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RESUMO GERAL

Neste estudo, hidrolisados proteicos contendo peptideos com atividade antioxidante foram
obtidos de Spirulina sp. LEB 18, com graus de hidrolise de 50,6 € 60 % em 90 (H90) e 120 min
(H120) de reacdo, respectivamente. A estabilidade da atividade antioxidante dos hidrolisados
proteicos em condicOes de processamento de alimentos (tratamento térmico, pH, concentracéao
de NaCl) e apéds digestdo in vitro foi avaliada. Além disso, os hidrolisados proteicos foram
encapsulados com gelatina por atomizacdo em spray dryer e nanospray dryer para aumentar
sua estabilidade. As particulas obtidas foram caracterizadas quanto as suas propriedades
térmicas, eletrostaticas, morfologicas e antioxidante. O hidrolisado proteico obtido em 120 min
de reacdo encapsulado em nanospray dryer (H120EN) foi avaliado quanto a estabilidade da
atividade antioxidante sob condicdes de processamento de alimentos e ap6s digestao in vitro,
da mesma forma que os hidrolisados proteicos ndo encapsulados. O H120EN foi adicionado
em sobremesa comercial a base de gelatina sabor limao e este alimento foi avaliado quanto aos
parametros de cor, textura e atividade antioxidante (2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) e poder redutor). Os resultados indicaram que a
atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos livres foi mantida apds aplicacdo de
tratamento térmico (—18°C, 63 °C e 100 °C). O processo de encapsulamento foi capaz de
aumentar a atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH dos hidrolisados estudados em
aproximadamente 2 vezes. As analises termogravimétricas e de calorimetria exploratoria
diferencial indicaram que o encapsulamento dos hidrolisados proteicos aumentou a
termoestabilidade destes. O processo de encapsulamento em nanospray dryer apresentou maior
rendimento para ambos os hidrolisados proteicos, sendo 0 H120EN o que apresentou a maior
eficiéncia de encapsulamento (87,3 £ 1,2 %), maior potencial zeta em médulo (16 mV) e menor
tamanho (1,17 pum). A capacidade de inibir o radical ABTS do H120EN aumentou em
aproximadamente 25% ap0s digestdo in vitro. A sobremesa comercial de gelatina sabor liméo
adicionada de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado apresentou cor e
textura sem alteracGes relevantes em relacdo a amostra controle, sem adicdo de hidrolisado
proteico, porém com maior atividade antioxidante. Esses resultados contribuem para a
aplicacdo de peptideos bioativos de microalgas em alimentos. Além disso, o encapsulamento
mediante secagem por atomizacdo de hidrolisados proteicos de Spirulina é promissor para a
indUstria de alimentos, uma vez que foi possivel aumentar a inibicdo do radical DPPH destes
hidrolisados bem como torna-los termicamente estaveis. Este estudo indica que a aplicacdo de
hidrolisados proteicos microalgais é capaz de proporcionar atividade antioxidante a alimentos,
e que estes compostos apos processados e armazenados ainda conferem sua propriedade apds
digestao.

Palavras-chave: Compostos bioativos, encapsulamento, gelatina, microalgas, nanospray
drying.






ENCAPSULATION OF PROTEIN HYDROLYSATES FROM SpirulinaFOR FOOD
APPLICATION

ABSTRACT

In this study, protein hydrolysates having peptides with antioxidant activity were obtained from
Spirulina sp. LEB 18, with degree of hydrolysis of 50.6 % and 60 % in 90 min (H90) and 120
min (H120), respectively. The stability of the antioxidant activity of protein hydrolysates under
food processing conditions (heat treatment, pH, NaCl concentration) and after in vitro digestion
was evaluated. Furthermore, they were encapsulated with gelatin by spray drying with a spray
dryer and a nanospray dryer to increase their stability. The obtained particles were characterized
regarding their thermal, electrostatic, morphological and antioxidant properties. The protein
hydrolysate obtained in 120 min of reaction encapsulated in nanospray dryer (H120EN) was
evaluated for the stability of their antioxidant activity under food processing conditions and
after in vitro digestion, equally as for non-encapsulated protein hydrolysates. The HI20EN was
added in a lemon-flavored gelatin-based commercial dessert and this food was evaluated for
color, texture and antioxidant activity (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and reducing power). The results indicated
that the antioxidant activity of free protein hydrolysates was maintained after heat treatment
(—18 °C, 63 °C and 100 °C). The encapsulation process was able to increase the antioxidant
activity of scavenging the DPPH radical of the studied hydrolysates in approximately twice.
Thermogravimetric and differential exploratory calorimetry analyzes indicated that the
encapsulation of protein hydrolysates increased their thermostability. The encapsulation
process in nanospray dryer presented the highest yield for both protein hydrolysates, being the
H120EN which presented the highest encapsulation efficiency (87.3 + 1.2%), highest absolute
zeta potential (16 mV) and smallest size (1.17 um). The ability to inhibit the ABTS radical of
the H120EN increased in approximately 25 % after digestion. The lemon-flavored gelatin
dessert with the encapsulated protein hydrolysate from Spirulina sp. LEB 18 showed color and
texture without relevant changes in relation to the control sample, without the addition of
protein hydrolysate, but with greater antioxidant activity. These results contribute to the
application of bioactive peptides from microalgae in food. In addition, the encapsulation by
spray drying of Spirulina protein hydrolysates is promising for the food industry, since it was
possible to increase the inhibition of the DPPH radical of these hydrolysates as well as making
them thermally stable. This study indicates that the application of microalgal protein
hydrolysates is able to provide bioactivity to foods and that these compounds still confer their
property after processing and stored and after digestion.

Keywords: Bioactive compounds, encapsulation, functional foods, gelatin, microalgae,
nanospray drying.






23

1 INTRODUCAO GERAL

Spirulina € uma microalga pertencente ao grupo das Cyanophytas, também
denominadas algas azuis, que requer agua, dioxido de carbono, energia luminosa e nutrientes
inorganicos para seu crescimento (RADMER; PARKER, 1994; WOOD; TOERIEN, 1991). Sua
biomassa possui entre 50 e 70 % de proteinas, é fonte de vitaminas, minerais, acidos graxos,
apresentando potencial para extracao de compostos com valor agregado (BELAY; HOUSTON,
2002; MORAIS et al., 2009). Efeitos favoraveis a salde estdo associados as proteinas,
hidrolisados proteicos e/ou peptideos obtidos dessa microalga (SAMARAKOON; JEON,
2012).

Peptideos com atividade bioldgica, especialmente atividade antioxidante, vem
sendo estudados, a fim de conferirem inibicdo de radicais livres no organismo e para
substituirem aditivos alimentares sintéticos, como BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) e o
BHT (2,6-diterc-butil-p-creso) (FARVIN et al., 2016; WANG et al., 2014). Eles podem ser
obtidos de proteinas microalgais, que sdo fontes alternativas para obtencdo de peptideos
bioativos, pois sdo micro-organismos autotroficos que ndo competem com solos destinados a
producéo de alimentos, apresentam altas taxas de crescimento celular, com requerimentos de
baixo custo (CHRONAKIS; MADSEN, 2011).

A hidrolise enzimatica das proteinas de Spirulina produz peptideos com atividade
antioxidante (LISBOA; PEREIRA; COSTA, 2016), porém pouco se sabe sobre a influéncia dos
métodos de processamento, armazenamento de alimentos e condi¢bes do trato digestivo na
atividade bioativa de hidrolisados proteicos e peptideos de Spirulina. Para aplicar esses
compostos em alimentos a fim de produzir alimentos é necessario que sejam estaveis ao
processamento de alimentos, como tratamento térmico, pH, intera¢cdo com outros componentes,
e biodisponiveis no organismo (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011).

Estratégias de encapsulamento vém sendo empregadas pois sdo capazes de
aumentar a estabilidade de substdncias ativas e permitem sua liberacdo controlada
(EZHILARASI et al., 2013). A encapsulagdo é um processo de revestir substancias (composto
ativo) dentro de uma ou mais classes de materiais de parede para produzir particulas em escala
micrometrica (microencapsulagao), nanométrica (nanoencapsulagdo) ou milimétrica (LAKKIS,
2007).

Entre as técnicas existentes de encapsulacdo, a secagem por atomizacao é a menos

onerosa e mais usualmente utilizada na industria de alimentos (NEDOVIC et al., 2011). Além
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disso, € um processo semi-continuo de facil operacdo e escalonamento, pode ser utilizado para
substancias sensiveis ao calor com baixo risco de degradacao e para substancias hidrofilicas ou
lipofilicas (ARPAGAUS et al., 2017). O encapsulamento por atomizacgéo consiste na disperséo
de um polimero carreador em uma solucdo, que é atomizada em pequenas gotas, o solvente é
evaporado utilizando um fluido de aquecimento e as particulas solidas resultantes sao recolhidas
como um po seco (FANG; BHANDARI, 2012). A secagem por atomizacao pode ser realizada
em nanospray dryer, um equipamento em que pequenas goticulas sdo produzidas por um
atuador piezoelétrico e as particulas sdo coletadas eletrostaticamente (ARPAGAUS et al.,
2017).

Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, e
diversos grupos ativos disponiveis para interagir com moléculas alvo, a gelatina vem sendo
amplamente estudada como carreadores de compostos ativos nas Ultimas décadas
(ELZOGHBY, 2013). Gelatina € um polimero capaz de formar hidrogel, obtido de fontes
naturais, comercialmente disponivel a baixo custo e amplamente utilizado para conferir textura
em alimentos (RAJABI et al., 2015; SCHRIEBER; GAREIS, 2007; WANG et a., 2012). Nesse
contexto, além de ser utilizada para conferir textura, a gelatina tem sido estudada como material
de parede para liberar de forma controlada e aumentar a estabilidade desses compostos
(GOMEZ-MASCARAQUE; LAGARON E; LOPEZ-RUBIO, 2015; HORUZ; BELIBAGLI,
2018; SILVA et al., 2018).

A adicdo de hidrolisados proteicos de Spirulina com atividade antioxidante em
alimentos pode ser uma estratégia interessante para atender a busca por alimentos que
proporcionem beneficios a salde. Sobremesas a base de gelatina possuem entre 1 a 3 % de
gelatina, aglcares, corantes, saborizantes e alguns aditivos (ZHOU e REGESTEIN, 2007).
Esses alimentos sdo candidatos adequados a fortificacdo com agentes bioativos e estdo entre as
sobremesas de elevada aceitacdo por criancas e adolescentes e além disso, sdo alimentos
amplamente consumidos e de facil preparo (BARBOSA et al.,, 2013; KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2015).

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da FURG estuda o cultivo de
microalgas desde 1996, objetivando otimizar a producdo de biomassa destes micro-organismos
para extracdo de varios compostos como acidos graxos, ficocianina e polimeros, bem como
para formulacdo de produtos alimenticios enriquecidos de Spirulina, producdo de
biocombustiveis e fixagdo de CO>. A partir de 2009, a biomassa de microalgas comegou a ser
estudada quanto a hidrolise das proteinas abrangendo diversos objetivos, entre eles o estudo de
diferentes enzimas, para obtencdo de hidrolisados proteicos com elevada digestibilidade, maior
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capacidade de retencdo de agua, solubilidade e atividade antioxidante (LISBOA, 2013). Em
2014, as proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foram concentradas, isoladas e
hidrolisadas, sugerindo a aplicacdo destes em alimentos funcionais (PEREIRA, 2016). A
nanotecnologia vem sendo aplicada aos compostos obtidos das microalgas estudadas no
laboratério e pode agregar ainda mais valor aos hidrolisados proteicos contendo peptideos
bioativos por encapsulamento.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18 com elevada atividade
antioxidante e avaliar a estabilidade dessa atividade com e sem encapsulamento por atomizagéo

a fim de aplicar em um alimento de elevado consumo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter hidrolisados proteicos com atividade antioxidante por hidrolise enzimatica de
proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18;

o Encapsular os hidrolisados proteicos com gelatina por spray drying e nanospray drying;
o Verificar a estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos livres, bem
como encapsulados, frente a condigdes de processamento, armazenamento de alimentos e apos
digestdo in vitro;

o Incorporar hidrolisado proteico encapsulado em sobremesa de gelatina sabor liméo.






CAPITULO 1






31

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 COMPOSTOS BIOATIVOS EM ALIMENTOS

O interesse dos consumidores na prevencdo de problemas de satde, 0 aumento do
custo dos cuidados com a satde, 0 aumento da expectativa de vida e o desejo por melhorar a
qualidade de vida tem motivado a busca por alimentos com propriedades funcionais
(BIGLIARDI; GALATI, 2013; BOGUE; COLLINS; TROY, 2016). Nesse contexto, 0s
compostos bioativos despertam a atencdo de pesquisadores devido as suas propriedades
funcionais como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anti-carcinogénica e antimicrobiana
(GIACONIA et al., 2020).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define substancias
bioativas com alegac¢éo de propriedade funcional e/ou de salide como nutrientes e nao nutrientes
gue possuem acao metabdlica ou fisiologica especifica e classifica essas substancias bioativas
em carotenoides, fitoesterois, flavonoides, fosfolipideos, organosulfurados, polifenois e
probidticos (BRASIL, 2002). Segundo a ANVISA, a alegacdo de propriedade funcional dos
alimentos refere-se ao papel metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano
(BRASIL, 1999b). O Ministério da Saude e Bem-estar do Japdo divide os compostos biotivos
com alegacdo de propriedades de satde em fibras dietéticas, oligossacarideos, aminoacidos,
peptideos e proteinas, glicosideos, isoprenos e vitaminas, bactérias &cido laticas, acidos graxos
poli-insaturados minerais e outros (fitoquimicos e antioxidantes) (GOLDBERG, 1994).

Muitos desses compostos bioativos vém sendo identificados e extraidos de diversas
fontes para aplicagcdo em alimentos. Alguns exemplos de alimentos adicionados de compostos
bioativos sdo: suco de laranja adicionado de &cidos graxos poli-insaturados encapsulados
(MARSANASCO et al., 2015); iogurte adicionado de vitamina D (JAFARI; VAKILI;
DEHNAD, 2019) e acido linolénico (NIEUWENHOVE et al., 2019).

Compostos bioativos de fonte microalgal vem sendo estudados pois microalgas séo
micro-organismos autotréficos que ndo competem com solos destinados a producgédo de
alimentos, apresentam altas taxas de crescimento celular, com requerimentos de baixo custo
(CHRONAKIS; MADSEN, 2011). Os principais géneros de microalgas estudados por
possuirem compostos bioativos sd@o Chlorella (SIKIRU et al., 2019), Dunaliella (ZAMANI;
RASTEGARI; VARAMINI, 2019), Tetraselmis, Nannochloropsis (LAFARGA et al., 2019b),
Haematococcus (MACHADO et al., 2016), Spirulina (PEREIRA et al., 2019), entre outros.
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3.2 Spirulina

A microalga Spirulina é uma cianobactéria pertencente ao grupo das Cyanophytas,
também denominadas algas azuis. Sua organizacdo celular é procariotica, filamentosa, que
forma tricomas cilindricos, e se dispde na forma espiralada (VONSHAK, 1997). Além de &gua,
requer dioxido de carbono, energia luminosa e nutrientes inorganicos para 0 crescimento
(RADMER; PARKER, 1994; WOOD; TOERIEN, 1991).

A biomassa de Spirulina é constituida em cerca de 50 e 70% m m™ de proteinas
(BELAY; HOUSTON, 2002; MORAIS et al., 2009). As proteinas presentes em sua biomassa
sdo, principalmente, ficobiliproteinas. As ficobiliproteinas aumentam o espectro de captacédo de
luz pela fotossintese, mas também possuem uma importante funcdo de atuar como reserva de
nitrogénio. Elas sdo classificadas em trés grandes grupos: ficoeritrina, aloficocianina e
ficocianina (SANTIAGO-SANTOS et al., 2004), sendo a ficocianina a proteina majoritaria
(PATIL; RAGHAVARAO, 2007). Fazem parte dessas proteinas todos 0s aminoacidos
essenciais (leucina, isoleusina, lisina, metionina, treonina, triptofano, fenilalanina e valina), que
representam 47 % do seu peso total seco de suas proteinas (DILLON; PHUN; DUBACQ, 1995).

Devido ao seu elevado valor nutritivo, diversos estudos estdo direcionados a
avaliacdo dos beneficios a satide proporcionados pela ingestao de biomassa de Spirulina (ADEL
et al., 2016; TEIMOURI; AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013) e a producdo de biomassa
visando aplicacdo em alimentos (COCA et al., 2015; SANTOS et al., 2016a). Efeitos bioativos,
como atividade antioxidante de compostos presentes na biomassa (EL-TANTAWY, 2015)
dessa microalga, em especial de peptideos (LISBOA; PEREIRA; COSTA, 2016; MINIC et al.,
2016) tem despertado atengdo dos pesquisadores para aplicacdo em alimentos.

Desde 1981 a microalga Spirulina foi legalmente aceita pelo FDA (Food Drug
Administration) como sendo fonte de proteinas, vitaminas e minerais, podendo ser
comercializada como alimento ou complemento alimentar (FOX, 1996). No mercado, €
possivel encontrar sua biomassa na forma de tablets, capsulas, em p6 ou na forma liquida.
Estima-se que a produ¢do mundial de Spirulina ultrapasse 5000 toneladas (massa seca) por ano
(BOROWITZKA, 2013). Estudos foram realizados a fim de incluir a biomassa em formulacGes
de pdo (FIGUEIRA et al., 2011; MARCO et al., 2014), massas ( FRADINHO et al., 2020;
FRADIQUE et al., 2010; MARCO et al., 2014), pudins (GOUVEIA et al., 2008), biscoitos
(BATISTA et al., 2017; MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006), leites fermentados
(BEHESHTIPOUR et al., 2013), shake (SANTOS et al., 2016b), sopas (LAFARGA et al.,
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2019a), snacks (LUCAS et al., 2018), shakes substitutos de refeicdo e hipercal6ricos para
suplementacdo alimentar de atletas (FREITAS et al., 2019), repositor hidroeletrolitico,
recuperador muscular e potencializador muscular (CARVALHO et al., 2016, 2017), iogurte
liofilizado (YAMAGUCHI et al., 2019), entre outros.

3.3 HIDROLISADOS PROTEICOS E PEPTIDEOS BIOATIVOS EM ALIMENTOS

Hidrolisados proteicos sdo constituidos de peptideos e aminoacidos livres que
podem ser obtidos a partir de hidrolise quimica, enzimatica ou por fermentacdo, sendo que a
hidrélise enzimética é a mais utilizada para obtencéo de peptideos bioativos. A especificidade
da enzima proteolitica afeta 0 tamanho, a quantidade, a composicao de peptideos e aminoacidos
livres e sua sequéncia, que por sua vez influencia a atividade bioativa dos peptideos gerados
(CHEN; MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995).

A hidrélise enzimatica de proteinas resulta em diminuicdo da massa molecular,
aumento do numero de grupos ionizaveis e exposicdo de grupos hidrofébicos protegidos na
estrutura original da proteina (ROMAN; SGARBIERI, 2005). Isto proporciona tanto melhora
das propriedades funcionais em sistemas alimenticios (YADA, 2004), quanto nutricionais
(ALMEIDA etal., 2015), incluindo a liberacao de peptideos bioativos, que podem ser utilizados
em alimentos (JAMDAR et al., 2010; UDENIGWE; ALUKO, 2012).

As aplicacBes de hidrolisados proteicos em alimentos para fins especiais incluem
suplementacdo dietética de idosos (PENNINGS et al., 2011), de criancas que apresentam
alergia a proteina intacta, intolerancias alimentares (PENTERICH et al., 2010) ou erro inato de
metabolismo, como a fenilcetondria (BIZZOTO et al., 2006). Outros exemplos de aplicacdo
sdo dietas para controle de peso (AIHARA; OSAKA; YOSHIDA, 2014; LILLEFOSSE et al.,
2013) e nutricdio de esportistas (DECOMBAZ, 2004; MOBLEY et al., 2015). Dois novos
alimentos, paté enlatado e refeicdo congelada, foram desenvolvidos com adigédo de hidrolisado
proteico de pepino do mar por possuir atividade antioxidante e anti-hipertensiva (GARCIA et
al., 2019).

Peptideos bioativos sdo sequéncias de aminoacidos que apresentam bioatividade,
purificados a partir dos hidrolisados proteicos, proporcionando beneficios a saide (SARMADI;
ISMAIL, 2010). Geralmente possuem entre 3 a 20 aminoacidos, que precisam ser liberados a
partir da hidrdlise da estrutura original de uma proteina para exercerem atividade bioldgica,
dependendo da composicéo e sequéncia de aminoacidos (PIHLANTO-LEPPALA, 2000).
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Peptideos com atividade antioxidante vem sendo obtidos a partir de hidrolisados
proteicos de diversas proteinas alimenticias como de soja (CASTRO; SATO, 2014), milho
(WANG etal., 2014), caseina (XIE et al., 2014), soro de leite (KONG et al., 2012), gelatina (LI
et al., 2013), pescado (DE QUADROS et al., 2019; LIMA et al., 2019), entre outros. Proteinas
de fontes microalgais tém se mostrado promissoras para obtencao de peptideos com atividade
biol6gica em alternativa as fontes convencionais de alimentos (PEREIRA, 2016).

3.4 PEPTIDEOS BIOATIVOS DE MICROALGAS

As proteinas de fontes microalgais vém sendo hidrolisadas para obtengdo de
compostos que apresentam beneficios a saude. Sheih, Fang e Wu (2009) hidrolisaram a
biomassa da microalga Chlorella vulgaris com pepsina e obtiveram um peptideo, constituido
de 11 aminodcidos, capaz de inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA), importante
para o tratamento de hipertensdo arterial. A atividade desse peptideo foi estavel em faixa de pH
de 2 a 10, em temperaturas de 40 a 100 °C e ap0s digestdo in vitro. Em outro estudo, esse
peptideo purificado de hidrolisado proteico de Chlorella vulgaris apresentou inibi¢do de uma
variedade de radicais livres, incluindo radical hidroxil, superéxido e radical peroxil, que de
acordo com os autores, permaneceu apés digestdo in vitro (SHEIH; WU; FANG, 2009).

Peptideos com atividade inibidora de ECA foram encontrados em proteinas
hidrolisadas de e Chlorella ellipsoidea (KO et al., 2012) e Spirulina platensis (PAN et al.,
2015). Nesses estudos, houve diminuicdo da pressdo arterial de ratos alimentados com 10 mg
kg ! desses peptideos. Peptideos com atividade inibidora de ECA também foram produzidos
da hidrélise enzimatica de proteinas de Nannochloropsis oculata (SAMARAKOON et al.,
2013). Os peptideos purificados deste estudo ndo apresentaram citotoxicidade em células
endoteliais humanas, e 0s autores sugeriram que esses peptideos apresentam potencial aplicacdo
no desenvolvimento de nutracéuticos e suplementos contra hipertensdo ou outras doencas
cardiovasculares.

Vo, Ryu e Kim (2013) purificaram peptideos obtidos através de hidrélise da
biomassa de Spirulina maxima com enzimas digestivas tripsina, quimotripsina e tirosina. Os
peptideos obtidos apresentaram acdo anti-inflamatéria e ndo apresentaram citotoxicidade em
ceélulas endoteliais e mastdcitos. Sheih et al. (2010) foram os primeiros pesquisadores a estudar
a acdo anticancerigena de peptideos de microalgas e segundo esses autores, o efeito dos
peptideos da microalga Chlorella vulgaris na inibi¢do e parada do ciclo de células cancerigenas

é maior do que o de peptideos de soja, pescado, leite e carne bovina.
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Peptideos com atividade antioxidante de Chlorella ellipsoidea foram purificados,
tendo sua atividade antioxidante avaliada in vitro (sequestro de radicais peroxido e hidroxila) e
in vivo através da utilizacdo de células danificadas pela inducédo de radicais livres (KO; KIM;
JEON, 2012). Lisboa, Pereira e Costa (2016) estudaram a hidrolise enzimética da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 para obtencgdo de peptideos antioxidantes. Nesse estudo, foi realizado um
planejamento composto central para avaliar a melhor concentragdo de substrato e tempo de

reacao para obtencdo do maior grau de hidrélise das proteinas.

3.5 ENCAPSULAMENTO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

A fim de aumentar a estabilidade de compostos bioativos, tais como peptideos,
técnicas de encapsulamento vém sendo empregadas. Ao aplicar esses compostos em produtos
alimenticios, sua bioatividade pode ser afetada pelo processamento, incluindo mudanga de pH,
tratamento térmico, alta pressdo, processos de separacao por membrana, e por interacbes com
outros componentes da matriz alimenticia (KETNAWA et al., 2017).

Encapsulamento € um processo em que a substancia ativa é envolvida em um
material de parede, produzindo particulas na escala nanométrica (nanoencapsulagdo),
micrométrica (microencapsulacdo) ou escala milimétrica (BURGAIN et al., 2011). A
substancia encapsulada (composto ativo), pode ser chamada de ndcleo, preenchimento, fase
ativa, interna ou fase de carga util. A substancia que encapsula o agente ativo é chamada de
revestimento, membrana, casca, capsula, carreador, material de parede, fase ou matriz externa
(FANG; BHANDARI, 2010).

De acordo com o modo de protecdo do nucleo, as particulas formadas pelo
encapsulamento sdo classificadas em sistemas reservatorios (capsulas) e sistemas matriciais
(esferas). A diferenca entre estes dois sistemas se encontra na localizacdo do nucleo. Em
capsulas o nucleo se encontra envolto e circundado por um filme definido e continuo do
material de parede e em esferas o nucleo é uniformemente disperso em uma matriz solida.

O encapsulamento de ativos tem sido muito utilizado com a finalidade de se
aumentar a estabilidade, eficacia, além de reduzir efeitos colaterais no caso de medicamentos
(EZHILARASI et al., 2013). Dentre os principais métodos de encapsulamento destacam-se 0s
por emuls&o e por secagem.

Os métodos baseados na emulsdo podem ser divididos em: remocgéo de solvente;

revestimento multicamada; e polimerizacdo (KAKRAN; ANTIPINA, 2014). Estas técnicas séo
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mais utilizadas para encapsular compostos bioativos lipofilicos, como B-caroteno e acidos
graxos essenciais (HOLKEM et al., 2015).

As técnicas de secagem para producdo de encapsulados podem ser realizadas por
sublimacéo (liofilizacdo) e atomizacgéo (spray drying ou nebulizacdo) (EZHILARASI et al.,
2013). Essas técnicas, principalmente as de secagem por atomizacdo, s&do comumente aplicadas
na preparagdo de ingredientes alimenticios e no encapsulamento de nutracéuticos devido a
vantagens proeminentes na disponibilidade de equipamentos, alta estabilidade, pequena massa
e volume do produto formado, consequentemente reduzido espaco de armazenamento e custos
com transporte (FANG; BHANDARI, 2012).

Para ambos os métodos, a nanotecnologia vem sendo estudada, para obtencédo de
nanocapsulas ou nanoesferas. Ao reduzir o tamanho de particula, a nanotecnologia pode
contribuir nas propriedades de compostos bioativos, tais como liberagdo controlada,
solubilidade, maior tempo de residéncia no trato gastrointestinal e maior eficiéncia na absorgéo
pelas células (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006), além de protegé-los das

interagdes com outros ingredientes (DONSI et al., 2011).

3.5.1 Spraydrying

Spray drying € uma técnica que vem sendo utilizada para produzir micro e
nanoparticulas com compostos bioativos encapsulados (SOSNIK; SEREMETA, 2015). Por esta
técnica, os materiais ativos podem ser encapsulados através da dispersdao em uma solucédo de
polimero carreador, que é atomizada em pequenas gotas. O solvente é evaporado utilizando um
fluido de aquecimento e as particulas sélidas resultantes sdo recolhidas como um p6 seco
(FANG; BHANDARI, 2012).

A alimentacdo é realizada por uma bomba peristéltica, que leva a solu¢éo contendo
0 material de parede e 0o composto ativo até o bico atomizador. O bico atomizador produz
pequenas goticulas que séo direcionadas para a cdmara de secagem. Simultaneamente, o ar de
secagem € direcionado para a camara de secagem paralelamente ao fluxo das goticulas
atomizadas. Dentro desta cdmara, as goticulas atomizadas sdo secas em poucos segundos
devido ao contato com o ar aquecido e caem no fundo da camara. As particulas geradas sdo
direcionadas para o ciclone, que € conectado a um exaustor. O ar de secagem é encaminhado a
um filtro a fim de separar particulas muito finas e, em seguida, removido do spray dryer pelo
exaustor (Figura 1) (ASSADPOUR; JAFARI, 2019).
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Figura 1 — Esquema de funcionamento de Spray dryer.
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Fonte: adaptado de (ASSADPOUR; JAFARI, 2019).

Solucdes aquosas podem ser utilizadas no processo, no entanto, a temperatura para
eliminar a agua do polimero de revestimento deve ser considerada pois temperaturas
relativamente elevadas podem afetar a estabilidade do composto ativo (PEREZ-MASIA et al.,
2015). Compostos bioativos como antocianinas (FLORES; SINGH; KONG, 2014), vitaminas
(PEREZ-MASIA et al., 2015), probidticos (MACIEL et al., 2014), peptideos (AKBARBAGLU
etal., 2019) e enzimas (AMARA et al., 2016) vem sendo encapsulados através de secagem por
atomizacéo, a fim de serem empregados em alimentos.

Hidrolisados proteicos de caseina foram encapsulados em spray dryer com
maltodextrina a fim de mascarar o sabor amargo dos hidrolisados e diminuir sua
higroscopicidade para aplicagdo em barras proteicas. A analise sensorial do produto elaborado
indicou diminuicédo de sabor amargo em relacdo ao produto adicionado de hidrolisado proteico
de caseina livre (ROCHA et al., 2009). Nos estudos de Sarabandi et al. (2018), hidrolisados
proteicos de mesma origem mantiveram a atividade antioxidante, avaliada por diferentes

métodos, apos 0 encapsulamento por spray drying.



Quadro 1 — Paradmetros e principais resultados de estudos de encapsulamento de compostos ativos por atomizacao.

Composto ativo

Material de parede

Condicdes de secagem

Resultado

Referéncia

Hidrolisado proteico
de farinha de linhaca

Maltodextrina (1:1; 2:1;
3:1 m mmaterial de
parede:composto ativo)

g do atomizador: 0,7 mm;
alimentagdo: 5 mL min; vazéo ar
comprimido: 0,54 m® h'?;
temperatura entrada: 130 °C

-Rendimento: 46,5 % (3:1);
-Tamanho: aumentou com
aumento da proporgéo material
de parede:composto ativo

Akbarbaglu et al.
(2019)

Hidrolisado proteico
de caseina

Matodextrina (90:10
material de parede:
composto ativo)

Alimentacdo: 3,6 L h; vazdo ar
comprimido: 50 L min;
temperatura 140 °C entrada e
110°C saida; sélidos totais: 30 %

Tamanho: 0,1 — 100 pum

Rocha et al.
(2009)

Hidrolisado proteico
de caseina

Matodextrina (60:40
material de parede:
composto ativo)

g do atomizador: 0,5 mm;
alimentagdo 5 mL min; vazdo ar
comprimido: 0,54 m3 h';
temperatura: 130°C na entrada e
70°C na saida; solidos totais: 10 %

-Manutencéo da atividade
antioxidante apos
encapsulamento

Sarabandi et al.
(2018)

Hidrolisado proteico
de soro de leite (30%
em relagdo ao material
de parede)

Gelatina

g do atomizador: 7 pum;
temperatura de entrada 90°C; fluxo
ar de secagem 150 L min'*; s6lidos

totais: 10 %

Tamanho: 0,6 pm

Gbémez-
Mascaraque et al
(2016a)

Acido félico (1,5 %
m.m™)

Soro de leite
concentrado e amido
resistente

@ do atomizador: 7 um; fluxo de ar:
140 L h'; Temperatura entrada 90
°C; solidos totais: 0,4 %

-Eficiéncia de encapsulamento:

aproximadamente 50 % com
amido resistente e 80 % com
soro de leite;
-Tamanho: 0,5 —4,5 um

Pérez-Masié et al.

(2015)

Hidrolisado proteico

1 em relagdo aos
solidos totais)

de caseina (20 % m m"

Isolado proteico de soja
e gelatina tipo B (20 %
mv?)

@ do atomizador: 0,5 mm;
alimentagdo 3,6 L h'; vazdo ar
comprimido: 50 L min;
temperatura: 140°C na entrada e
70°C na saida; solidos totais: 20 %

Tamanho: 10 — 17 um

Favaro-Trindade

et al. (2010)

g:diametro.
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Akbarbaglu et al. (2019) investigaram a influéncia da encapsulacdo por spray
drying de hidrolisados proteicos de farinha de linhacga utilizando trés diferentes enzimas e
proporcbes de material de parede, nas propriedades fisicas, na retencdo da atividade
antioxidante, estrutura quimica e morfologia das particulas geradas. A encapsulacdo foi
eficiente para reter a atividade antioxidante dos hidrolisados, especialmente quando utilizada a
proporcdo 3:1 (material de parede: hidrolisado proteico). Mais detalhes desses estudos estéo
descritos no Quadro 1.

O maior desafio durante o encapsulamento por spray drying é a obtencéo de alto
rendimento em produto com elevada eficiéncia de encapsulagdo. Uma inovagcdo ao
encapsulamento através de secagem por atomizacdo foi o desenvolvimento do secador por
nanospray (nanospray dryer), que opera com alguns principios diferentes do spray dryer
convencional (ASSADPOUR; JAFARI, 2019).

3.5.2 Nanospray drying

A companhia sueca Buchi introduziu o primeiro nanospray dryer (Blchi, B-90,
Suica), baseado em um novo conceito de secagem por atomizacao que envolve a producao de
particulas em escala submicrométrica a partir de uma solucao, nanoemulsdo ou nano-suspensao.
Sua inovacao tecnoldgica esta no fluxo laminar de ar de secagem, na tecnologia de pulverizacéo
de malha vibratéria para formar goticulas finas e no coletor eletrostatico altamente eficiente
para coletar nanoparticulas (ARPAGAUS et al., 2017).

Uma bomba peristaltica com velocidade varidvel circula o fluido uniformemente
do reservatdrio para o atomizador, que passa para a malha de pulverizagdo no bocal do
atomizador e volta para o reservatorio. Este modo de circulacdo permite uma atomizacgédo
eficiente e continua. A malha de pulverizacdo vibra a uma frequéncia ultrassonica de cerca de
60 kHz pela acdo do atuador piezoelétrico presente no bocal do atomizador. A vibracgao rapida
faz com que cada orificio atue como uma microbomba que suga o fluido através dos orificios
para formar goticulas de tamanho idéntico. Milhdes de goticulas de tamanho preciso com
distribuicéo estreita de tamanhos sdo produzidas a cada segundo. O tamanho da gota depende
do tamanho do poro da malha e das propriedades fisico-quimicas do fluido, como viscosidade
e tensdo superficial (ARPAGAUS et al., 2017; BURKI et al., 2011).

As goticulas de aerossol geradas sao langadas da parte superior do nanospray dryer
na mesma direcdo descendente do fluxo laminar de ar de secagem. A configuragéo vertical do

equipamento guia as particulas em diregé@o ao coletor eletrostatico, minimizando a adesdo das
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particulas as paredes laterais da cAmara de secagem, resultando em alta eficiéncia de coleta
(ARPAGAUS et al., 2017).

Figura 2 — Esquema de funcionamento do Nanospray dryer B-90.

a T, J T 0 — Alimentagfio
T — —  Ar de secagem (frio)
‘ l —‘ul —> Ar de secagem (quente)
\ . Produto
> Bomba
0_‘ & Aspirador
v l ®  Serpentina de aquecimento
Filtro
o_ﬂ —1 © Entrada ar de secagem
D i © Bocal
lEE l © Camara de secagem
s T: © Eletrodo coletor
g — © Eletrodo de descarga
b Bocal atomizador
Fluido Orificio
H [ ] ) A [ glj
) “—— Bico atomizador .Atua(!m: ' < >
® piezoelétrico —¥
. OOO e Vibragéo de alta (|>—
Fluido e o ‘4 ‘ frequéncia Goticula
Bico atomizador 1% Puxar Soltar
et ot risido |
) &) B3 0T T NI e )
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O =

negativos
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purificado transversal
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(a) Esquema de principios técnicos do nanospray dryer; (b) Geragdo de goticulas por tecnologia de malha
vibratdria (c) Principios técnicos do coletor eletrostatico de particulas. Fonte: adaptado de (ARPAGAUS et
al., 2017).

O mecanismo de coleta das goticulas geradas no nanospray dryer é baseado na
carga eletrostatica, que ao contrario do spray dryer convencional, independe da massa das

particulas (LEE et al., 2011). Um campo elétrico de aproximadamente 15 kV é formado entre
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o eletrodo de descarga (eletrodo central) e o eletrodo cilindrico coletor. A medida que a
diferenca de potencial elétrico aumenta, o ar proximo as pontas dos eletrodos centrais comeca
a se ionizar. Os ions se aderem as particulas suspensas no ar de secagem, conferindo-lhes uma
polaridade negativa. As particulas sofrem uma deflexdo em direcdo ao eletrodo coletor com
carga positiva, onde elas se aderem e formam uma camada de particulas. Ao entrar em contato
com o eletrodo coletor, a carga das particulas € dissipada e o ar de secagem sai do coletor de
forma purificada (Figura 2) (MIZUNO, 2000).

Muitos estudos tém usado essa tecnologia para encapsular farmacos, porém a
aplicacdo dessa tecnologia em alimentos é pouco explorada (ASSADPOUR; JAFARI, 2019).
Em funcdo das caracteristicas de secagem, o encapsulamento por nanospray drying é uma
tecnologia adequada para produtos sensiveis ao calor, pois apresenta baixo risco de degradacgéo
ou perda de atividade (ARPAGAUS et al., 2017) e devido a isso, existem algumas pesquisas
quanto ao  encapsulamento de Oleos  essenciais (REDDY; ISHWARYA,;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2019), vitaminas (PEREZ-MASIA et al., 2015) e
hidrolisados proteicos (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2016a) objetivando a aplicacdo em
alimentos.

A secagem por atomizacdo em nanospray dryer foi utilizada para encapsular
hidrolisado proteico de soro de leite com quitosana e gelatina como material de parede. Os
hidrolisados proteicos livres e encapsulados foram adicionados em leite para producdo de
iogurte. O encapsulamento do hidrolisado proteico foi capaz de proteger os peptideos apés
digestdo gastrointestinal simulada e apos fermentaco acido latica (GOMEZ-MASCARAQUE
etal., 2016a).

Diversos fatores podem estar envolvidos no encapsulamento de hidrolisados
proteicos e peptideos de fontes alimenticias, porém existem poucos estudos quanto ao
encapsulamento desses compostos (MOHAN et al., 2015), especialmente de microalgas.
Portanto, o estudo de diferentes técnicas de encapsulacdo, buscando a estabilidade e a
biodisponibilidade de peptideos derivados de microalgas torna-se um desafio de pesquisa para

aplicacdo em alimentos.
3.6 MATERIAIS DE REVESTIMENTO
A estabilidade e biodisponibilidade do produto formado depende diretamente da

escolha do material de revestimento. Este deve possuir algumas caracteristicas como: boas

propriedades reoldgicas em elevada concentracao; ser de facil manipulacao; ter capacidade de
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dispersar ou emulsionar o composto ativo e estabilizar a emuls&o produzida; ndo ser reativo
quimicamente com o nucleo ativo a ser encapsulado durante o processamento; ter capacidade
de envolver e manter o composto ativo dentro de sua estrutura durante o processamento ou
armazenamento; ter capacidade de desprender completamente os solventes ou outros materiais
utilizados durante o processo de encapsulamento sob condigdes de secagem ou outros processos
de dessolvatacgdo; ter habilidade de fornecer protecdo méxima para 0 composto ativo contra as
condi¢des ambientais (oxigénio, luz, calor, umidade) (DESAI; PARK, 2005).

Os materiais que sdo estudados e utilizados podem ser divididos em polimeros
sintéticos e polimeros naturais, como carboidratos, proteinas e lipideos, porém carboidratos e
proteinas sdo mais usualmente utilizados para encapsular substancias mediante secagem por
atomizacdo (MOHAN et al., 2015). Entre os polimeros sintéticos, os homo e copolimeros de
lactato e glicolato, podem ser usados no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para
encapsulacdo e liberacdo controlada de compostos bioativos, com a vantagem de serem
biodegradaveis (ESFANJANI; JAFARI, 2016). Porém, apresentam a desvantagem de serem de
fontes ndo naturais, o que tem levado alguns pesquisadores a utilizd-los em blendas com
polimeros naturais, melhorando suas propriedades (SIONKOWSKA, 2011).

Entre os carboidratos, os polissacarideos mais utilizados para encapsulacdo sdo
amido (LI et al., 2016), quitosana (TYLINGO; MANIA; SZWACKI, 2016), alginatos (SAEZ
et al., 2015), celulose (GALLARDO et al., 2013) e dextrinas (RAJABI et al., 2015). De forma
geral, os hidrocoloides (polimeros de carboidratos) podem ser processados em solugdes aquosas
ao mesmo tempo que evitam a ruptura de particulas quando submetidas a determinadas
condicdes (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2014).

Proteinas vém sendo utilizadas para encapsulamento de compostos ativos, entre elas
estdo proteinas do soro de leite (ESFANJANI et al., 2015; FLORES; SINGH; KONG, 2014),
proteinas de soja (NESTERENKO et al., 2014), albumina (SHAHGHOLIAN; RAJABZADEH,
2016), gelatina (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2016b), zeina de milho (XUE et al., 2013) e
caseinatos (WANG et al., 2017). A principal razdo em que proteinas sdo utilizadas como
revestimento de biocompostos se deve a habilidade de formar géis, desta forma, conseguem
interagir e proteger uma ampla gama de compostos ativos através de seus grupos funcionais
(CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006).

Entre as proteinas estudadas para o encapsulamento de substéancias ativas, a gelatina
é um polimero biodegradavel capaz de formar hidrogel, obtido de fontes naturais,

comercialmente disponivel a baixo custo, que pode ser utilizado em alimentos (SCHRIEBER,;
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GAREIS, 2007). A gelatina vem sendo empregada para aumentar a estabilidade de substancias
ativas (RAJABI et al., 2015).

3.6.1 Gelatina como material de revestimento

Gelatina é produzida a partir da hidrolise parcial acida ou alcalina de colageno de
peles e tecidos 0sseos de animais. Gelatinas obtidas por hidrélise &cida sdo conhecidas como
gelatina do tipo A, enquanto que gelatinas obtidas por hidrdlise alcalina sdo denominadas de
gelatina do tipo B (ALl et al., 2019).

A gelatina € um dos biopolimeros mais versateis utilizado para as mais diversas
aplicacbes em alimentos, farmacos, cosméticos, entre outros (HAUG; DRAGET, 2011).
Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, e diversos
grupos ativos disponiveis para interagir com moléculas alvo, a gelatina vem sendo amplamente
estudada como carreadores de medicamentos, nutrientes e genes nas Ultimas décadas
(ELZOGHBY, 2013).

Nesse contexto, a gelatina tem sido estudada como material de parede para liberar
de forma controlada e aumentar a estabilidade de compostos ativos. Gelatina do tipo A foi
utilizada nos estudos de Gdmez-Mascaraque, Lagaron e Lépez-Rubio (2015) para encapsular
compostos fendlicos de cha verde. Neste estudo, foi possivel manter a atividade antioxidante
do composto fendlico quando encapsulado, o que nao foi possivel na sua forma livre. Os autores
atribuiram esse resultado a interacdo molecular entre 0 composto ativo e a gelatina.

Carotenoides extraidos de tomate foram encapsulados por processo eletrodindmico
utilizando gelatina do tipo B como material de parede (HORUZ; BELIBAGLI, 2018). Com
isso, foi possivel aumentar a estabilidade da atividade antioxidante desses compostos, alem de
torna-los soltveis em solucdes aquosas, 0 que possibilita sua incorporacdo em matrizes
alimenticias de carater aquoso, conferindo atividade antioxidante a essas.

Agentes antimicrobianos também podem ser encapsulados com gelatina. Silva et
al. (2018) encapsularam ciprofloxacino com gelatina por spray drying a fim de minimizar
efeitos colaterais da administracdo desse medicamento e aumentar sua biodisponibilidade. Com
esse processo foi possivel obter particulas entre 2 e 3 um, capazes de liberar o composto ativo
em 6 h. A secagem por atomizagéo utilizando gelatina como material de parede se tornou uma

alternativa a outros métodos de encapsulamento desses compostos.
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3.7 ADICAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM SOBREMESA A BASE DE
GELATINA

No Brasil, ndo existe legislacao especifica para sobremesas do tipo gelatina em po.
No entanto, a RDC n° 273 de 2005 define como “Misturas para o Preparo de Alimentos” os
produtos obtidos pela mistura de ingredientes, destinados ao preparo de alimentos pelo
consumidor com a adicdo de outro(s) ingrediente(s), podendo requerer aquecimento ou
cozimento (BRASIL, 2005). Os p6s para sobremesa de gelatina séo constituidos de gelatina em
po, aclcar, aromatizantes, podendo ter adi¢do de aditivos aprovados pela Resolugdo n° 388, de
05 de agosto de 1999 (BRASIL, 1999c).

O mercado mundial de gelatina movimenta certa de 2 bilhdes de ddlares por ano
(LIMA et al. 2008). No Brasil, 0 mercado de gelatinas apresenta vantagens competitivas
associadas a producdo animal e aos recursos naturais disponiveis, o que faz com que o Pais
movimente anualmente 25 mil toneladas do produto (PALAZZO, 2008).

Além do interesse em consumir alimentos que proporcionem saude, a falta de tempo
associada com o estilo de vida moderno dificulta a incorporacdo de produtos frescos na dieta
humana. Portanto, ha uma demanda crescente de produtos em pd prontos para consumo, faceis
de preparar e ingerir, e a0 mesmo tempo com alto valor nutricional e funcional (ARRIBAS et
al., 2019). Sobremesas a base de gelatina estdo entre as sobremesas de elevada aceitacdo por
criancas e adolescentes e além disso, sdo alimentos amplamente consumidos e de facil preparo
(BARBOSA etal., 2013), o que torna interessante o estudo e desenvolvimento desses alimentos
adicionados de compostos bioativos.

Compostos bioativos extraidos de erva-mate e fibras soltveis foram adicionadas
em sobremesa de gelatina sabor maca-verde para aumentar suas propriedades funcionais
(BERTE et al., 2011). Xia et al. (2018) estudaram as propriedades reoldgicas, mecanicas e
térmicas de géis de gelatina adicionadas de fibras sollveis de feijdo, e concluiram que estas
possuem potencial aplicacdo em alimentos. Devido ao elevado consumo de sobremesas de
gelatina por criangas e adolescentes, Komaiko e McClements (2015) estudaram a adic¢do de
nanoparticulas carreadoras de compostos bioativos em sobremesa comercial de gelatina sabor
morango e sabor limdo, Mani-Lopez et al. (2017) incorporaram probidticos encapsulados em

sobremesa de gelatina comercial sabor manga.
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Portanto, devido ao elevado consumo desses alimentos, pesquisas quanto a
incorporacdo de hidrolisados proteicos de Spirulina como compostos bioativos de carater

antioxidante em sobremesas a base de gelatina sdo promissoras para promocéo de satde.






CAPITULO 111
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho foi divido em 3 artigos. O primeiro artigo, “Estabilidade bioativa de
hidrolisados proteicos de fonte microalgal sob diferentes condi¢bes de processamento e
armazenamento de alimentos” foi publicado na revista Journal of Food Science and
Technology, uma revista classificada como A2 na area de Ciéncia de Alimentos, e foi citado
no restante do texto como Pereira et al. (2019). O segundo artigo intitulado “Atividade
antioxidante e propriedades fisico-quimicas de hidrolisados proteicos de Spirulina
encapsulados por Spray drying e Nanospray drying” foi submetido para a revista LWT — Food
Science and Technology (A1) e esta sob revisdo. O terceiro artigo foi intitulado “Hidrolisado
proteico de Spirulina encapsulado por nanospray drying: estabilidade e aplicacdo em gelatina

sabor limao”.

PEREIRA, A. M.; LISBOA, C. R.; SANTOS, T. D.; COSTA, J. A. V. Bioactive stability of
microalgal protein hydrolysates under food processing and storage conditions. Journal of
Food Science and Technology, v. 56, n. 10, p. 4543-4551, 2019.






ARTIGO 1
ESTABILIDADE BIOATIVA DE HIDROLISADOS PROTEICOS DE FONTE
MICROALGAL SOB DIFERENTES CONDICOES DE PROCESSAMENTO E
ARMAZENAMENTO DE ALIMENTOS






RESUMO

A estabilidade de hidrolisados proteicos antioxidantes de Spirulina sp. LEB 18 foi avaliada em
condicdes de processamento de alimentos e ap6s digestdo in vitro. Para isso, foram obtidos
hidrolisados proteicos com graus de hidrélise de 50,6 e 60 %, nos tempos de reacdo de 90 e 120
min com Protemax 580 L, respectivamente. Os resultados indicaram que a atividade
antioxidante dos hidrolisados proteicos foi mantida apds aplicacdo de tratamento térmico
(—18°C, 63 °C e 100 °C). Além disso, houve aumento, de aproximadamente 25 %, da
capacidade de inibir radical DPPH ao exp0-los em meio acidificado (pH 4 e pH 6). De modo
geral, os hidrolisados proteicos apresentaram-se biodisponiveis ap6s digestdo com pepsina e
pancreatina. Este estudo contribui para a aplicacdo de peptideos bioativos de microalgas em
alimentos funcionais, uma vez que a atividade bioldgica destes foi mantida frente a condicGes

de processamento de alimentos e de digestdo gastrointestinal.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; hidrélise enzimatica; Spirulina.
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1 INTRODUCAO

A incorporacdo de compostos bioativos em formulagdes alimenticias, a fim de
desenvolver alimentos funcionais e nutracéuticos tem chamado atencdo dos pesquisadores.
Carotenoides, acidos graxos, ficocianina e biopeptideos sdo exemplos de compostos bioativos
que proporcionam beneficios a saude (EUSSEN et al., 2011; HOLDT; KRAAN, 2011; LI-
CHAN, 2015). Eles podem ser extraidos de fontes naturais, porém, para aplica-los em
alimentos, é necessario que sejam estaveis ao processamento e biodisponiveis no organismo
(HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011).

Entre os compostos bioativos de fontes naturais, peptideos com atividade bioldgica,
especialmente atividade antioxidante, vém sendo estudados, a fim de conferirem inibicdo de
radicais livres no organismo e para substituirem conservantes alimentares sintéticos (FARVIN
et al., 2016; WANG et al., 2014). Eles podem ser obtidos da hidrdlise enzimatica de proteinas
alimenticias de fontes vegetais, como arroz (YAN et al., 2015) e amendoim (JI et al., 2014), e
de fontes animais como caseina (SHAZLY et al., 2017), coladgeno de salmdo (WU et al., 2018),
clara de ovo (LIU et al., 2015), entre outros.

Proteinas de fontes microalgais sdo alternativas para obtencdo destes compostos,
pois microalgas sdo micro-organismos autotréficos que ndo competem com solos destinados a
producdo de alimentos, apresentam altas taxas de crescimento celular, com requerimentos de
baixo custo (CHRONAKIS; MADSEN, 2011). Existem estudos de identificacdo e separacédo
de peptideos antioxidantes obtidos da hidrolise enzimatica de proteinas de microalgas tais como
Chlorella vulgaris (SHEIH et al., 2010; SHEIH; WU; FANG, 2009) e Chlorella ellipsoidea
(KO; KIM; JEON, 2012).

Spirulina é uma microalga que possui elevado teor de proteinas em sua biomassa
(50 a 70 %), é fonte de vitaminas, minerais, acidos graxos, apresentando consideravel potencial
para extracdo de biocompostos com valor agregado (BELAY; HOUSTON, 2002; MORAIS et
al., 2009). E possivel encontrar na literatura estudos que avaliam as melhores condiges de
obtencédo de hidrolisados proteicos com elevados graus de hidrdlise de proteinas de Spirulina
(LISBOA et al., 2014), que investigam a atividade antioxidante (LISBOA; PEREIRA; COSTA,
2016), anti-hipertensiva (PAN et al., 2015) e anti-aterosclerotica (VO; KIM, 2013) dos
peptideos gerados da hidrolise. Porém, ndo existem estudos sobre a influéncia dos métodos de

processamento e armazenamento de alimentos bioatividade desses peptideos de Spirulina.
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O objetivo deste trabalho foi obter hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18
contendo peptideos com elevada atividade antioxidante e verificar a estabilidade de sua

atividade bioldgica frente a condi¢Ges de processamento de alimentos e apds digestéo in vitro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A biomassa microalgal para realizacdo deste estudo foi obtida e caracterizada como
descrito previamente por Pereira, Lisboa e Costa (2018). Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al.,
2008) foi cultivada com meio Zarrouk (1966) em fotobiorreatores abertos do tipo raceway em
condicdes outdoor. A biomassa foi seca em estufa com circulacao de ar, moida em moinho de

bolas, peneirada e armazenada a —18 °C.

2.2 HIDROLISE E CINETICA ENZIMATICA

As proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foram hidrolisadas com a enzima
Protemax 580L de Bacillus licheniformis, gentilmente cedida pela Prozyn (S&o Paulo, SP,
Brasil). As reacOes enzimaticas foram realizadas em biorreator do tipo frasco agitado a
180 rpm, com 4 % m v'* de substrato e 5 U mL* de enzima, com 100 mL de volume reacional,
em tampé&o carbonato-bicarbonato de sodio 0,2 mol L2, pH 9,5, a 60 °C (LISBOA; PEREIRA,;
COSTA, 2016). Aliquotas de 1 mL de hidrolisado foram retiradas nos tempos de reacéo 0, 15,
30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 min para avaliacdo da atividade antioxidante e da massa
molecular dos peptideos gerados da hidrdlise enzimética apds inativagdo térmica da enzima a
85 °C por 5 min. Nos mesmos tempos de reacdo, 1 mL de hidrolisado proteico foi retirado e
adicionado de 9 mL de acido tricloroacético (TCA) 6,25 %, deixando-se a suspensdo em
repouso por 10 min para determinacgdo do grau de hidrolise. Os experimentos foram realizados

em duplicata e as analises em triplicata.
2.2.1 Grau de hidrolise
As proteinas soltveis em TCA foram determinadas por metodo de Lowry et al.

(1951), utilizando curva padrdo de albumina. O grau de hidrolise foi calculado conforme Hoyle

e Merritt (1994) de acordo com a equacgéo (1), em que PSo corresponde a proteina soltvel (mg
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mL1) antes da adicdo da enzima, PS; corresponde a proteina soltvel no tempo de reagéo (mg
mL1) e Pt € a quantidade de proteina total da amostra (mg mL™) determinada por micro-
Kjeldahl (AOAC, 2000).

GH (%)= 22100 (1)

total

2.2.2 Massa molecular dos peptideos

Gel de sodio dodecil sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE) 18 % foi preparado de
acordo com protocolo Tricina-SDS-PAGE de Schagger (2006) com modificacOes de Jiang et
al. (2016) para sistema de eletroforese em minigel vertical para determinar a massa molecular
aproximada dos polipeptideos obtidos pela hidrolise. Padrdo de polipeptideos de massa
molecular de 1,4 a 26,6 kDa (Bio-Rad) foi diluido (1:20) em tampéo de amostra tris-tricina,
submetido a 95 °C por 5 min e resfriado previamente a incorporacdo no gel, de acordo com
recomendacdes do fabricante. A voltagem foi ajustada a 60 V durante o inicio da corrida até as
amostras penetrarem no gel de separacdo. Em seguida, a voltagem foi ajustada em 140 V até o
final da corrida. Os fragmentos de polipeptideos foram fixados em solucdo de fixagdo (acido
acético 10 %; alcool metilico 40 %) por 30 min, e entdo colocados em solucdo corante
(coomassie blue 0,025 %; acido acético 10 %) por 1 h. A descoloracdo do gel foi realizada com

acido acético 10 %.

2.2.3 Atividade antioxidante
2.2.3.1 Capacidade de inibicdo do radical DPPH

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi
avaliada de acordo com método de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) adaptado por
Maadane et al. (2015). As amostras foram preparadas na concentragdo de 2,5 mg mL™ em &gua
destilada e colocadas durante 15 min em banho ultrassénico. Os extratos foram entdo
centrifugados por 5 min a 660 x g. Ao sobrenadante foi adicionado DPPH 0,06 mmol L em
alcool metilico. Ap6s homogeneizacdo em vortex, deixou-se a mistura em repouso a
temperatura ambiente por 60 min. A atividade antioxidante foi avaliada pela leitura da
absorbancia (abs) do radical remanescente da reacdo do DPPH com os extratos das amostras,

em espectrofotbmetro (Shimadzu, A109348, Japdo) a 515 nm, descontada da abs do branco
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(amostra e alcool metilico), em relacdo a abs do controle (dgua destilada e DPPH), conforme
equacéo (2).

CapaCldade de lnlbIQ?iO dO DPPH (%)= [1'(abSamostra'absbranco/abScontrole)]X100 (2)

2.2.3.2 Capacidade de inibicdo do radical ABTS

Os mesmos extratos utilizados para avaliacdo da inibicdo do radical DPPH foram
utilizados. Os extratos foram adicionados do radical ABTS (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico)) em agitador de tubos (vortex). Apos repouso de 6 min, a leitura da abs em
espectrofotdmetro a 734 nm foi realizada (RE et al., 1999). O célculo da atividade antioxidante
foi realizado de acordo com a equagéo (3), em que a abs do branco refere-se a leitura da abs da
mistura de amostra e alcool etilico e a abs do controle refere-se a mistura de agua destilada e
solucdo de ABTS.

Capacidade de inibi¢do do ABTS (%)= [1-(abSamostra-abSbranco/@bScontrole) ]x 100 3)

2.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os efeitos de tratamento térmico, pH, concentracdo de NaCl e da digestdo
gastrointestinal na estabilidade dos hidrolisados proteicos antioxidantes de Spirulina foram
avaliados. Todas os ensaios foram realizados em duplicata e as analises foram realizadas em
triplicata. Para avaliar a estabilidade dos hidrolisados quanto ao tratamento térmico, pH e efeito
da concentracéo salina, a atividade antioxidante foi determinada pela capacidade de sequestro
do radical livre DPPH e captura do radical livre ABTS, como descrito nos itens 2.2.3.1 e 2.2.3.2.
Para avaliacdo do efeito da digestdo gastrointestinal na biodisponibilidade dos hidrolisados, a
atividade antioxidante foi avaliada pelos mesmos métodos e também pelo método de poder
redutor (OYAIZU, 1986).

2.3.1 Efeitodo pH

A interagdo dos hidrolisados proteicos antioxidantes em sistemas alimenticios

acidos, tais como sucos de frutas, foi simulada em pH 4, e em matrizes alimentares de baixa
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acidez, como alimentos a base de vegetais e produtos lacteos, foi simulada em pH 6, de acordo
com Bernaerts et al. (2017). Os hidrolisados proteicos foram ressuspendidos em tampé&o pH 4
e pH 6 na concentracio de 2,5 mg mL™ e essas suspensdes foram mantidas em repouso a
temperatura ambiente (25 °C) por 1 h. Amostras sem tratamento foram preparadas com agua
destilada (JANG; LICEAGA; YOON, 2016).

2.3.2 Efeito da temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura na estabilidade da atividade antioxidante, as
suspensdes de hidrolisados contendo peptideos bioativos (2,5 mg mL™) foram submetidas a
diferentes tratamentos a fim de simular condi¢cdes de processamento e armazenamento de
alimentos. Os tratamentos foram realizados a —18, 4 e 25 °C por 24 h para simular condi¢Ges
de armazenamento sob congelamento, refrigeracdo e em temperatura ambiente,
respectivamente. Tratamentos a 63° C por 30 min e 100 °C por 5 min foram realizados para
simular condicGes de pasteurizacdo e cocgdo, respectivamente. A atividade antioxidante das
amostras sem tratamento térmico foi determinada imediatamente ap0s o preparo da suspensao
de hidrolisado proteico (JANG; LICEAGA; YOON, 2016).

2.3.3 Efeito da concentracéo salina

O efeito da presenca de cloreto de sddio na estabilidade dos peptideos foi analisada
de acordo com método proposto por Zhu et al., (2014). Suspensbes de hidrolisados
(2,5 mg mL1) de Spirulina foram adicionadas de 2, 4, 6 € 8 % (m m™) de NaCl. As solugdes
foram mantidas a 100 °C por 15 min e resfriadas em banho de gelo para determinacdo da
atividade antioxidante remanescente. Agua destilada foi utilizada para realizacio do ensaio

controle positivo (0 % NaCl m m).

2.3.4 Efeito da digestao in vitro

Esta avaliacdo foi realizada de acordo com Zhu et al. (2008). Para verificar a
digestibilidade dos peptideos, as suspensdes de amostras (3 % m v1) tiveram o pH ajustado a
2,0 com HCI 1 mol L, foram adicionadas de pepsina (4 % m m* de proteina) e incubadas a 37
°C por 1 h. O pH da suspenséo foi entdo ajustado a 5,3 com NaHCO3 0,9 mol L para adicdo

subsequente de pancreatina (4% m m de proteina). Previamente & incubagdo por 2 h a 37 °C,
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o pH foi ajustado a 7,5 com NaOH 1 mol Lt. Apds, as amostras foram submetidas a 100 °C
por 10 min, para inativacdo das enzimas, e entéo centrifugadas a 11000 g por 15 min. O mesmo

ensaio foi realizado sem a adicdo das enzimas como controle positivo.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com intervalo de confianca de 95 % e a diferenca de médias foi
avaliada por teste de Tukey. As médias obtidas nos ensaios de estabilidade as enzimas digestivas
foram avaliadas por teste t de Student.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 HIDROLISE E CINETICA ENZIMATICA

O grau de hidrdlise (GH) é um parametro importante para a obtencdo de peptideos
bioativos, que geralmente sdo obtidos em GH superiores a 50 % (KRISTINSSON; RASCO,
2000). Entretanto, Adjonu et al. (2013) obtiveram peptideos bioativos em GH inferiores a esse
valor (11,8 a 14,1 %), gerados da hidrélise de proteinas de soro de leite, com diferentes enzimas.
Diante disso, os hidrolisados proteicos obtidos no presente estudo, em todos os tempos de
reacdo, possuem potencial para obtencdo de peptideos bioativos, uma vez que GH variou de
32,8 % a aproximadamente 61,0 %, permanecendo constante a partir de 120 min de reacao
(Figura 1).

Os hidrolisados proteicos com maior capacidade de inibir o radical DPPH foram
obtidos em 90 min. Quanto a inibi¢do do radical ABTS, os hidrolisados proteicos com maior
atividade antioxidante foram obtidos entre 90 e 360 min (Tabela 1). Esses resultados indicam
que peptideos antioxidantes foram produzidos durante a hidrolise. Observa-se que a maior
atividade antioxidante foi verificada anteriormente a obteng&o do maior grau de hidrolise e para
ambos os métodos foi obtida em 90 min de reacdo, apesar dos métodos apresentarem
mecanismos diferentes.

A habilidade de sequestrar o radical livre DPPH decresceu ap6s 90 min de reacéo
(Tabela 1). Tempos de hidrolise excessivos podem ter causado efeito reverso na bioatividade

ao alterar estruturas especificas das cadeias laterais de aminoacidos capazes de doar hidrogénio
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que cessam as reacOes em cadeia de inibicdo do radical, resultando em estruturas que néo
possuem a habilidade de sequestré-lo (KETNAWA et al., 2017; YOU et al., 2010).

Figura 1 - Cinética da hidrolise enzimatica de proteinas de Spirulina sp. LEB 18.
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Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05).

A capacidade de inibir o radical ABTS aumentou do tempo 0 até 90 min de reacéo.
Ao final da hidrolise, a atividade antioxidante ndo apresentou diferenca significativa em relacédo
amaxima atividade atingida (Tabela 1). Nos estudos de You et al. (2010) a hidrélise enzimatica
de proteinas de pescado gerou peptideos hidrofilicos mais propensos a aprisionar o radical
ABTS que é soltuvel em agua. O aumento da capacidade de inibir ABTS a partir de 90 min em
relacdo ao inicio da hidrolise enzimética das proteinas de Spirulina sp. LEB 18 pode ser
decorrente da geracao de peptideos hidrofilicos durante a hidrélise.

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 n&o hidrolisada (tempo O min de reacao)
apresentou proteinas com massa molecular entre 6,5 e 14,4 kDa, 17 kDa e acima de 26,6 kDa
(Figura 2). Fragmentos com aproximadamente 250, 50 e 37 kDa foram observados em gel de
poliacrilamida tris-glicina para esta microalga nos estudos de Pereira, Lisboa e Costa (2018). A
partir de 15 min de reagéo, fragmentos de 17 kDa nédo foram observados, o que indica a quebra
em fragmentos menores devido a acdo da enzima. Fragmentos entre 3,5 e 1,5 kDa ficaram mais
evidentes a partir de 120 min de reacao.

Levando em consideracao que a maior atividade antioxidante foi obtida em 90 min

de reacdo e o maior GH foi obtido em 120 min, reacdes de hidrolise de 90 e 120 min foram
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realizadas para dar continuidade ao estudo de estabilidade, e os hidrolisados obtidos foram
denominados de H90 e H120, respectivamente.

Tabela 1 — Atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18 em

diferentes tempos de reacdo.

Tempo de hidrélise (min)

Inibicdo do DPPH (%)

Inibicdo do ABTS (%)

0 11,6+0,8 16,9°+ 1,4

15 13,5°4+ 23 33,89+ 1,6

30 14,24 + 0,9 35,7%+1,8
60 14,7°¢ + 0,4 37,4°4+20
90 18,32+ 0,5 42,22+ 1,9
120 15,1+ 0,9 36,0 + 1,3
180 14,9 + 0,9 40,0%¢ + 2.2
240 15,9°+ 0,5 37,2%% + 25
300 13,284 + 0,7 415% +27
360 12,7%9+ 1.8 41,7%£29

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) de acordo com teste de Tukey.

Figura 2 - Perfil eletroforético dos hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18

obtidos da cinética enzimatica.
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(P=padréo de proteinas; 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360 = tempo de hidrolise em min).

3.2 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE BIOLOGICA

3.2.1 Efeito do pH na atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de Spirulina sp.
LEB 18
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Comportamentos opostos foram observados quanto a acdo do pH na atividade
antioxidante avaliada pelos métodos de DPPH e ABTS (Figura 3). Os hidrolisados sem
tratamento apresentaram menor atividade frente ao radical DPPH e maior atividade
antioxidante frente ao radical ABTS em relacdo aos hidrolisados submetidos a pH 4 e pH 6. Os

resultados mostram que o pH &cido influenciou ambos 0s mecanismos de a¢do antioxidante.

Figura 3 - Estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina
sp. LEB 18 frente ao pH.
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Letras iguais minusculas indicam que ndo hé diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H90; letras iguais

maiusculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H120.

Houve aumento de aproximadamente 28 % da capacidade de inibir o radical DPPH
para 0 H90 em pH 6 e de aproximadamente 26 % para o H120 em pH 4, em comparacao as
amostras controle, que foram capazes de inibir o radical em 17,7 £ 2,4 e 16,0 £ 1,2 %,
respectivamente (Figura 3a). Os meios &cido e de baixa acidez podem ter influenciado a
disponibilizacdo de hidroxilas das moléculas de peptideos, facilitando a doagdo de atomos de
hidrogénio, reduzindo a molécula estavel do radical DPPH a hidrazina. Segundo Brand-
Williams, Uvelier e Berset (1995), a capacidade de sequestrar o radical DPPH depende da
conformacao estrutural da molécula antioxidante e do niamero de hidroxilas disponiveis.

A capacidade de inibir o radical ABTS foi menor em pH 4 do que em pH 6 (6,6 €
18,2 % para H90, respectivamente, e 6,5 e 18,6 % para H120) (Figura 3b). A diminuicéo do pH

pode ter tornado as moléculas menos sollveis, dificultando a reacdo entre os peptideos e o
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radical. O pH em que as proteinas da microalga Spirulina sp. LEB 18 sdo menos sollveis (ponto
isoelétrico) corresponde a 4,2 (PEREIRA; LISBOA; COSTA, 2018).

3.2.2 Efeito da temperatura na atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de
Spirulina sp. LEB 18

As temperaturas em que os hidrolisados foram submetidos foram escolhidas
baseadas em tratamentos relevantes a industria de alimentos para conservacao e armazenamento
de alimentos. Em temperatura ambiente, os hidrolisados apresentaram menor atividade

antioxidante para ambos os métodos avaliados e ambos os tempos de hidrolise (Figura 4).

Figura 4 - Estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina

sp. LEB 18 frente ao tratamento térmico.
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Letras iguais mindsculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H90; letras iguais

maiUsculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H120.
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A inibicdo do radical DPPH n&o apresentou diferenca significativa a temperatura
de congelamento (—18 °C), pasteurizagdo (63 °C) e cocgao (100 °C), para os hidrolisados
obtidos em 90 min de reacdo (Figura 4a). Isso pode indicar que os peptideos de Spirulina sp.
LEB 18 podem ser armazenados sob congelamento sem que ocorram perdas da atividade
antioxidante. Além disso, alimentos que necessitem de tratamento térmico podem ser
adicionados desses compostos para obtencdo de produtos funcionais, uma vez que o aumento
da temperatura ndo influenciou a capacidade de doacdo de ions hidrogénio para estabilizacao
do radical DPPH.

O hidrolisado H120 apresentou-se estavel quanto a inibicdo do radical DPPH
apenas em temperatura de congelamento e pasteurizacéo (Figura 4a). Os peptideos gerados da
hidrolise em 120 min de reacéo podem ter sido degradados em elevada temperatura, resultando
em menor capacidade de inibicdo a 100 °C do que a 63 °C.

A capacidade de sequestrar o radical ABTS foi afetada pelo tratamento térmico,
uma vez que a atividade antioxidante das amostras que tiveram tratamento térmico diferiu
estatisticamente das amostras controle. Para ambos os hidrolisados H90 e H120, a atividade
antioxidante foi maior para as amostras sem tratamento (Figura 4b). Entre os tratamentos
avaliados, as temperaturas de refrigeracdo, congelamento e pasteurizagdo foram as que menos
afetaram a atividade antioxidante dos hidrolisados obtidos em 120 min.

A estrutura das proteinas é um dos principais fatores que influenciam a atividade
antioxidante (ZHU et al., 2014). Peptideos ndo formam estrutura terciaria ou quaternaria devido
a baixa massa molecular e cadeias curtas de aminoacidos, porém podem formar estruturas
secundarias. Temperaturas altas, como a de cocc¢do, podem ter afetado a estrutura secundaria
dos peptideos, o que pode ter sido responsavel pela diminuicdo da atividade antioxidante frente
ao ABTS nessas condi¢des. Asaduzzaman e Chun (2015) justificaram a perda da capacidade de
sequestro do radical ABTS pela agregacdo de peptideos antioxidantes, causado pelo tempo de
exposicao a alta temperatura.

Embora o armazenamento a temperatura ambiente e a coc¢do tenham diminuido
majoritariamente a capacidade de inibir o radical ABTS do hidrolisado H120, ainda assim 55 e
79 % da atividade antioxidante foi mantida, respectivamente. Para o hidrolisado H90, 71 % da

atividade antioxidante foi mantida mesmo em elevada temperatura (Figura 4b).

3.2.3 Efeito da concentragéo salina na atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos
de Spirulina sp. LEB 18
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A atividade antioxidante em diferentes concentra¢des de NaCl foi avaliada a fim de

verificar se a salinidade de matrizes alimenticias pode interferir na estabilidade da atividade

bioldgica dos peptideos. Para os peptideos obtidos de H90, ndo houve diferenca significativa

para capacidade de inibir o radical DPPH entre as amostras controle (17,9 £ 3,1 %) e com

incremento da concentracdo de NaCl até 6 % (m m™) (14,1 + 0,7 %). Em suspensdo com

8 % (m m™) de NaCl houve aumento de aproximadamente 37 % da atividade antioxidante
inibidora do radical DPPH (24,5 £ 1,7 %) (Figura 5a). O aumento da concentracdo de NaCl

pode ter facilitado a exposicdo de grupos funcionais que sdo capazes de liberar ions hidrogénio,

resultando em aumento da captura do radical DPPH. O mesmo pode ser explicado para 0s

peptideos gerados de H120 quanto a inibi¢do do ABTS, porém facilitando a doacdo de elétrons

para estabilizacdo do radical (Figura 5b).

Figura 5 - Estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina

sp. LEB 18 frente a concentragéo de cloreto de sodio.
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Letras iguais mintsculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H90; letras iguais

maiUsculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H120.

Os peptideos gerados de H90 mantiveram a capacidade de inibir o radical ABTS

constante (aproximadamente 45 %) em todas as concentragdes de NaCl testadas. Os resultados

obtidos indicam que a interacao entre os peptideos e matrizes alimenticias constituidas de NaCl

é promissora quanto & manutencdo da atividade antioxidante. Além disso, a estabilidade da
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atividade antioxidante difere entre as amostras H90 e H120 dependendo das condicOes
aplicadas, o que indica que o estudo cinético da hidrolise enzimatica é importante a fim de

escolher as condi¢des em que 0s peptideos sdo mais estaveis para a aplicacao desejada.

3.2.4 Efeito da digestdo in vitro na atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de
Spirulina sp. LEB 18

Um dos grandes desafios da incorporagédo de peptideos bioativos em alimentos € a
biodisponibilidade destes apds a administracdo oral. As condic¢Bes gastrointestinais, como pH
estomacal e enzimas digestivas podem influenciar a estrutura e a bioatividade dos peptideos
(SEGURA-CAMPOS et al., 2011). Houve incremento significativo (p<0,05) da atividade
antioxidante (DPPH e poder redutor) dos hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18, em
ambos os tempos de reacdo, apds a digestdo com pepsina e pancreatina (Figura 6a e Figura 6c).
De acordo com Sontakke et al. (2016) e Vermeirssen, Camp e Verstraete (2004), peptideos que
contém prolina em sua composicao sdo geralmente mais resistentes a degradacao por enzimas
digestivas, sdo melhores absorvidos e atingem concentracfes plasmaticas elevadas apds
administracdo oral. Isso pode indicar que peptideos obtidos neste estudo apresentam prolina em
sua composicao de aminoacidos, o que pode ter gerado aumento da atividade bioldgica apos
digestao.

Diferente comportamento foi observado quanto a inibicéo do radical ABTS, em que
para H90 ndo houve perda ou incremento da atividade antioxidante, que se manteve em torno
de 27 %, e para 0 H120 houve diminui¢do da atividade antioxidante ap6s a acdo das enzimas
(de 28,4 + 3,2 % para 18,6 £ 1,1 %). A perda de residuos de aminoécidos como resultado da
protedlise no trato gastrointestinal pode levar a reducdo, aumento ou perda completa de
atividade biolégica (GARCIA-MORA et al., 2017). A hidrélise extensiva das proteinas em 120
min de reacdo, embora tenha atingido maior grau de hidrélise que em 90 min (Figura 1), pode
ter gerado peptideos que se apresentaram menos resistentes a proteolise gastrointestinal,
ocorrendo diminuicdo da capacidade de inibir o radical ABTS. Apesar da diminuicdo da
capacidade de inibir o radical para a amostra H120, aproximadamente 65 % da atividade
antioxidante foi mantida apos a digestéo simulada. A bioatividade do hidrolisado proteico H90

apresentou-se estavel frente ao radical ABTS antes e apés a acdo das enzimas digestivas.
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Figura 6 - Estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina

sp. LEB 18 frente & agdo de enzimas digestivas.

_ 50 _ e
09 [ Nao digerido A) L Nao digerido ®)
f= 1 XX Apds digestdo = 40 3 P Aps dig
O 407, (&4 B a A
S S S 1 a
& 301 Es 0y I I
T a A 3 N R, B
o 204 . _
% o 20 ] b T B T % m E
C
_cg a ] o < 10 3
2 5 107 S8 ]
o 1 o B
. = ]
3 0 S 0
H90 H120 H90 H120
05,
] 1 Né&o digerido (©
% 044 XXX Ap6s digestdo
= ]
203 . a A
o ] B
5 ] _ I
e " I
£ 01
s ]
0,0 -
H90 H120

Letras iguais minusculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H90 (teste t de
Student); letras iguais maidsculas indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) para a amostra H120
(teste t de Student).

4 CONCLUSAO

Os hidrolisados proteicos contendo peptideos antioxidantes de Spirulina sp. LEB
18 apresentaram estabilidade na maioria das condi¢Ges de processamento e armazenamento de
alimentos avaliadas. Peptideos com atividade antioxidante obtidos em 90 min da reacédo
enzimatica (H90) podem ser incorporados em sistemas alimenticios que necessitam de
tratamento térmico e podem ser armazenados sob temperatura de congelamento sem prejuizos
na atividade antioxidante. A simulacdo em matrizes alimenticias acidas ou de baixa acidez foi
favoravel quanto ao mecanismo de inibi¢cdo do radical DPPH. A atividade antioxidante do
hidrolisado H90 ndo foi prejudicada pela acdo das enzimas digestivas, porém o H120
apresentou menor capacidade de inibir o ABTS ap0s a agdo das enzimas. Portanto, a
incorporacéo de peptideos gerados da hidrélise de proteinas de fontes microalgais, como deste
estudo, especialmente os obtidos em 90 min de reacdo é promissora para a aplicacdo em

alimentos.
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ARTIGO 2
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE
HIDROLISADOS PROTEICOS DE Spirulina ENCAPSULADOS POR SPRAY DRYING E
NANOSPRAY DRYING






RESUMO

Neste estudo, hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18, obtidos em 90 (H90) e 120 min
de reacdo (H120) foram encapsulados com gelatina como material de parede por atomizagéo
em spray dryer e nanospray dryer a fim de preservar a atividade antioxidante desses. O
processo de encapsulamento foi capaz de aumentar a atividade antioxidante de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) de ambos hidrolisados estudados. O processo de
encapsulamento em nanospray dryer apresentou maior rendimento para ambos os hidrolisados
(82,8 e 78,0 %, respectivamente) do que em spray dryer (55,6 e 54,3 %, respectivamente). A
maior eficiéncia de encapsulamento foi obtida para H120 (87,3 + 1,2 %) nanoencapsulado, bem
como menor tamanho de particula (1,17 um). As analises termogravimétricas e de calorimetria
exploratoria diferencial indicaram que o encapsulamento dos hidrolisados proteicos aumentou
a termoestabilidade destes. O encapsulamento em spray dryer e nanospray dryer de
hidrolisados proteicos de Spirulina € promissor para a industria de alimentos funcionais, uma
vez que foi possivel aumentar a inibi¢do do radical DPPH bem como torné-los termicamente

estaveis.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; microalgas; secagem por atomizacao.
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1 INTRODUCAO

O interesse por alimentos funcionais tem aumentado nos ultimos anos. A
alimentacdo ndo esta apenas voltada para manutencdo da vida, fornecimento de energia ou
promoc¢do do crescimento, mas também para prevenir doengas e melhorar a saide fisica e
mental (YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018). Compostos bioativos podem ser adicionados
em alimentos a fim de torna-los alimentos funcionais. Fibras dietéticas (CHU et al., 2019),
oligossacarideos (RAYO-MENDEZ; GOMEZ; TADINI, 2019), aminoacidos (WANG et al.,
2019), peptideos (REZVANI et al., 2019), proteinas (LIU et al., 2019), glicosideos (SOARES
et al., 2019), vitaminas (JAFARI; VAKILI; DEHNAD, 2019) e acidos graxos poli-insaturados
(NIEUWENHOVE et al., 2019) sdo exemplos de compostos bioativos que vém sendo
estudados com esse proposito.

Hidrolisados proteicos consistem em uma mistura de aminodcidos livres e
peptideos que sdo obtidos pela quebra das ligagBes peptidicas de uma proteina
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Muitos estudos abordam a utilizacdo de
hidrolisados proteicos em alimentos por conferirem atividade antioxidante (GARCIA et al.,
2019). A incorporagdo de compostos antioxidantes em alimentos para desenvolver alimentos
funcionais se torna importante pois esses sao capazes de diminuir e/ou inibir doencas cardiacas,
cancer e outras doencas cronicas causadas pelo estresse oxidativo (WILLCOX; ASH;
CATIGNANI, 2004).

Microalgas sdo micro-organismos, que produzem compostos antioxidantes como
ficocianina, acidos graxos poli-insaturados (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015), e proteinas
que quando hidrolisadas geram peptideos antioxidantes (LISBOA; PEREIRA; COSTA, 2016),
entre outros. A utilizacdo de proteinas de fontes microalgais para obtencdo de hidrolisados
proteicos como alternativa ao uso de fontes de origem vegetal ou animal é um processo
sustentavel pois microalgas sdo micro-organismos autotroficos que ndo competem com solos
destinados a producdo de alimentos, apresentam altas taxas de crescimento celular, com
requerimentos de baixo custo (CHRONAKIS; MADSEN, 2011).

Ao aplicar peptideos bioativos em produtos alimenticios, sua bioatividade pode ser
afetada pelo processamento, incluindo mudanca de pH, tratamento térmico, interacbes com
outros componentes da matriz alimenticia, alta pressao e processos de separa¢ao por membrana
(KETNAWA et al.,, 2017). A encapsulacdo € uma solugdo tecnoldgica para otimizar a
preservacdo de ingredientes ativos durante seu processamento e armazenamento (YE;
GEORGES; SELOMULYA, 2018). A encapsulacdo & um processo que visa revestir
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substancias (composto ativo) dentro de uma ou mais classes de materiais de parede para
produzir particulas em escala micrométrica  (microencapsulagdo), nanométrica
(naoencapsulacdo) ou milimétrica (LAKKIS, 2007). Entre as técnicas existentes de
encapsulacdo, a secagem por atomizacdo € a mais usualmente utilizada na inddstria de
alimentos (NEDOVIC et al., 2011).

O encapsulamento por atomizacdo consiste na dispersdao em uma solucdo de um
polimero carreador, que € atomizada em pequenas gotas, o solvente é evaporado utilizando um
fluido de aguecimento e as particulas solidas resultantes sdo recolhidas como um po seco
(FANG; BHANDARI, 2012). A fim de obter alto rendimento em produto com elevada
eficiéncia de encapsulacéo, e particulas de menor tamanho, a secagem por atomizacao pode ser
realizada em nanospray dryer, um equipamento em que goticulas sdo produzidas por um
atuador piezoelétrico, a secagem é realizada em fluxo laminar, e as nanoparticulas sdo coletadas
em um coletor eletrostatico (ARPAGAUS et al., 2017).

A escolha do material de revestimento para o processo de encapsulamento é muito
importante. Os materiais de parede utilizados para encapsulacdo devem ser de fontes naturais,
biodegradaveis e seguros para aplicacdo em alimentos (KWAK, 2014). Polimeros de
carboidratos e proteinas podem ser utilizados como material de parede para encapsular
hidrolisados proteicos por técnicas de secagem por atomizacdo (MOHAN et al., 2015). Entre
esses, biopolimeros que formam hidrogeis destacam-se pois podem ser processados em
solucbes aquosas, evitando a ruptura das microparticulas nessas condicbes (GOMEZ-
MASCARAQUE; LAGARON; LOPEZ-RUBIO, 2015).

A gelatina € um polimero biodegradavel capaz de formar hidrogel, obtido de fontes
naturais, comercialmente disponivel a baixo custo, que pode ser utilizado em alimentos
(SCHRIEBER; GAREIS, 2007) e que vem sendo empregado para aumentar a estabilidade de
substancias ativas (RAJABI et al., 2015). Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi encapsular
hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18 com gelatina por spray drying e nanospray

drying a fim de preservar sua atividade antioxidante e avaliar suas propriedades fisico-quimicas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL

Enzima Protemax 580L de Bacillus licheniformis foi gentilmente cedida pela

Prozyn (S&o Paulo, SP, Brasil). Gelatina alimenticia de origem bovina tipo B (240 bloom) foi
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gentilmente cedida pela empresa Gelita (Sdo Paulo, SP, Brasil) e utilizada como material de
parede para o encapsulamento dos hidrolisados proteicos mediante secagem por atomizagdo em

spray dryer e nanospray dryer.

2.2.0BTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS

Os hidrolisados proteicos para realizacdo deste estudo foram obtidos de biomassa
microalgal de Spirulina sp. LEB 18, obtida e caracterizada como descrito por Pereira, Lisboa e
Costa (2018). As proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foram hidrolisadas com a
enzima Protemax 580L de Bacillus licheniformis. As reacdes enzimaticas foram realizadas em
reator do tipo frasco agitado, com 4 % (m v!) de substrato e 5 U mL™ de enzima, com 100 mL
de volume reacional. Os tempos de reacdo de 90 (H90) e 120 min (H120) foram determinados
de acordo com estudo cinético realizado por Pereira et al. (2019), em que o maior grau de
hidrélise foi obtido em 120 min de reagdo e maior atividade antioxidante foi obtida em 90 min
de reacdo. Ao final de cada reacdo, a enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 10 min e
os hidrolisados proteicos foram ultracongelados a —80 °C (Indrel, IULT 90-D, Brasil) e
liofilizados durante 48 h (Liotop, L108, Brasil).

2.3. ENCAPSULAMENTO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

Para o encapsulamento dos hidrolisados proteicos, solu¢6es foram preparadas com
1 % (m vt) de sélidos totais em acido acético 2 % (v v'1). A proporcdo de composto ativo foi
30 % (m m1) em relagdo aos solidos totais. Solucdes contendo apenas os hidrolisados proteicos

H90 e H120 foram atomizadas para posterior analise térmica e morfoldgica.

2.3.1. Spray drying

O encapsulamento dos hidrolisados com gelatina em spray dryer (Labmag, MSD
0.5, Brasil) foi realizado de acordo com Rocha et al. (2009), com modificagdes. A solugéo
preparada de acordo com o item 2.3 foi alimentada no equipamento a vazdo de 0,15 L h' e
passou por bico atomizador de 0,7 mm de diametro. O menor didmetro do bico atomizador
disponivel foi escolhido para formar menores goticulas. A temperatura do ar na saida foi 110

°C, a vazdo do ar comprimido foi 40 L min™ e a vaz&o do ar de secagem foi 1,65 m*® min™.
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2.3.2. Nanospray drying

Os hidrolisados proteicos foram encapsulados por atomizacao, em nanospray dryer
(Buchi, B-90, Suica) com gelatina de acordo com GOmez-Mascaraque et al. (2016), com
modificagdes. A solucdo foi preparada como descrito na se¢do 2.3. O didmetro dos poros da
membrana em que a solugdo foi atomizada através de atuador piezoelétrico foi 7 um. A
temperatura de ar de secagem foi 110 °C na entrada, mantendo-se em 40 £ 2 °C na saida. A
pressdo de operacéo foi mantida em 30 mBar, com vaz&o de ar de secagem de 0,0025 m3 min-
! e as particulas depositadas no cilindro coletor, devido a voltagem aplicada de 15 kV, foram
coletadas.

2.4. RENDIMENTO

O rendimento da obtencdo das particulas foi determinado de acordo com a
Equacdo (1), em que miniciar corresponde a massa de solidos (g) antes da secagem € Mfinal

corresponde a massa (g) obtida apds secagem.

R(%)=—22L x 100 (1)

Mjnicial
2.5. EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

Suspensdes de hidrolisados proteicos encapsulados a 10 mg mL™ foram preparadas
com agua destilada, centrifugadas (660 x g por 10 min) e o contetdo de proteina soltvel livre
(CPL) no sobrenadante foi determinado pelo método proposto por Lowry et al. (1951). O teor
de proteinas soltveis determinado em solucdo contendo apenas o material de parede foi
descontado do CPL das amostras encapsuladas a fim de evitar que as proteinas de gelatina, que
porventura tenham sido solubilizadas, tenham sido quantificadas como hidrolisado proteico ndo
encapsulado. A eficiéncia de encapsulacao foi calculada de acordo com a Equagéo (2), em que
CTP significa conteido de proteina total do sobrenadante obtido apenas com os hidrolisados

proteicos sem encapsulamento de acordo com Rao et al. (2016).

EE(%)="——="x100 2)
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2.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Solucdes de hidrolisados proteicos (2,5 mg mL™) e hidrolisados proteicos
encapsulados (10 mg mL™*) foram preparadas para determinacéo da atividade antioxidante. Para
facilitar a dissolucdo da gelatina e subsequente liberacéo dos hidrolisados das capsulas utilizou-
se acido acético 20 % (v v'!) para dissolver as amostras de hidrolisados encapsulados, de acordo
com GoOmez-Mascaraque; Lagaron; Lopez-Rubio (2015). As suspensbes foram
homogeneizadas por 5 min em agitador vortex, centrifugadas (660 x g por 15 min), e o
sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade antioxidante pelos métodos de
capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com
Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) adaptado por Maadane et al. (2015) e inibicdo do
radical ABTS (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) de acordo com Re et al.

(1999). A atividade antioxidante foi calculada de acordo com a Equacéo (3).

Athldade antIOXIdante (%) = [ 1 - (abSamostra'ab sbranco/abS(;ontrole) ] X 1 OO (3)

2.7.CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

2.7.1. Potencial zeta

O potencial zeta dos hidrolisados proteicos encapsulados foi determinado em
Nanozetasizer (Malvern Instruments, Zen 3690, Reino Unido). Suspens@es de particulas foram
preparadas em agua milli-Q a 0,001 % (m v'!) e foram submetidas a banho ultrassénico por 15

min previamente a analise.

2.7.2. Analise termogravimétrica (TGA)

Anélise termogravimétrica (TGA) foi realizada em analisador termogravimétrico
(TGA-50, Shimadzu, Japao). As amostras (aproximadamente 10 mg) foram aquecidas de 25 a
550 °C a taxa de aquecimento de 10 °C min em atmosfera de nitrogénio a fluxo constante de
50 mL min™. A derivada primeira das curvas de TGA foi realizada para observar a perda de

massa em funcdo da temperatura (dm dT1), obtendo-se a DTG (termogravimetria derivada).
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2.7.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram obtidas para avaliar o
comportamento térmico das amostras de acordo com Webber et al. (2018). Aproximadamente
3 mg das amostras de gelatina, hidrolisados proteicos e hidrolisados proteicos encapsulados
foram aquecidas de 25 a 210 °C a taxa de aguecimento de 10 °C min, sob atmosfera de
nitrogénio, a fluxo constante de 50 mL min, em calorimetro exploratdrio diferencial (DSC-
60, Shimadzu, Japdo). As temperaturas de transicao e entalpias de fusdo foram determinadas a
partir das curvas de DSC utilizando software TA-60 (Thermal Analysis Instruments TA-60,
MD, EUA).

2.7.4. Morfologia e distribuicdo de tamanho

A morfologia das particulas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV). As amostras foram fixadas em stubs e recobertas com ouro sob vacuo. Microscopio
eletrbnico de varredura (Jeol, JSM- 6610LV, EUA) foi operado sob energia de elétrons
incidente de 15 kV para obtencao das imagens. O diametro das particulas foi mensurado através
do software ImageJ. A distribuicdo de tamanho foi obtida com o minimo de 200 medidas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. ENCAPSULAMENTO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

O método de encapsulamento influenciou o rendimento das particulas obtidas. Em
spray dryer o rendimento foi aproximadamente 50 %, enquanto em nanospray dryer foi
80 %. O contato entre as gotas atomizadas e ar quente, com subsequente secagem, é dada em
uma camara cilindrica de configuragdo vertical em nanospray dryer. A configuracdo vertical
direciona as particulas diretamente ao coletor localizado na base da camara, minimizando a
perda das particulas na parede da camara de secagem (ANANDHARAMAKRISHNAN;
ISHWARYA, 2019). Além disso, o coletor de particulas com eletrodos altamente carregados
eleva a recuperacdo de particulas secas mesmo para pequenas quantidades de amostras, pois a
elevada tensdo gera um campo eletrostatico que acelera a deposicdo de particulas carregadas
negativamente (LEE et al., 2011).
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Alguns modelos de spray dryers industriais possuem dispositivos de vibragao
automatica localizados na cadmara de secagem, 0 que evita que as particulas fiqguem aderidas
nas paredes da camara e consequentemente aumentam o rendimento do processo (JIANGSU
TAYACN DRYING TECHNOLOGY, 2013). Ambos equipamentos utilizados neste estudo
foram de escala laboratorial. Logo, o rendimento obtido no spray dryer pode ser aumentado

utilizando configuragdes industriais.

Tabela 1 - Rendimento e eficiéncia de encapsulamento de hidrolisados proteicos de

Spirulina sp. LEB 18 encapsulados por Spray drying e Nanospray drying.

Ensaio H90ES H120ES H90EN H120EN
Rendimento (%) 55,6 54,3 82,8 78,0
Eficiéncia de

81,00+1,2 83,7°+0,9 83,1+ 0,4 87,32 +1,2
Encapsulamento (%o)

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) (teste t de Tukey); H90ES:
hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido
em 120 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H90EN: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacéo
encapsulado em nanospray dryer; H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reac¢do encapsulado em

nanospray dryer.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) determina a fracdo de proteina bioativa que é
mantida/perdida durante o processamento, 0 que acarreta em consequéncias econémicas
importantes (MCCLEMENTS, 2018) e indica a manutencdo e estabilizacdo de compostos
ativos (SARABANDI et al., 2019). A EE de hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18 foi
superior a 80 % em todos os tratamentos avaliados. O encapsulamento por spray drying
proporcionou EE significativamente iguais para as amostras H90 e H120 (Tabela 1). Pode-se
inferir que as diferencas entre as amostras H90 e H120 ndo causaram efeito na eficiéncia de
encapsulamento por spray drying. Isso pode ser devido as mesmas condi¢des de secagem
aplicadas, incluindo as mesmas proporc¢des de material de parede e composto ativo. Condicdes
iguais entre as amostras também foram aplicadas na secagem por atomizagdo em nanospray
dryer, porém, maior eficiéncia de encapsulamento foi obtida para o hidrolisado H120. De
acordo com (SARABANDI et al., 2019), maior EE pode ser atribuida & melhor acomodacéo
de peptideos menores na estrutura das particulas. Logo, o tamanho reduzido do H120 em
comparacdo com H90 (resultados obtidos por Pereira et al. (2019) - Artigo 1) dos peptideos

pode ter influenciado na maior eficiéncia de encapsulacao.
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3.2.ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O encapsulamento mediante secagem por atomizacdo gerou efeito significativo na
atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18. Observa-se que a
capacidade de inibir o radical DPPH aumentou e a capacidade de inibir o radical ABTS

diminuiu com o encapsulamento (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18
livres e encapsulados com gelatina por Spray drying e Nanospray drying.
Inibicdo do DPPH (%) Inibicdo do ABTS (%)

Atividade antioxidante

H90 18,39+ 0,5 42,22+ 19
H120 15,19+ 0,9 36,02+ 1,3
H90ES 40,9° + 7,4 19,0°+ 7.4
H120ES 4432+ 1.8 22,1°+ 6,9
H90EN 37,1°+2,1 16,5° + 6,6
H120EN 4532+0,8 19,1+ 41

Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) de acordo com teste de Tukey.
H90: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reagdo; H120: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagéo;
H90ES: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H120ES: hidrolisado
proteico obtido em 120 min de reagdo encapsulado em spray dryer; H90EN: hidrolisado proteico obtido em 90
min de reacdo encapsulado em nanospray dryer; H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo

encapsulado em nanospray dryer.

O processo de encapsulamento pode ter feito com que elétrons anteriormente
disponiveis pelos hidrolisados proteicos interagissem com o material de parede, gelatina,
diminuindo a capacidade de estabilizar o radical ABTS pela doacdo de elétrons. Asaduzzaman
e Chun (2013) justificaram a perda da capacidade de sequestro do radical ABTS pela agregacao
de peptideos antioxidantes, causado pela exposicdo a alta temperatura. Logo, a temperatura do
processo de secagem por atomizacdo também pode ter contribuido para a diminuicdo da
capacidade antioxidante.

Pedrozo et al. (2020) também encontraram menor capacidade antioxidante do
radical ABTS dos compostos encapsulados por atomizagdo do que dos compostos livres.

Porém, esses autores afirmaram que o efeito cumulativo da liberacdo continua de bioativos,
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juntamente com as vantagens farmacocinéticas das nanoparticulas, proporcionam maior
desempenho antioxidante dos compostos bioativos encapsulados do que os compostos livres
quando administradas in vivo.

Por outro lado, a exposi¢édo de grupos funcionais capazes de doar ions hidrogénio
pode ter ocorrido durante o processo de encapsulamento para aumentar a capacidade
antioxidante de inibicdo do radical DPPH. Logo, o encapsulamento por atomizagao foi capaz
de proteger essa propriedade bioativa, para ambos hidrolisados estudados.

Entre as condic¢des de encapsulamento estudadas, o hidrolisado proteico obtido em
120 min de reacdo obteve a maior capacidade de inibir o DPPH tanto encapsulado em
nanospray dryer quanto no spray dryer convencional. Para a amostra H90, o processo de
encapsulamento em spray dryer foi menos prejudicial comparado ao processo em nanospray

dryer.

3.3.CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

3.3.1. Potencial zeta

O potencial zeta ¢ um parametro que fornece informacbes sobre o potencial
eletrostatico das particulas em uma solucdo que permite avaliar a estabilidade a longo prazo.
Valores positivos ou negativos indicam repulsdo entre as particulas para prevenir agregacao
(CHAY; TAN; SAARI, 2015). Valores proximos a 20 mV em moddulo podem proporcionar
estabilidade suficiente das particulas (HONARY'; ZAHIR, 2013; QUAGLIA et al., 2009).

Tabela 3 - Potencial zeta de hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18

encapsulados por Spray drying e Nanospray drying.

Amostra Potencial zeta (mV)
HI0ES -5,7+0,4
H120ES -10,3°+ 0,7
HI90EN -10,9°+1,6
H120EN -16,5°+ 0,6

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05) (teste t de Tukey); H90ES:
hidrolisado proteico obtido em 90 min de reagéo encapsulado em spray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido
em 120 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H90EN: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacédo
encapsulado em nanospray dryer; H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacdo encapsulado em

nanospray dryer.
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Pode-se observar que o método de encapsulamento e o grau de hidrolise das
amostras influenciaram no potencial zeta das particulas (Tabela 3). Entre as amostras
encapsuladas em spray dryer, a amostra H120ES obteve maior potencial zeta em modulo do
que aamostra H90ES. O mesmo foi observado para os hidrolisados encapsulados em nanospray
dryer, sendo que o nanoencapsulamento do H120 proporcionou a maior estabilidade das
particulas, comparado a todos os ensaios avaliados, indicada pelo maior potencial zeta em
modulo (-16,5 mV), mais préximo de 20 mV.

Peptideos de linhaca hidrolisados com tripsina e encapsulados em nanolipossomas
seguido de secagem por atomizacdo apresentaram potencial zeta de -15,23 mV (SARABANDI
et al., 2019). Os autores concluiram que as microcapsulas produzidas apresentaram elevada
estabilidade. Logo, pode-se afirmar que no presente estudo o H120 encapsulado em nanospray
dryer apresentou-se eletrostaticamente estavel.

O potencial zeta pode estar relacionado a atividade antioxidante quanto a inibicéo
do DPPH das amostras. O potencial zeta negativo indica exposicao de grupos carboxilicos na
superficie das particulas, ou de outros grupamentos carregados negativamente nas cadeias
laterais dos aminoacidos. Os atomos de oxigénio do grupo carboxil tendem a puxar os elétrons
em sua direcdo, aumentando a tendéncia do grupo amino em fornecer um préton (COX;
LEHNINGER; NELSON, 2006) o que estabiliza o radical DPPH. Logo, a maior
eletronegatividade do H120EN pode favorecer a maior inibi¢ao do radical DPPH.

3.3.2. Andlise termogravimétrica (TGA)

Anédlise termogravimétrica dos hidrolisados ndo encapsulados, do material de
parede e dos hidrolisados encapsulados em spray dryer e nanospray dryer foi conduzida a fim
de avaliar possiveis mudancas na termoestabilidade dos hidrolisados com o encapsulamento. A
degradacdo dos hidrolisados proteicos encapsulados por ambos os métodos ocorreu em
temperatura um pouco abaixo da temperatura de degradacdo da gelatina, porém em temperatura
superior a degradacdo dos hidrolisados ndo encapsulados (Figura 1). Este comportamento
também foi observado por Alehosseini et al. (2018) ao encapsular curcumina com gelatina por
processo eletrodindmico, e concluiram que as interagbes entre 0 composto e a gelatina
favoreceram a termoestabilidade do material encapsulado.

Observa-se que a degradacdo térmica dos materiais atomizados em spray dryer

apresentou-se semelhante aos atomizados em nanospray dryer. Isso pode ser devido a
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composigdo dos materiais que foram analisados, que embora com diferentes eficiéncias de
encapsulamento, foram elaborados com as mesmas proporcdes de composto ativo e material de
parede.

Figura 1 - Curvas termogravimétricas derivadas (DTG) de hidrolisados proteicos de
Spirulina encapsulados com gelatina em Spray dryer (a) e Nanospray dryer (b)
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H90ES: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H90S: hidrolisado proteico
obtido em 90 min de reacdo atomizado em spray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacéo
encapsulado em spray dryer; H120S: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo atomizado em spray dryer;
GS: gelatina atomizada em spray dryer; H90EN: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado
em nanospray dryer; H90N: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reagdo atomizado em nanospray dryer;
H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo encapsulado em nanospray dryer; H120N: hidrolisado
proteico obtido em 120 min de reacdo atomizado em nanospray dryer; GN: gelatina atomizada em nanospray
dryer.

3.3.3. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A fusdo dos hidrolisados proteicos submetidos a secagem em spray dryer ocorreu
em mais de uma etapa (Figura 2a), enquanto que o material de parede apresentou apenas um

pico endotérmico (105 °C). Para 0 H90 atomizado em spray dryer sem encapsulagdo (H90S),
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as temperaturas de fusdo foram 119,7 °C e 126,8 °C, enquanto para o0 H120 atomizado em spray
dryer sem encapsulacdo (H120S) foram 120,7°C e 132, 8 °C. Observa-se que 0s picos
endotérmicos dos hidrolisados proteicos encapsulados ocorreram em temperaturas superiores
as temperaturas de fusdo dos hidrolisados proteicos livres. Isso indica estabilizacdo térmica e
encapsulamento dos mesmos. Para 0 H90 encapsulado em spray dryer (H90ES) a fuséo ocorreu
em 136,3 °C e a fusdo do H120ES ocorreu em 160,8°C e 195,9 °C.

Figura 2 - Calorimetria exploratoria diferencial de hidrolisados proteicos de Spirulina

encapsulados com gelatina em Spray dryer (a) e Nanospray dryer (b)
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H90ES: hidrolisado proteico obtido em 90 min de rea¢do encapsulado em spray dryer; H90S: hidrolisado proteico
obtido em 90 min de reacdo atomizado em spray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacéo
encapsulado em spray dryer; H120S: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacdo atomizado em spray dryer;
GS: gelatina atomizada em spray dryer; H90EN: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado
em nanospray dryer; H90N: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo atomizado em nanospray dryer;
H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacdo encapsulado em nanospray dryer; H120N: hidrolisado

proteico obtido em 120 min de reagdo atomizado em nanospray dryer; GN: gelatina atomizada em nanospray
dryer.
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O comportamento térmico dos hidrolisados proteicos livres submetidos ao
nanospray dryer foi diferente em comparacdo ao spray dryer. A fusdo dos hidrolisados
proteicos ocorreu em uma unica etapa, em 74,4 °C para 0 H90N e em 142,9 °C para 0 H120N
(Figura 2b). O comportamento térmico dos materiais encapsulados foi semelhante ao obtido em
spray dryer, uma vez que os hidrolisados encapsulados apresentaram temperaturas de fusao
superiores aos hidrolisados proteicos livres. Além disso, 0 encapsulamento em nanospray dryer
resultou em picos endotérmicos em temperaturas mais elevadas. O H90EN apresentou dois
picos de fusdo, o primeiro ocorreu em 114,4 °C e o segundo em 215,7 °C. A fusdo do H120
encapsulado em nanospray dryer (H120EN) ocorreu em 196,3 °C.

Os resultados apresentados indicam que os métodos de secagem por atomizacgao
foram eficientes para encapsular ambas as amostras de hidrolisados proteicos, pois de acordo
com Nogueira, Prestes e Burkert (2017) quando o material encapsulado ndo apresenta eventos
endotérmicos na temperatura em que o composto ativo apresenta, h4 protecdo do composto
ativo pelo encapsulamento. Entre os materiais encapsulados, o H120EN além de apresentar
maior temperatura de fuso, apresentou maior entalpia de fuséo (205,68 J g*) (Apéndice Tabela
Al) o que indica maior estabilidade da amostra, pois maior energia € requerida para mudar a
conformacao das proteinas (FRYDENBERG et al., 2016).

3.3.4. Morfologia e distribui¢io de tamanho

As micrografias mostram que a gelatina apresenta forma esférica de menor tamanho
e maior dispersibilidade do que os hidrolisados proteicos (Figura 3c e Figura 4c). A morfologia
dos hidrolisados proteicos livres é ndo uniforme e de tamanho amplo. J& os materiais
encapsulados apresentaram maior tamanho do que a gelatina, porém com morfologia mais
uniforme do que os hidrolisados livres, tanto em spray dryer quando em nanospray dryer o que
indica o encapsulamento dos hidrolisados na estrutura da gelatina.

Observou-se aglomeracédo das particulas encapsuladas para ambos os tratamentos.
Esse resultado era esperado devido ao baixo potencial zeta (Tabela 3). Esse comportamento foi
observado com maior intensidade para os hidrolisados encapsulados em spray dryer (menor
potencial zeta), que apresentaram uma espécie de rede entre as particulas (Figura 3a e 3b), do
que para os hidrolisados encapsulados em nanospray dryer (Figura 4a e 4b). Formas
arredondadas e com particulas unidas umas as outras também foram encontradas por Gomez-
Mascaraque et al. (2016) ao encapsular hidrolisados proteicos de soro de leite com gelatina, 0

que pode indicar uma caracteristica da gelatina quando utilizada como material de revestimento
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para encapsular hidrolisados proteicos mediante secagem por atomizacgdo. Yang et al. (2015)
justificaram a aglomeracdo de microcapsulas de gelatina pela alta proporcdo de material de
parede em relacdo ao composto ativo e pela alta viscosidade da gelatina, que faz com que as
particulas tenham maior adesédo. No presente estudo, a proporcdo de gelatina em relacéo ao
composto ativo foi a mesma para todos os tratamentos, 0 que indica que a secagem por
atomizacdo em nanospray dryer causa menor aglomeracdo das particulas do que em spray
dryer.

Figura 3 - Micrografias (MEV) de hidrolisados proteicos de Spirulina livres e

encapsulados por Spray drying. Ampliacao de 500 x.

H90ES H120ES GS

H90S H120S

H90ES; hidrolisado obtido em 90 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido
em 120 min de reacdo encapsulado em spray dryer; GS: gelatina atomizada em spray dryer; H90S: hidrolisado
proteico obtido em 90 min de reacdo atomizado em spray dryer; H120S: hidrolisado proteico obtido em 120 min

de reacdo atomizado em spray dryer.

O menor tamanho, em média, de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18
encapsulado com gelatina foi obtido para a amostra H120 em nanospray dryer (1,17 + 1,48
pm). Esse resultado pode estar relacionado com o potencial zeta dessa amostra. De acordo com
Tachaprutinun et al. (2009), particulas pequenas se dispersam melhor em solucdo aquosa e por
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isso apresentam maiores valores absolutos de potencial zeta do que particulas maiores.
Particulas de até aproximadamente 12 um foram obtidas pelo encapsulamento em nanospray

dryer, enquanto que particulas de até 32 um foram obtidas em spray dryer (Figura 5).

Figura 4 - Micrografias (MEV) de hidrolisados proteicos de Spirulina livres e

encapsulados por Nanospray drying. Ampliacéo de 500 x.

H120N

H90EN; hidrolisado obtido em 90 min de reacdo encapsulado em nanospray dryer; H120EN: hidrolisado proteico
obtido em 120 min de reacdo encapsulado em nanospray dryer; GN: gelatina atomizada em nanospray dryer;
H90N: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo atomizado em nanospray dryer; H120N: hidrolisado

proteico obtido em 120 min de reagdo atomizado em nanospray dryer.

O menor tamanho das particulas obtidas em nanospray dryer também pode estar
relacionado a maior inibicdo do radical DPPH para essas amostras. Nanoparticulas
proporcionam aumento da area superficial disponivel para interagdo com 0s compostos
quimicos/biologicos (NAIR et al., 2010), bem como com DPPH (SHABESTARIAN et al.,
2017), o que pode ter proporcionado aumento da atividade antioxidante frente a este radical

para 0 H120EN que apresentou o menor tamanho.
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Figura 5 - Distribuicdo de diametro de particulas de hidrolisados proteicos de Spirulina

encapsulados com gelatina por Spray drying (a) e Nanospray drying (b).
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GS: gelatina atomizada em spray dryer; H90ES; hidrolisado obtido em 90 min de rea¢do encapsulado em spray
dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacdo encapsulado em spray dryer; GN: gelatina
atomizada em nanospray dryer; H90EN; hidrolisado obtido em 90 min de reagdo encapsulado em nanospray

dryer; H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacdo encapsulado em nanospray dryer.

Particulas de menor tamanho eram esperadas de se obter por nanospray drying
devido ao menor tamanho e atuacdo piezoelétrica do bico atomizador. O atuador é acionado a
uma frequéncia ultrassodnica, que faz com que uma membrana fina de aco inoxidavel perfurada
vibre, ejetando milhdes de goticulas de tamanho preciso a cada segundo, com distribuicdo de
tamanho de goticulas pequenas (FATHI; MARTIN; MCCLEMENTS, 2014). Apesar do valor
médio de tamanho de particulas ser superior a 1 pum, nanoparticulas foram obtidas pela
encapsulacdo em nanospray dryer do H120 com frequéncia de 74 %, enquanto que para o H90
41 % das particulas apresentaram-se em escala nanométrica (menor que 1 pum) (Figura 5). O
tamanho reduzido das particulas influencia suas propriedades fisico-quimicas, como
propriedades térmicas, mecanicas, eletrostaticas e quimicas, e biolégicas como propriedades
bioativas, resultando em novas aplicagbes como em alimentos funcionais (BHUSHANI,
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; DURAN; MARCATO, 2013).



93

4. CONCLUSAO

O encapsulamento por atomizacao foi capaz de proteger a atividade antioxidante
(DPPH) dos hidrolisados estudados. O processo em nanospray dryer proporcionou o maior
rendimento e eficiéncia de encapsulamento do que o spray dryer, sendo que o encapsulamento
do hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo foi mais eficiente em comparacdo ao
hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo. O encapsulamento em spray dryer e
nanospray dryer gerou microparticulas e nanoparticulas mais estaveis termicamente do que 0s
hidrolisados proteicos ndo encapsulados. Entre os tratamentos avaliados, 0 material gerado pelo
nanoencapsulamento de hidrolisados proteicos obtidos em 120 min de reacdo foi o que
apresentou maior estabilidade eletrostatica e térmica. De acordo com os resultados encontrados,
a técnica de secagem por atomizacdo foi eficiente para preservar a atividade antioxidante de
hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18, assim esses tém potencial para aplicacdo em

alimentos funcionais.
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ARTIGO 3
HIDROLISADO PROTEICO DE Spirulina ENCAPSULADO POR NANOSPRAY DRYING:
ESTABILIDADE E APLICACAO EM GELATINA SABOR LIMAO






RESUMO

A estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18
encapsulados por nanospray drying, utilizando gelatina como material de parede, foi avaliada
em condicBes de processamento de alimentos e ap6s digestdo in vitro. A aplicagdo desses em
sobremesa do tipo gelatina sabor limé&o foi avaliada quanto aos parametros de cor, textura e
atividade antioxidante. Os resultados indicaram que o encapsulamento do hidrolisado proteico
manteve a atividade antioxidante em baixo pH, em diferentes tratamentos térmicos e com a
adicdo de cloreto de sodio. Além disso, houve aumento da capacidade antioxidante do
hidrolisado proteico encapsulado apés digestdo gastrointestinal simulada. A cor e a textura da
sobremesa de gelatina foram mantidas com a adi¢do do hidrolisado proteico encapsulado e a
atividade antioxidante desses alimentos foi aumentada. Este estudo indica que a adicdo de
hidrolisados proteicos microalgais é capaz de proporcionar bioatividade a alimentos. Além
disso, estes compostos apOs processados, armazenados e digeridos, ainda conferem sua

atividade.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; composto bioativo; cor; perfil de textura.
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1 INTRODUCAO

Compostos bioativos despertam a atencdo de pesquisadores devido as propriedades
funcionais que podem proporcionar, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
carcinogénica e antimicrobiana (GIACONIA et al., 2020). Um composto bioativo, também
chamado de composto funcional, é qualquer componente presente no alimento que proporciona
algum efeito benéfico ao organismo quando consumido (GRAJEK; OLEJNIK; SIP, 2005).
Algumas das motivagdes que impulsionam as pesquisas por compostos bioativos incluem o
interesse dos consumidores na prevencdo de problemas de saude, no aumento do custo dos
cuidados com a saude, no aumento da expectativa de vida e no desejo por melhorar a qualidade
de vida (BIGLIARDI; GALATI, 2013; BOGUE; COLLINS; TROY, 2016). De acordo com
relatorio da Grand View Research (2016), o aumento da preocupacdo com a saude pelo
consumidor impulsionara o crescimento no mercado global de ingredientes bioativos para
aproximadamente 52 bilhGes de ddlares até 2024.

A inclusdo de compostos antioxidantes na dieta € uma maneira de promover saude
pois esses compostos sdo capazes de aumentar o equilibrio de antioxidantes e pré-oxidantes no
corpo humano. Peptideos antioxidantes de fontes alimenticias sdo considerados compostos
seguros e que promovem salde. Eles tornam-se mais atrativos do que outros antioxidantes ndo
peptidicos pois podem conferir outras propriedades como atividade anti-hipertensiva,
hipocolesterolémica, antibacteriana e imunomodulatéria (SAMARANAYAKA,; LI-CHAN,
2011).

Em comparacdo com antioxidantes de fontes ndo naturais, os peptideos possuem
menor massa molecular, sdo mais facilmente absorvidos pelo organismo e sdo menos provaveis
de apresentarem reac6es imune adversas (LIU et al., 2010). Peptideos microalgais com amplo
espectro de propriedades ativas, como antioxidantes (LISBOA; PEREIRA; COSTA, 2016),
anti-hipertensivos (HEO et al., 2017; SHEIH; FANG; WU, 2009), anti-inflamatérios (VO,;
RYU; KIM, 2013) e antitumorais (KANG; KIM, 2013) tém sido relatados na literatura. No
entanto, condi¢des de processamento, armazenamento de alimentos e do trato gastrointestinal
podem promover alteracdo da sua bioatividade (AO; LI, 2013; GIROUX; ROBITAILLE;
BRITTEN, 2016; ZHU et al., 2014). Neste contexto, técnicas de encapsulamento séo estudadas
para aumentar a estabilidade de compostos ativos, como peptideos de fontes alimenticias, para
promover satde humana (MOHAN et al., 2015).

Gelatina ¢ um polimero capaz de formar hidrogel, obtido de fontes naturais,

comercialmente disponivel a baixo custo e amplamente utilizado para conferir textura em
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alimentos como em iogurtes, sobremesas e produtos carneos (RAJABI et al., 2015;
SCHRIEBER; GAREIS, 2007; WANG et a., 2012). Devido a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, e diversos grupos ativos disponiveis para interagir
com moléculas alvo, a gelatina vem sendo amplamente estudada como carreadores de
compostos ativos nas Ultimas décadas (ELZOGHBY, 2013). Nesse contexto, além de ser
utilizada para conferir textura, a gelatina tem sido estudada como material de parede para liberar
de forma controlada e aumentar a estabilidade desses compostos (GOMEZ-MASCARAQUE;
LAGARON E; LOPEZ-RUBIO, 2015; HORUZ; BELIBAGLI, 2018; SILVA et al., 2018).

Sobremesas a base de gelatina sdo constituidas de 1 a 3 % de gelatina, aglcares e/ou
edulcorantes, aromatizantes e podem conter aditivos regulados por legislacdo especifica
(BERTE et al., 2011; McGEE, 2004). Elas sdo amplamente consumidas por criancas e adultos,
séo de facil preparo e estdo entre as sobremesas de maior aceitagcdo por criancas e adolescentes
(BARBOSA et al., 2013; KOMAIKO; McCLEMENTS el al., 2015). Devido a isso, séo
candidatos adequados a fortificacdo com agentes bioativos promotores de saide (KOMAIKO;
McCLEMENTS el al., 2015).

Logo, esse estudo objetivou a avaliacdo da estabilidade da atividade antioxidante
de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado com gelatina frente a diferentes
pH, tratamentos térmicos, concentracdes de cloreto de sodio e apos digestdo gastrointestinal
simulada. Além disso, adicionar o hidrolisado proteico encapsulado e ndo encapsulado em
sobremesa comercial a base de gelatina, avaliando a atividade antioxidante conferida a este

alimento.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Enzima Protemax 580L de Bacillus licheniformis foi gentilmente cedida pela
Prozyn (S&o Paulo, SP, Brasil). Gelatina alimenticia de origem bovina tipo B (240 bloom) foi
gentilmente cedida pela empresa Gelita (S&o Paulo, SP, Brasil) e utilizada como material de
parede para o encapsulamento do hidrolisado proteico em nanospray dryer. Mistura em pé
comercial para sobremesa de gelatina sabor limao (Fleishmann, AB Brasil Industria e Comércio
de Alimentos Ltda, Brasil) foi adquirida do comércio local e utilizada para adicionar hidrolisado

proteico de Spirulina sp. LEB 18.
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2.2 OBTENCAO DO HIDROLISADO PROTEICO

O hidrolisado proteico para realizacdo deste estudo foi obtido de biomassa
microalgal de Spirulina sp. LEB 18, obtida e caracterizada como descrito previamente por
Pereira, Lisboa e Costa (2018). As proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foram
hidrolisadas com a enzima Protemax 580L de Bacillus licheniformis. As rea¢fes enzimaticas
foram realizadas de acordo com Pereira et al. (2019), em biorreator do tipo frasco agitado,
utilizando as condicBes em que estes autores obtiveram maior grau de hidrdlise: 4 % m v* de
substrato e 5 U mL? de enzima, 100 mL de volume reacional e 120 min de reagdo (este
hidrolisado foi denominado H120).

2.3 ENCAPSULAMENTO DO HIDROLISADO PROTEICO

O hidrolisado proteico foi encapsulado por atomizagcdo, em nanospray dryer
(Buchi, B-90, Suica), com gelatina, de acordo com Gémez-Mascaraque et al. (2016). A solucao
foi preparada com 1 % (m v!) de sdlidos totais em acido acético 2 % (v v1). A proporgéo de
hidrolisado proteico foi 30 % (m m™) em relagdo aos sélidos totais. O didmetro dos poros da
membrana em que a solucdo foi atomizada em atuador piezoelétrico foi 7 um. A temperatura
do ar de secagem na entrada foi 110 °C, mantendo-se em 40 + 2 °C na saida. A pressdo de
operacéo foi mantida em 30 mBar, com vazio de ar de secagem de 150 L h', e as particulas
depositadas no cilindro coletor de particulas, devido a voltagem aplicada de 15 kV, foram

coletadas.

2.4 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO HIDROLISADO PROTEICO
ENCAPSULADO

Solugdes de hidrolisados proteicos encapsulados (10 mg mL™) foram preparadas
em 4acido acético 20 % (v v!) de acordo com Gémez-Mascaraque, Lagaron e Lopez-Rubio
(2015). As amostras foram submetidas a diferentes ensaios para avaliagdo do efeito do
tratamento térmico, pH, concentracdo de NaCl na atividade antioxidante do hidrolisado proteico
de Spirulina sp. LEB 18. Solucéo de hidrolisado proteico encapsulado a 3 % m v em agua
destilada foi preparada para avaliacdo da estabilidade frente a digestdo in vitro. Apos 0s
tratamentos, as suspensdes foram homogeneizadas por 5 min em agitador vortex, centrifugadas

(660 x g por 15 min) e o sobrenadante foi utilizado para determinacgéo da atividade antioxidante.
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2.4.1 Efeito do pH, tratamento térmico, concentracdo de NaCl e digestdo in vitro na

atividade antioxidante do hidrolisado proteico encapsulado

O efeito do pH foi avaliado segundo Jang; Liceaga e Yoon (2016), com
modificacdes. Os ensaios foram realizados em tampdo pH 4, pH 6 e em agua destilada (ensaio
controle), diluindo-se a suspenséo de hidrolisado proteico encapsulado (10 mg mL™) em uma
proporcdo 1:1 (v v't) com solugdo tampao em pH correspondente. As solugdes foram mantidas
em repouso a temperatura ambiente por 1 h.

O efeito do tratamento térmico foi avaliado conforme Jang, Liceaga e Yoon (2016).
A suspenséo de hidrolisado proteico encapsulado foi submetida a —18, 4 e 25 °C por 24 h, 63
°C por 30 min e 100 °C por 5 min. A atividade antioxidante do ensaio sem tratamento térmico
foi determinada no sobrenadante imediatamente apds o preparo da suspensao do hidrolisado
proteico.

O efeito da presenca de cloreto de sodio (2, 4, 6 e 8 % m m™) foi avaliado de acordo
com método proposto por Zhu et al. (2014). As solucbes foram mantidas a 100 °C por 15 min
e resfriadas em banho de gelo para determinac&o da atividade antioxidante remanescente. Agua
destilada foi utilizada para realizaco do ensaio sem tratamento (0 % NaCl m m™).

A estabilidade frente a acdo de enzimas digestivas, pepsina e pancreatina, foi
avaliada conforme Zhu et al. (2008), utilizando 3 % m v'* de hidrolisado proteico encapsulado.
O ensaio controle foi realizado sem a adi¢éo de enzimas digestivas.

2.4.2 Determinacdo da atividade antioxidante do hidrolisado proteico encapsulado

A atividade antioxidante foi avaliada por 3 métodos distintos. A capacidade de
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada de acordo com
Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) adaptado por Maadane et al. (2015). Aliquotas de 50
uL do sobrenadante descrito no item 2.4 foram adicionadas de 250 uL de DPPH 60 umol Lt e
deixadas em repouso ao abrigo de luz por 60 min. Apds, a absorbancia foi medida em 515 nm
em leitora de microplacas (Celer Biotecnologia S.A, Polaris MA616, Brasil), descontada da abs
do branco (amostra e alcool metilico), em relacdo a abs do controle (acido acético 20 % e

DPPH), conforme equacéo (1).
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Capacidade de lnlbl(;éo (%): [ 1 - (abSamostra‘abSbranco/abScontrole)]X 1 00 (l)

A inibicdo do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulf6nico)
(ABTS) foi determinada de acordo com Re et al. (1999) adaptada por Sadat et al. (2011).
Solucio estoque de ABTS 7 mmol L em agua destilada foi preparada. O radical ABTS foi
preparado misturando-se 1 mL dessa solugdo com 17,6 pL de persulfato de potassio
140 umol L e deixado em repouso em temperatura ambiente por 16 h. Em seguida, essa
solucéo foi adicionada de alcool etilico até alcancar absorbancia de 0,700 £ 0,005 em 734 nm.
Aliquotas de 2 pL de amostra foram misturadas com 198 pL do radical ABTS e a absorbancia
foi medida a 734 nm ap6s 6 min de reacdo em leitora de microplacas (Celer Biotecnologia S.A,
Polaris MA616, Brasil). (RE et al., 1999). O célculo da atividade antioxidante foi realizado de
acordo com a equacéo (1), em que a abs do branco se refere a leitura da abs da mistura de
amostra e alcool etilico e a abs do controle refere-se a mistura de acido acético e solugédo de
ABTS.

O poder redutor foi determinado de acordo com Oyaizu (1986) adaptado por Yen,
Chen (1995). Aliquotas do sobrenadante foram diluidas (1:1 v v') com tampdo fosfato de sodio
pH 6,6 e 70 uL dessa solucdo foram adicionadas de 35 L de ferricianeto de potassio 1 %
(m v1), acondicionados em banho-maria a 50 °C durante 20 min. Acido tricloroacético (TCA)
10 % m v (33 pL) foi adicionado. Em seguida, agua destilada (135 pL) e 27 pL de cloreto
férrico 0,1 % m v foram adicionados. Ap6s 10 min em temperatura ambiente, a absorbancia
foi medida a 700 nm em leitora de microplacas (Celer Biotecnologia S.A, Polaris MA616,
Brasil). A capacidade das amostras de reduzir Fe** a Fe?* foi verificada através do aumento da

absorbancia.

2.5 APLICACAO DO HIDROLISADO PROTEICO EM SOBREMESA DE GELATINA
SABOR LIMAO

Sobremesa de gelatina comercial sabor liméo foi adicionada de hidrolisado proteico
de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado (HE) em concentragdes de 2,5; 5 e 7,5 % (m m™). Logo,
a concentracdo de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 nessas formulagdes foi 0,75;
1,5 e 2,25 % (m m™), respectivamente. Essas concentracdes foram selecionadas de modo a néo
ultrapassarem a dose diaria recomendada de 1,6 g de Spirulina por por¢édo (BRASIL, 1999a).
Formulages contendo hidrolisado proteico livre (HL) foram elaboradas e sobremesa comercial

a base de gelatina sabor liméo sem adic&o de hidrolisado proteico foi utilizada como controle
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(Tabela 1). As quantidades de sobremesa comercial de gelatina sabor liméo, hidrolisado
proteico livre e hidrolisado proteico encapsulado indicadas na Tabela 1 foram pesadas,
misturadas e adicionadas de 100 mL de dgua mineral. As suspens@es foram aquecidas a 40 °C

por 5 min sob agitacao e refrigeradas (4 °C) até geleificacao.

2.6 CARACTERIZACAO DA SOBREMESA DE GELATINA SABOR LIMAO
ADICIONADA DE HIDROLISADO PROTEICO DE SPIRULINA sp. LEB 18

2.6.1 Atividade Antioxidante da sobremesa de gelatina sabor liméao

Tabela 1 - Formulagéo de gelatina sabor limé&o adicionada de hidrolisado proteico de
Spirulina sp. LEB 18 (100 mL de agua).

Sobremesa de gelatina Hidrolisado Hidrolisado proteico
Formulacéo
comercial sabor liméo (g) proteico (g) encapsulado (g)
Controle 6,000 - -
2,5H 5,955 0,045 -
2,5HE 5,850 - 0,150
5H 5,910 0,090 -
S5HE 5,700 - 0,300
7,5H 5,865 0,135 -
7,5HE 5,550 - 0,450

2,5H: gelatina adicionada de 2,5 % de hidrolisado proteico livre; 2,5HE: gelatina adicionada de 2,5 % de
hidrolisado proteico encapsulado; 5H: gelatina adicionada de 5 % de hidrolisado proteico livre; 5HE: gelatina
adicionada de 5 % de hidrolisado proteico encapsulado; 7,5H: gelatina adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico

livre; 7,5HE: gelatina adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico encapsulado.

Para avaliar a atividade antioxidante, as amostras de sobremesa de gelatina foram
ultracongeladas a —80 °C (Indrel, IULT 90-D, Brasil) e liofilizadas por 48 h (Liotop, L108,
Brasil). Solugdes contendo 100 mg mL™ de amostra foram preparadas em agua destilada. Apds,
0,6 mL dessa solucdo foram acrescentados de 0,4 mL de 4&cido acetico

20 % v v (concentragéo final de 60 mg mL™) e avaliadas quanto a capacidade de inibicdo do
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radical DPPH, ABTS e quanto ao poder redutor, conforme descrito no item 2.4.2. Para

avaliacdo do poder redutor, a solucdo foi diluida 10 vezes com tampéo fosfato de sédio pH 6,6.

2.6.2 Cor da sobremesa de gelatina sabor liméo

A cor das sobremesas de gelatina sabor limdo foi determinada em colorimetro
(Minolta, CR-400, Japao) utilizando o sistema de escala de cor da Comisséo Internacional de
lluminacdo para determinar os parametros de cor L*, a* e b*, com iluminante padrdo D65 e
angulo de observacéo de 2°. Os valores de L* representam a luminosidade e os valores de a* e
b*, as coordenadas de cromaticidade, em que a* varia de verde para vermelho (-a*: verde, +a*:
vermelho) e b* varia de azul para amarelo (-b*:azul, +b*:amarelo) (CIE, 1986). Para converter
a média dos de L*, a* e b* em cor, para fim de demonstracao, foi utilizado o software livre Nix

Color Sensor.

2.6.3 Perfil de textura da sobremesa de gelatina sabor liméo

As amostras de sobremesa de gelatina sabor lim&o foram colocadas em recipientes
de acrilico de 3,2 cm de didametro até completar 30 mm de altura e analisadas em texturémetro
(TA-XT plus, Stable Micro Systems, Inglaterra) com célula de carga de 50 kg. O perfil de
textura foi avaliado utilizando probe cilindrico de teflon (0,5) em temperatura ambiente. A
velocidade do teste foi 0,5 mm s, do pré-teste foi 2 mm s™e pds-teste de 3 mm s, de acordo
com Xiaetal. (2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO HIDROLISADO
PROTEICO ENCAPSULADO

3.1.1 Efeito do pH na atividade antioxidante de hidrolisado proteico de Spirulina sp.

LEB 18 encapsulado

O encapsulamento foi capaz de proteger a capacidade de inibir o radical ABTS do
hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo (H120) ao submeté-lo em pH &cido e de baixa
acidez. Apds os tratamentos, a atividade antioxidante permaneceu em aproximadamente 20 %,

ndo diferindo significativamente da amostra sem tratamento (Figura la). Esse resultado é
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promissor para a aplicagdo em sistemas alimenticios acidos, como em sobremesas gelatinosas
que possuem pH em torno de 4 (PALAZZO, 2008), pois mesmo em baixo pH, o hidrolisado
proteico de Spirulina pode inibir processos oxidativos com a mesma eficacia. Hidrolisados
proteicos de Spirulina sp. LEB 18 livres apresentaram reducdo da capacidade de inibicdo do
radical ABTS em meio &cido (pH 4) e de baixa acidez (pH 6) (PEREIRA et al., 2019).

Figural - Estabilidade de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado por

Nanospray drying em relacdo ao pH.
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Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p> 0,05). (a) Capacidade de inibir radical ABTS; (b)

Poder redutor.

No entanto o poder redutor do hidrolisado proteico encapsulado diminuiu com a
diminuigdo do pH (Figura 1b). Esse resultado indica que o pH pode ter afetado o mecanismo
de reacgdo, causando impedimento da doagdo de elétrons do hidrolisado proteico para reduzir
fons Fe* a Fe?*. A inibicdo do radical DPPH em diferentes pH no foi possivel de ser

determinada pois houve precipita¢do da solucéo.

3.1.2 Efeito da temperatura na atividade antioxidante de hidrolisado proteico de
Spirulina sp. LEB 18 encapsulado

A capacidade de inibi¢éo do radical ABTS do hidrolisado proteico encapsulado foi

mantida em todos os tratamentos térmicos aplicados, exceto em temperatura ambiente (Figura
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2a). Em estudos realizados por Pereira et al. (2019), hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB
18 nédo encapsulados apresentaram menor capacidade de inibi¢do do radical ABTS em todos os
tratamentos térmicos em relacdo ao controle, o que indica que o encapsulamento evitou a perda
da atividade antioxidante frente ao radical ABTS para os tratamentos, exceto em temperatura
ambiente. O tempo de exposicdo do hidrolisado encapsulado a temperatura ambiente pode ter
favorecido a perda da capacidade de inibir o ABTS em relagdo aos tratamentos em temperatura

superior a 25 °C.

Figura2 - Estabilidade de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado por
Nanospray drying em relacdo ao tratamento térmico.
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Além disso, pode-se observar que a capacidade de inibicdo do radical DPPH e o
poder redutor do hidrolisado encapsulado em todos os tratamentos aplicados ndo diferiu
significativamente em relacdo ao tratamento controle (Figura 2b e 2c). Pereira et al. (2019)
verificaram que hidrolisados proteicos de Spirulina livres perderam atividade de inibicdo do
DPPH quando submetidos a refrigeragdo, temperatura ambiente e cocgdo. Os resultados obtidos
no presente estudo sugerem que o encapsulamento do hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB

18 proporcionou estabilidade da atividade antioxidante de inibicdo do DPPH.

3.1.3 Efeito da concentracéo salina na atividade antioxidante de hidrolisado proteico de

Spirulina sp. LEB 18 encapsulado

Em todas as concentracdes de NaCl testadas, a captura dos radicais ABTS e DPPH
manteve-se estavel pois a atividade antioxidante desses ensaios ndo diferiu significativamente
do ensaio controle (Figura 3a e 3b). Com relagdo ao poder redutor, o hidrolisado proteico
encapsulado foi capaz de reduzir Fe3* igualmente ao controle em concentragdes de NaCl de até
6 % m m™. No entanto, o incremento de 8 % m m de NaCl reduziu significativamente o poder

redutor, em relacdo ao controle.

Figura3 - Estabilidade de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado por

Nanospray drying em relacdo a concentracdo de cloreto de sédio.
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Segundo Liu et al. (2017), o aumento da concentracdo de NaCl pode causar
diminuicdo da atividade antioxidante devido a diminui¢do da solubilidade pelo efeito salting
out dos peptideos. Entretanto, a inibicdo dos radicais ABTS e DPPH foi mantida com o
encapsulamento, exceto para o poder redutor, no tratamento com 8 % (m m™) de NaCl. Logo,
esses resultados indicam que a incorporacdo de peptideos antioxidantes de Spirulina sp. LEB
18 encapsulados em alimentos que contenham NaCl em sua composicéo pode ser realizada sem
prejuizos a sua atividade bioldgica.

3.1.4 Efeito da digestdo in vitro na atividade antioxidante de hidrolisado proteico de
Spirulina sp. LEB 18 encapsulado

Pode-se observar (Figura 4) que a atividade antioxidante, avaliada pelos métodos
de captura do radical ABTS, DPPH e poder redutor, do hidrolisado proteico encapsulado
aumentou apo6s a digestdo gastrointestinal, em aproximadamente 25, 115 e 61 %,
respectivamente. A digestdo simulada de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 livre,
obtido em 120 min de reacdo no estudo realizado por Pereira et al. (2019), foi capaz de aumentar

a inibicdo do DPPH e do poder redutor, porém houve decréscimo da inibi¢do do radical ABTS.

Figura4 - Estabilidade de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado por

Nanospray drying em relacdo a acdo de enzimas digestivas.
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O estudo da estabilidade de peptideos antioxidantes em condic¢Ges gastrointestinais
simuladas é muito importante pois doencas do trato gastrointestinal estdo particularmente
relacionadas as espécies reativas de oxigénio, por ser um local naturalmente oxidante (LIU et
al., 2017). O aumento da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos apds digestdo pode
ser atribuido a formacdo de novos peptideos pela acdo das enzimas proteoliticas (SHI et al.,
2019). Ao encapsular hidrolisados proteicos, a acdo dessas enzimas pode ser reduzida em
compostos encapsulados (CIAN et al., 2019), tal efeito ndo foi observado nesse trabalho. O
encapsulamento foi capaz de manter a atividade antioxidante intrinseca do H120 e além disso,
ao encontrar condigdes do trato gastrointestinal, o hidrolisado proteico teve sua atividade

antioxidante aumentada.

3.2 CARACTERIZACAO DA SOBREMESA DE GELATINA SABOR LIMAO
ADICIONADA DE HIDROLISADO PROTEICO DE SPIRULINA sp. LEB 18

3.2.1 Atividade antioxidante da sobremesa de gelatina sabor limé&o

Pode-se observar que a capacidade de inibir o radical DPPH das amostras
adicionadas do hidrolisado proteico foi aproximadamente 3 vezes superior a atividade
antioxidante da amostra controle (gelatina comercial) (Tabela 2). O incremento da concentragéo
de hidrolisado proteico adicionado e o encapsulamento ndo influenciaram na capacidade de
inibir o radical DPPH, pois ndo houve diferenca significativa entre as amostras.

A atividade antioxidante frente ao radical ABTS da amostra 2,5H foi
significativamente igual & da amostra 7,5HE. Isso indica que a capacidade de inibir o radical
ABTS proporcionada pelo hidrolisado proteico a gelatina ndo possui efeito dose dependente.
Mesmo na forma livre, o hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 conferiu atividade
antioxidante a sobremesa de gelatina sabor limdo na concentracdo de 2,5 %, ndo diferindo
significativamente da atividade antioxidante da sobremesa de gelatina adicionada de
hidrolisado encapsulado.

Para todos os métodos avaliados houve aumento da atividade antioxidante em
relacdo ao controle. Logo, a adi¢do de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 encapsulado
e ndo encapsulado em sobremesa a base de gelatina tornou esse alimento promissor para o

mercado de alimentos adicionados de compostos que proporcionam beneficios a saude.
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Tabela 2 - Atividade antioxidante de gelatina de limdo adicionada de hidrolisado
proteico de Spirulina sp. LEB 18.

Formulacéo DPPH (%) ABTS (%) Poder redutor (abs)

Controle 11,50 +1,2 6,39+ 1,1 0,152° + 0,038
2,5H 35,72+ 2,7 26,8 + 3,2 0,245% + 0,033
2,5HE 38,5+ 3,3 19,1+ 4,3 0,290 + 0,076
5H 37,22+ 0,9 22,8%°+55 0,298? + 0,057
5HE 36,72+ 3,1 175°+35 0,3202 + 0,007
7,5H 35,28+ 3,8 26,0 + 22 0,3382 + 0,038
7,5HE 34,6% + 3,2 20,03+ 2,9 0,3522 + 0,011

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05). 2,5H: gelatina adicionada de
2,5 % de hidrolisado proteico livre; 2,5HE: gelatina adicionada de 2,5 % de hidrolisado proteico encapsulado; 5H:
gelatina adicionada de 5 % de hidrolisado proteico livre; SHE: gelatina adicionada de 5 % de hidrolisado proteico
encapsulado; 7,5H: gelatina adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico livre; 7,5HE: gelatina adicionada de 7,5

% de hidrolisado proteico encapsulado.

3.2.2 Cor da sobremesa de gelatina sabor liméo

As amostras adicionadas de hidrolisado proteico livre e encapsulado apresentaram
colorac@o mais escura do que a amostra controle. Isso pode ser observado na Tabela 3, em que
0 parametro de luminosidade (L*) diminuiu significativamente para as amostras contendo a
maior concentracdo de hidrolisado proteico encapsulado (7,5HE) e ndo encapsulado (7,5H). A
adicdo de até 5 % de hidrolisado, encapsulado ou ndo, ndo provocou diferenca significativa no
parametro de luminosidade L*. Elevadas concentracGes de biomassa de Spirulina também
causaram diminuicdo de luminosidade de massas alimenticias nos estudos de Ozyurt et al.
(2015). Embora a luminosidade das amostras 7,5H e 7,5HE tenha sido menor do que a da
amostra controle, ndo foi observada diferenca significativa em relagdo as amostras que tiveram
adicdo de hidrolisado proteico livre e encapsulado nas demais concentraces.

Os valores negativos de a* e positivos de b* indicam que as amostras tendem a
tonalidade verde. Pode-se observar que a amostra 7,5H apresentou o menor valor de a* em
modulo indicando a maior diferencga desse parametro em relagdo ao controle. Em comparagédo

com a amostra adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico, porém encapsulado (amostra
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7,5HE), pode-se dizer que o encapsulamento evitou que a adigdo de hidrolisado proteico
interferisse na coloracdo da amostra controle, pois a amostra 7,5HE apresentou valor de a* mais
préximo ao controle do que a amostra 7,5H. Quanto maior o valor em modulo dos parametros
a* e b* maior sera a saturacdo da cor, que significa maior pureza da cor (PATHARE; OPARA;
AL-SAID, 2013). Logo, a amostra 7,5HE apresentou maior saturacéo da cor verde, do que a
amostra 7,5H. Em relagdo a amostra controle, a amostra adicionada de 2,5% de hidrolisado

proteico encapsulado nédo apresentou diferenca significativa do valor a*.

Tabela 3 - Pardmetros de cor de gelatina com e sem adicao de hidrolisados proteicos de
Spirulina sp. LEB 18 encapsulados em Nanospray dryer.

Formulacéo L* a* b* Cor

Controle 54,912 + 1,41 -31,192+ 3,79 38,11* + 3,50 -
2,5H 50,74% + 3,63 -26,49 +128  37,98%+1,62 -
2,5HE 48,75® + 3,73 -29,46% + 1,74 38,542+ 252 -
5H 48,24% + 327 -19,639+1,89  33,89% + 3,39 -
5HE 50,13 +395  -2403°+1,61  37,11%%2,15 -
7,5H 37,61°+ 3,01 -1453¢+156  26,76" + 3,53 -
7.5HE 4824402  -1913':188  3398'x350 [N

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05). 2,5H: gelatina adicionada de
2,5 % de hidrolisado proteico livre; 2,5HE: gelatina adicionada de 2,5 % de hidrolisado proteico encapsulado; 5H:
gelatina adicionada de 5 % de hidrolisado proteico livre; 5HE: gelatina adicionada de 5 % de hidrolisado proteico
encapsulado; 7,5H: gelatina adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico livre; 7,5HE: gelatina adicionada de 7,5

% de hidrolisado proteico encapsulado.

Com excecdo da amostra 7,5H, o parametro de cor b* das demais amostras néo
diferiu significativamente em comparagdo com a amostra controle. O aumento da quantidade
adicionada de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 pode ter causado a diminuicdo do
valor de b*, o que significa que a gelatina apresentou maior intensidade de cor azul do que as
demais amostras. Esse fator pode indicar a presenca do hidrolisado proteico na amostra, o que

nédo é desejavel pois descaracteriza a coloracdo original da gelatina sabor limdo. Isso nao foi
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observado nas amostras de gelatina adicionadas de hidrolisado proteico encapsulado em

nanospray dryer.

3.2.3 Perfil de textura da sobremesa de gelatina sabor liméo

O perfil de textura de amostras de gelatina foi avaliado para verificar se a adi¢éo de
hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 interfere nas caracteristicas mecanicas do alimento
e consequentemente nas caracteristicas sensoriais. Observa-se que as propriedades de dureza,
gomosidade e mastigabilidade ndo foram comprometidas com a incorporacdo de hidrolisado
proteico encapsulado, nas concentracdes de 2,5 % e 5 % comparados a amostra controle (Figura
5a).

Figura5 - Perfil de textura de gelatina de liméo adicionada de hidrolisado proteico de
Spirulina sp. LEB 18.
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2,5H: gelatina adicionada de 2,5 % de hidrolisado proteico livre; 2,5HE: gelatina adicionada de 2,5 % de
hidrolisado proteico encapsulado; 5H: gelatina adicionada de 5 % de hidrolisado proteico livre; 5SHE: gelatina
adicionada de 5 % de hidrolisado proteico encapsulado; 7,5H: gelatina adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico

livre; 7,5HE: gelatina adicionada de 7,5 % de hidrolisado proteico encapsulado.
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Além disso, a amostra 7,5H apresentou menor dureza, gomosidade e
mastigabilidade do que a amostra 7,5HE. Isso indica que nessa concentragdo de hidrolisado
proteico adicionada, o encapsulamento influenciou na textura, causando menor reducéo dessas
propriedades comparado a amostra ndo encapsulada.

Para o parametro de elasticidade (Figura 5b), o encapsulamento do hidrolisado
proteico de Spirulina sp. LEB 18 foi capaz de manter a propriedade de elasticidade igual a
amostra controle, mesmo na maior concentracdo de hidrolisado proteico adicionada. As
propriedades de coesividade e resiliéncia das gelatinas de limao para todas as concentracdes de
hidrolisado proteico encapsulado e ndo encapsulado adicionadas foram significativamente
iguais as propriedades da gelatina comercial.

4 CONCLUSAO

O encapsulamento de hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 aumentou a
estabilidade da atividade antioxidante frente a condi¢fes de armazenamento e processamento
de alimentos. Em condicGes simuladas do trato gastrointestinal, o hidrolisado proteico
microalgal teve sua atividade antioxidante aumentada para todos os métodos de avaliacdo
determinados. O encapsulamento do hidrolisado proteico de Spirulina sp. LEB 18 em
nanospray dryer evitou que a coloracdo da sobremesa comercial a base de gelatina fosse
alterada com a adicdo deste, 0 que € promissor para a aceitacdo desse produto. Essas sobremesas
adicionadas de hidrolisado proteico encapsulado tiveram sua atividade antioxidante aumentada,
sem alteracOes relevantes nas propriedades de cor e textura. Alimentos adicionados de
hidrolisados proteicos de microalgas sdo promissores para promocdo de salde aos
consumidores. Os resultados deste estudo indicaram a estabilidade da bioatividade do
hidrolisado proteico encapsulado frente ao armazenamento, processamento de alimentos e apos

sua digestao.
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CONCLUSAO GERAL

Os hidrolisados proteicos obtidos da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 possuem
potencial para proporcionar atividade biologica aos alimentos pois mesmo apds passarem por
condicdes de processamento e armazenamento de alimentos conferem atividade antioxidante,
tanto na sua forma livre quanto encapsulada. A escolha da sua forma livre ou encapsulada para
adicdo em alimentos dependera da aplicacdo desejada em funcéao de sua estabilidade.

O processo de encapsulamento em spray dryer e nanospray dryer protegeu a
atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de Spirulina. Em relacdo as propriedades
fisico quimicas, térmicas e morfoldgicas, o encapsulamento do hidrolisado proteico obtido em
120 min de reacdo em nanospray dryer apresentou melhores resultados do que o
encapsulamento em spray dryer. Além disso, proporcionou a estabilidade da atividade
antioxidante deste hidrolisado em diferentes pH, tratamentos térmicos, concentracdes de cloreto
de sodio e apos a acdo de enzimas digestivas. Portanto, o encapsulamento mediante secagem
por atomizacdo de hidrolisados proteicos de Spirulina em nanospray dryer é promissor para a
indUstria alimenticia.

A incorporacdo do hidrolisado proteico de Spirulina encapsulado em sobremesa de
gelatina sabor limdo conferiu atividade antioxidante a este alimento, protegendo suas
caracteristicas de coloracdo e textura. Com esses resultados de caracteristicas sensoriais aliados
a estabilidade da atividade antioxidante que esses compostos ativos possuem, é possivel
concluir que o desenvolvimento de alimentos adicionados de hidrolisados proteicos de
microalgas é favoravel ao mercado de produtos alimenticios que proporcionem beneficios a

saude.
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Tabela Al - Temperaturas de degradacéo e entalpias de fusdo de hidrolisados proteicos de
Spirulina encapsulados em Spray dryer e Nanospray dryer.

Amostra Temperatura de Entalpia de fusdo Entalpia de fuséo (J g*1)
degradacéo (° C) Jgh
GS 3249 90,69 -
H90S 277,3 43,97 9,97
H90ES 311,3 116,18 -
H120S 272,3 137,77 38,88
H120ES 311,5 178,94 23,19
HION 261,6 68,16 -
H90EN 307,5 40,5 12,18
H120N 271,6 47,87 -
H120EN 3114 205,68 -
GN 3241 10,89 16,2

GS: gelatina atomizada em spray dryer; H90S: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo atomizado em
spray dryer; H90ES: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado em spray dryer; H120S:
hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacéo atomizado em spray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido
em 120 min de reagdo encapsulado em spray dryer; H90ON: hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacéo
atomizado em nanospray dryer; H90EN: hidrolisado proteico obtido em 90 min de rea¢do encapsulado em
nanospray dryer; H120N: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo atomizado em nanospray dryer;
H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo encapsulado em nanospray dryer; GN: gelatina

atomizada em nanospray dryer.

Tabela A2 - Tamanho de hidrolisados proteicos de Spirulina encapsulados em Spray dryer e

Nanospray dryer.

Tamanho/Amostra GS GN H90ES H90EN HI120ES H120EN
Média £ DP (um) 1,34+1,08 0,35+0,34 2,17+2,41 2,80+3,00 5,25+1,60 1,17+1,48
Minimo (um) 0,37 0,12 0,36 0,36 0,38 0,36
Méaximo (um) 4,86 1,79 12,43 11,09 31,98 7,96

DP: Desvio padrdo; GS: gelatina atomizada em spray dryer; GN: gelatina atomizada em nanospray dryer; H90ES:
hidrolisado proteico obtido em 90 min de reacdo encapsulado em spray dryer; HO0EN: hidrolisado proteico obtido
em 90 min de reacdo encapsulado em nanospray dryer; H120ES: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reacéo
encapsulado em spray dryer; H120EN: hidrolisado proteico obtido em 120 min de reagdo encapsulado em

nanospray dryer.



