os experimentos mostraram ainda, que
as nanoparticulas de B-lg possuem significativa estabilidade de espuma e emulsdo.

Os resultados sugerem que a encapsulagdo de quercetina por nanoparticulas de p-lg
pode ser utilizado como uma alternativa pertinente na adi¢ao de nutracéuticos aos alimentos,
como também uma maneira de proteger a molécula bioativa contra condi¢des adversas no

processamento industrial e tornar mais eficiente a sua liberagcdo e absor¢ao no organismo.
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ANEXO A

Superficies de resposta 2D do delineamento realizado para a nanoestrutura de 3-1g.
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