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RESUMO

A busca por terapias alternativas naturais tem aumentado o uso de compostos bioativos na
industria alimenticia e nutrac€utica. A ficocianina ¢ um composto bioativo com propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias, hepatoprotetoras, potencial anticancer, entre outros. No
entanto, sua baixa estabilidade quanto a luminosidade, temperatura e acidez limita sua
aplicagdo. A microencapsulacido ¢ uma técnica utilizada para preservar compostos bioativos e
aumentar sua biodisponibilidade. Este estudo objetivou avaliar a influéncia da propor¢ao
material de parede e nucleo sobre a biodisponibilidade da ficocianina e sua agdo anti-
inflamatoria in vitro. A ficocianina foi microencapsulada nas proporg¢des 0,75% e 1%, através
de gelificacdo idnica, utilizando alginato de s6dio como material de parede nas propor¢des
1% e 1,5%. As capsulas foram avaliadas quanto a morfologia, eficiéncia de encapsulacdo
(EE), grupos funcionais, estabilidade térmica, perfil de liberagdo em simulagdo do sistema
digestorio (pHs acido e basico) além do perfil antioxidante e anti-inflamatdrio. As proporcdes
de nucleo/material de parede ndo influenciaram significativamente a EE. O aumento de
alginato de sddio oacasinou aumento na solubilidade em agua das capsulas, porém, o aumento
da concentracdo de ficocianinas acarretou em diminuicdo deste parametro. Além disso, a
microencapsulacdo da ficocianina promoveu a manutencdo da estabilidade antioxidante
durante o armazenamento, na forma de microcapsulas (5 semanas). A ficocianina
microencapsulada apresentou inibicdo de desnaturagdo proteica de 95,96%, inibicdo de
protease de 72,5%, inibi¢do de hemolise induzida por solucdo hipotonica e por calor de
96,64% ¢ 96,56%, respectivamente. Em geral, as microcapsulas apresentaram resisténcia
térmica ¢ ao pH estomacal, possibilitando a liberacdo da ficocianina em pH intestinal,
conferindo sua biodisponibilidade e preservando suas propriedades funcionais. Diante disso, a
ficocianina microencapsulada apresentou potencial para reduzir a expressao de citocinas pro-
inflamatorias.

Palavras-chave: Anti-inflamatério. Biocomposto. Biodisponibilidade. Compostos bioativos.



ABSTRACT

The search for alternative therapies has increased the use of bioactive compounds in the food
and nutraceutical industry. Phycocyanin is a bioactive compound with antioxidant, anti-
inflammatory, hepatoprotective, anti-cancer potential, among others. However, its low
stability in terms of luminosity, temperature and acidity limits 1its application.
Microencapsulation is a technique used to preserve bioactive compounds and increase their
bioavailability. This study aimed to evaluate the core:wall material ratio on the bioavailability
of phycocyanin and its anti-inflammatory action in vitro. Phycocyanin was microencapsulated
in the proportions 0.75% and 1%, through ionic gelation, using sodium alginate as wall
material in the proportions 1% and 1.5%. The capsules were evaluated for morphology,
encapsulation efficiency (EE), functional groups, thermal stability, release profile in
simulation of the digestive system (acidic and basic pHs) in addition to the antioxidant and
anti-inflammatory profile. The core:wall material ratio did not significantly influence the EE.
The increase in sodium alginate caused an increase in the water solubility of the capsules,
however, the increase in the concentration of phycocyanins resulted in a decrease. In addition,
phycocyanin microencapsulation promoted the conservation of antioxidant stability during
storage, in the form of microcapsules (5 weeks). The microencapsulated phycocyanin showed
inhibition of protein denaturation of 95.96%, protease inhibition of 72.5%, inhibition of
hemolysis induced by hypotonic solution and heat of 96.64% and 96.56%, respectively. In
general, the microcapsules showed thermal and stomach pH resistance, enabling the release of
phycocyanin at intestinal pH, ensuring its bioavailability and preserving its functional
properties. Therefore, the microencapsulated phycocyanin showed potential to reduce the
expression of pro-inflammatory cytokines.

Keywords: Anti-inflammatory. Biocomposite. Bioavailability. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) tem se tornado uma ameaca a satde
humana devido ao crescente nimero de mortes decorrentes dessas doencas. Entre as DCNT
que mais causam mortes no mundo encontram-se as doencas do aparelho circulatorio, cancer,
diabetes mellitus e doengas neurodegenerativas (WHO, 2019). Além disso, diversas dessas
doengcas estao associadas a inflamagao cronica (KISHORE et al., 2019; BAI et al., 2021).

A inflama¢do ¢ um mecanismo fisioldgico de defesa contra estimulos exogenos e
endogenos, como infecgdes, patdgenos e lesdes teciduais. Apesar da inflamagdo ter sua
importante funcdo no organismo, pode tornar-se uma inflamagdo crdnica e, assim, contribuir
com o desenvolvimento de doengas como obesidade (VILLARROYA et al., 2018),
aterosclerose (KASIKARA et al., 2018), artrite reumatoide (CHIMENTI et al., 2015), doenga
inflamatoria intestinal, doenca de Alzheimer (HENEKA et al., 2015), depressao (KOOPMAN
et al., 2017), doenca de Parkinson (JOSHI; SINGH, 2018) e cancer (COUSSENS; WERB,
2002) . A busca por terapias alternativas como o uso compostos bioativos tem aumentado
(BAl eta., 2021).

A ficocianina é um pigmento de natureza proteica, caracteristico por sua coloragdo
azul intensa e por suas propriedades funcionais, como propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias, hepatoprotetoras, protecdo anticancer, entre outros (PATEL et al., 2005;
FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014; BERTOLIN et al., 2017; LIMA et al., 2018; HSIEH-LO
et al., 2019). Apesar da ficocianina ser utilizada na industria farmacéutica e alimenticia por
sua cor, seu uso ainda ¢ limitado devido sua instabilidade a luz e a outros fatores, como baixos
valores de pH, fortes forcas idnicas, altas temperaturas e presenca de dalcoois
(CHAIKLAHAN et al., 2012; FALKEBORG et al., 2018). Dessa forma, durante a ingestao,
sua bioatividade ¢ facilmente perdida devido ao pH estomacal extremamente baixo. Para
preservar as propriedades bioativas dos compostos funcionais, utiliza-se o método de
microencapsulacdo, no qual o composto ¢ retido dentro de um material polimérico protetor
(DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015). A microencapsulacdo permite que os compostos
bioativos sejam submetidos a situagdes adversas garantindo a estabilidade e a
biodisponibilidade para absor¢ao no intestino (JOYE, DAVIDOV-PARDO; McCLEMENTS,
2014; LI et al., 2015; WANG et al., 2014).

O grande potencial da ficocianina ja estudado e a escassez de resultados cientificos

sobre o efeito das propriedades funcionais da ficocianina microencapsulada, como suas
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propriedades anti-inflamatorias, evidenciam a necessidade de estudos, caracterizando esta
proposta como inovadora.

Diante disso, este estudo, que estd inserido na linha de pesquisa 2 do Programa de pos
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) e trabalha a Qualidade e
Propriedades Funcionais de Alimentos, incluido na tematica de Avaliagdo de Propriedades
Funcionais e Nutrac€uticas de Bioprodutos e Compostos, tem como objetivo analisar a acao
antioxidante e anti-inflamatodria da ficocianina livre e microencapsulada, além de caracterizar
as microcapsulas quanto a interacdes com meio, estabilidade térmica e liberacdo no pH
intestinal, visando a preservagdo das propriedades do biocomposto e sua biodisponibilidade.
Portanto, este estudo ¢ conduzido pelos seguintes questionamentos: o processo de
microencapsulacdo preserva a bioatividade da ficocianina em condi¢des adversas? A
ficocianina microencapsulada possui liberacdo do composto bioativo em pH intestinal? O

efeito anti-inflamatério da ficocianina € preservado pela microencapsulacao?
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFLAMACAO E DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), as doengas nao transmissiveis
tornaram-se mais proeminents nos ultimos anos. A cardiopatia isquémica foi a principal causa
de mortes entre os anos de 2000 e 2019, subindo de mais de 2 milhdes para quase 9 milhdes
de mortes, nesse periodo. Entre as 10 principais causas de morte, 7 sdo doengas ndo
transmissiveis, como acidente vascular encefalico, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
cancer de traqueia, bronquio e pulmdo, doenca de Alzheimer e outras formas
neurodegenerativas, diabetes e doengas renais (WHO, 2019).

Diversas doencas ndo transmissiveis como obesidade (VILLARROYA et al., 2018),
aterosclerose (KASIKARA et al., 2018), artrite reumatoide (CHIMENTI et al., 2015), doenga
inflamatoria intestinal, doenca de Alzheimer (HENEKA et al., 2015), depressao (KOOPMAN
et al., 2017), doenga de Parkinson (JOSHI; SINGH, 2018) e cancer (COUSSENS; WERB,
2002) estao associadas a inflamagdo cronica. A inflamagdo ¢ um processo fisiologico que
responde, através de um mecanismo de defesa, contra estimulos exdgenos e endogenos, como
infecgdes, patdogenos e lesdes teciduais (CHAN et al.,, 2019). Este processo fisiologico
consiste na vasodilatacdo e no recrutamento de granuldcitos e leucocitos para os tecidos
inflamados, para remover o estimulo e restaurar a homeostase. Apesar da sua importante
funcao fisioldégica, a inflamagdo pode tornar-se um processo cronico, se a resposta

inflamatoria aguda ndo eliminar a estimulacdo (BAI et al., 2021; LUCENA et al., 2018).

2.1.1 Mecanismo de inflamac¢ao

A inflamagdo ¢ um procedimento bastante complicado a nivel molecular, associada a
alvos especificos e ao envolvimento de varias expressdes pro-inflamatorias (KISHORE et al.,
2019). A produgdo de mediadores pro-inflamatorios durante a inflamacao é promovida por
macrofagos que incluem fator de necrose tumoral (TNF-a), varias interleucinas,
prostaglandinas (PGs), 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 1a).
As doengas cronico-degenerativas como asma, cancer, artrite e outras doengas relacionadas
estdo associadas a superproducdo desses mediadores pro-inflamatérios (ROCK; KONO,

2008).
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Figura 1. Mecanismo da inflamacao.
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A inflamacdo consiste em um conjunto de processos imunologicos, fisiologicos e
comportamentais, rigidamente regulados e comandados por moléculas de sinalizagdo
imunoloégica, chamadas citocinas. A primeira etapa da inflamagdo envolve o reconhecimento
da infeccdo ou dano (Figura 1b). Isso € tipicamente alcangado pela deteccdo de padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs). Os padrdoes moleculares associados a danos
(DAMPs) sdo moléculas endogenas que sinalizam danos ou necrose e também sdo
reconhecidas pelo sistema imunoldgico inato (JANEWAY et al., 2005).

Uma vez que ocorre o reconhecimento, os receptores transmembrana Toll-like (TLRs)
ativam as vias de sinalizagdo comuns que culminam na ativagdo de NF-xB (fator nuclear
kappa-light-chain-enhancer de células B ativadas (Figura lc). Este fator de transcri¢do ¢
encontrado em todos os tipos de células e permanece em um estado inativado ligado a uma

proteina inibidora, IxkB (GHOSH et al., 1998). Apos a transducao do sinal, NF-«B ¢ liberado
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de IkB e translocado para o nucleo, onde a transcrigdo ¢ regulada positivamente através da
ligagdo a genes alvo. Os NLRs intracelulares respondem a um niimero crescente de DAMPs
que alertam o sistema imunologico sobre lesdo celular e fornecem uma via proxima para
detectar a exposi¢ao a possiveis toxinas ou poluentes no ambiente.

A transcricdo e traducdo de genes levam ao terceiro estdgio da inflamagdo, que ¢ a
expressao induzivel de citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina-1-beta (IL-1p), IL-6,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a ), e outros (Figura 1d). Em conjunto com quimiocinas
(atrativos) e varias moléculas coestimulatorias, essas proteinas soluveis facilitam o
recrutamento de células efetoras (Figura le), como mondcitos e neutrdfilos para o local da
perturbagdo. Os neutréfilos criam um ambiente citotoxico ao liberar substincias quimicas
nocivas dos granulos citoplasmaticos (um processo denominado degranulacdao). A liberacao
rapida desses produtos quimicos requer consumo de glicose e oxigénio, conhecido como
explosdo respiratéria. Os produtos quimicos toxicos liberados incluem espécies altamente
reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS, respectivamente) e varias proteases. Essas
substancias sdo destrutivas para patogenos e hospedeiros e essencialmente induzem a
liquefagdo do tecido circundante para evitar a metastase microbiana (NATHAN, 2002). Esses
mecanismos efetores sdo, portanto, os principais contribuintes para os danos colaterais no
individuo.

O efeito dessas interagdes culmina nos sinais estereotipados de inflamagao local: calor,
inchago, vermelhiddo, dor e perda de funcdao. As fungdes efetoras da inflamagdo sao
posteriormente reguladas pelo sistema imune adaptativo (Figura 1f). A ultima fase da
inflamagao ¢ sua resolucdo (Figura 1g), que € critica para limitar o dano colateral ao individuo
(SERHAN; SAVILL, 2005). Apo6s as primeiras horas de inflamacdo, um programa
coordenado de resolucao ¢ colocado em movimento por macréfagos residentes em tecidos.
Durante a inflamacdo aguda, essas células produzem prostaglandinas e leucotrienos pro-
inflamatorios, mas mudam rapidamente para lipoxinas, que bloqueiam o recrutamento de
neutréfilos e, em vez disso, favorecem a infiltragdo aumentada de mondcitos importantes para
a cicatrizagdo de feridas.

Em tratamentos de doencas humanas associadas a inflamacdes, sdo utilizados,
principalmente, medicamentos anti-inflamatorios nao esteroides (NSAIDs) e anti-citocinas
bioldgicas, no entanto, apresentam alto risco de efeitos colaterais e sao de custo elevado
(PANG et al., 2020; KISHORE et al., 2019). Devido a isso, nas ultimas duas décadas,
formulagdes a base de plantas tem ganhado ampla aceitagdo pelo publico e por especialistas

médicos para melhorar a saude e a qualidade de vida humana (KISHORE et al., 2019).
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A modulacdo da dieta tem sido a principal ferramenta terapéutica para afetar
inflamag¢des e doengas metabolicas cronicas, contribuindo potencialmente para efeitos
benéficos, apesar das interferéncias que podem ocorrer devido a diferentes estilos de vida,
estrutura e fun¢do da comunidade microbiana intestinal (TANG et al., 2019; ZHOU et al.,
2020). Alguns compostos bioativos sdo utilizados na modulacdo da microbiota intestinal,
devido a capacidade de aumentar a diversidade da microbiota intestinal, regular microbiota

intestinal e prevenir inflamagdes (CAO et al., 2019).

2.2 FICOCIANINA

A busca por compostos bioativos nas ultimas décadas aumentou e levou a um
crescente interesse no estudo de biocompostos devido a possibilidade de aplicagdo em vérias
areas, como nutri¢do, salde humana e animal, producdo das industrias quimica e farmacéutica,
entre outras. Mais especificamente, estudos sobre ficobiliproteinas e ficobilinas mostraram o
potencial desses compostos como antioxidante, anticancer, antimicrobiano, anti-inflamatorio,
entre outros. Atualmente, as ficobiliproteinas sdo produtos naturais de alto valor agregado,
provenientes de cianobactérias, que t€ém atraido atengdo por seu potencial (MANIRAFASHA

etal., 2016; PAGELS et al., 2019).

2.2.1 Estrutura da ficocianina

A ficocianina ¢ um pigmento de natureza protéica, caracteristico por sua coloragdo
azul intensa, pertencente a familia das ficobiliproteinas, que sdo complexos coletores de luz
em cianobactérias, phyta, criptomonadas e cianella (PATEL et al., 2005). As ficobiliproteinas
sdao um grupo de proteinas soluveis em agua com um cromoforo associado, responsavel pela
coleta de luz nas cianobactérias, e estdo localizadas no exterior da superficie das membranas
tilacoides, compreendendo até 40-60% da proteina solivel total nas células. As
ficobiliproteinas dividem-se, baseadas na estrutura da proteina e absor¢ao da qualidade da luz.,
em quatro classes principais: ficoceritrina, ficocianina, ficoceritrocianina e aloficocianina
(PAGELS et al., 2019).

As cianobactérias tém sido estudadas por sua morfologia, mecanismo de fotossintese,
fixacdao de nitrogénio e também por certos aspectos de sua estrutura (YADAYV et al., 2011). O
aparato fotossintético de cianobactérias ¢ formado por trés sistemas de captagdo principais de

luz: dois fotossistemas principais (comuns em outros organismos fotossintéticos) e um
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ficobilisoma (PBS) (MASOJIDEK; KOBLIZEK; TORZILLO, 2013). O ficobilisoma ¢ muito
caracteristico desses organismos e ¢ composto principalmente de ficobiliproteinas (SIDLER,
1994; PAGELS et al., 2019).

As cianobactérias ndo possuem clorofila b, por isso absorvem luz principalmente nas
regides azul e vermelha do espectro visivel, devido a presenca da clorofila. Para compensar o
espago de absor¢do e otimizar essa coleta de energia luminosa, ha ficobilisomas (PBS) na
membrana do tilacoide, com absor¢ao de 500-660 nm. A ficobilisoma ¢ composta de
proteinas coloridas chamadas ficobiliproteinas (PBP), como a ficocianina de cor azul, a
ficeritrina de cor vermelha e aloficocianina de cor verde, que sdo dispostas em forma de
antena (como mostra a Figura 1), a fim de que a energia absorvida seja canalizada para a
reagdo do fotossistema II de maneira eficiente (FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014; HSIEH-
LO etal., 2019).

Figura 2. Estrutura do ficobilisoma (PBS), composta por ficobiliproteinas (PBP) em uma ordem especifica que
permite a transferéncia eficiente de energia unidirecionalmente para o centro de reacdo. A cascata de
transferéncia de energia comega com ficoceritrina (discos acoplados a PC) em ficocianina (PC) e aloficocianina
(esferas) e finalmente no centro de reacdo nos fotossistemas II (elipse maior e central) e I (elipses laterais).
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Fonte: Fernandez-Rojas et al. (2014).

As ficobiliproteinas sdo compostas por varias subunidades, cada uma com um
esqueleto proteico e uma ficobilina ligada por liga¢ao covalente. Cada um dos quatro tipos de
ficobilina possui caracteristicas espectrais Unicas que podem ser ainda modificadas por
interacdes das subunidades e do croméforo (MANIRAFASHA et al., 2016). A cor dessas
moléculas ¢ dada pelo cromdéforo (grupo protético) da PBP, que € um grupo tetrapirrol linear
que liga a apoproteina através de uma ligacao tioéter aos residuos de cisteina e seu espectro de
absor¢ao depende da proteina a qual esta ligada. O grupo protético ligado a apoproteina pode

ser uma ficocianobilina (ficocianina) ou ficicoeritrobilina (ficeritrina). Cada ficobiliproteina ¢
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formada por dois polipeptideos diferentes, denotados a e B, que sdo semelhantes em sequéncia
e derivados de eventos de duplicacdo de genes antigos. Cada subunidade a ou P carrega pelo
menos uma ficobilina. As ficobiliproteinas sdo geralmente apresentadas como trimeros (aff) 3
ou hexameros (af) 6, ligados por proteinas especificas, como mostra a Figura 2 (GLAZER,
1994; SCHLUCHTER et al., 2010; HSIEH-LO et al., 2019; PAN-UTAIL IAMTHAM, 2019).
O tnico cromoforo presente nesta biliproteina € a ficocianobilina (DUMAY; MORANCALIS,
2016; GLAZER, 1994; PAGELS et al., 2019).

Figura 3. Estrutura de ficocianina (PC). (A) Estrutura cristalina do PC da cyanobacterium S. platensis na forma
de hexdmero. (B) Representagio esquematica da montagem do PC. E composto por duas subunidades proteicas,
cadeias a e , uma ficocianobilina (PCB) esta ligada a subunidade a e dois PCBs estao ligados a subunidade f.

(C) Estrutura quimica do PCB, o cromogénio responsavel pela cor azul do PC.
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Fonte: Fernandez-Rojas et al. (2014).

A ficocianina representa o principal grupo de ficobiliproteinas, seguida pela
ficoceritrina e aloficocianina (WILDMAN; BOWEN, 1974; PAN-UTAI;, IAMTHAM, 2019).
Além disso, classifica-se em trés grupos, conforme sua fonte de extracdo, C-PC (obtidas a
partir de cianobactérias), R-PC (obtidas a partir de algas vermelhas) e R-PCII (obtida a partir
de diferentes espécies de Synechococcus) (KUDDUS et al., 2013; WANG et al., 2012).

2.2.2 Propriedades da ficocianina

A ficocianina tem sido usada na industria farmacéutica e alimenticia por sua cor e

propriedades de valor agregado, além de estar associada a beneficios a salide por suas
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propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, hepatoprotetora e potencial anticdncer em
células cancerigenas do pulmao, figado, colon e mama (FERNANDEZ—ROJAS et al., 2014;
LIMA et al., 2018; HSIEH-LO et al., 2019). Segundo OU et al., (2012), a maior dose utilizada
com efeitos adversos ndo observados (NOAEL) foi de 5g/kg, via oral.

A ficocianina possui ainda potencial quimioterapéutico. A quimioterapia age de
maneira nao especifica, atingindo tecidos saudaveis, enfraquecendo o sistema imunolédgico e,
assim, reduzindo a qualidade de vida do paciente. Entdo, a ficocianina pode ser acumulada no
tecido do tumor, aumentando a especificidade do tratamento, além de atuar na proliferagao de
células ndo cancerigenas e na prevencdo de metastase (SILVA et al., 2018; LI et al., 2010;
WANG et al., 2007). Pode ser utilizada para retardar doenca renal cronica, pois impede a
progressao da doenca e previne complicagdes cardiovasculares associadas. Durante a doenca
renal cronica ocorre uma superprodugdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando ao
estresse oxidativo e a progressao da doenga (SIGNORINI et al., 2017; MEMIJE-LAZARO et
al., 2018).

O potencial antioxidante da ficocianina também foi confirmado em uma andlise de
danos causados por reperfusao e isquemia, durante transplantes de figado, onde os resultados
obtidos sugerem que o tratamento com adi¢do de ficocianina preserva a integridade das
membranas celulares, obtendo maior efetividade na maior concentragdo de ficocianina quanto
a atividade alcalina fosfatase. A ficocianina reduziu o estresse oxidativo, seguido de um
aumento do nivel de grupo tiol que resultou na eliminacao de radicais livres (GDARA et al.,
2018). Assim como outros compostos antioxidantes, a ficocianina impede a producdo de
espécies reativas de oxigénio e elimina as existentes, reduzindo a incidéncia de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, como cancer, diabetes mellitus, doencas inflamatoérias e
doencas neurodegenerativas. A ficocianobilina remove a maioria dos radicais livres, o
oxigénio singlete ¢ estabilizado pela oxidacdo de ligacdes duplas do tetrapirrol. A
ficocianobilina também pode eliminar os radicais peroxinitrito, hipocloroso, hidroxil e peroxil
(GDARA et al., 2018; MOHAMMADI-GOURAIJI et al., 2019).

Dentre as diversas acdes bioldgicas da ficocianina C, a atividade antiinflamatéria é
uma das mais descritas. Estudos in vitro associaram C-ficocianina com a inibi¢cdo de COX-2 e
mediadores inflamatérios como fator de necrose tumoral-o (REDDY et al., 2000). E
importante ressaltar que a C-ficocianina atenuou a hiperalgesia inflamatéria induzida por
carragenina, destacando seu potencial analgésico durante condi¢des inflamatorias (SHIH et al.,

2009; LEMOS et al., 2020).
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2.3 MICROENCAPSULACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A microencapsulacdo ¢ uma metodologia amplamente utilizada para a preservacdo e
estabilizacdo de compostos funcionais sensiveis a condigdes ambientais adversas para
aplicagoes alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, na qual o composto € retido dentro de um
material polimérico protetor (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015). A aplicagdo dessa
tecnologia na industria de alimentos permite estabilizar as propriedades funcionais dos
compostos bioativos no processamento e armazenamento, aumentar biodisponibilidade e
garantir a liberagdo do biocomposto no tempo desejado (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007;
JANISZEWSKA-TURAK, 2017; CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).
A Figura 3 mostra a cadeia logica da escolha de bioativos, materiais e processo de
microencapsulagdo as aplicagdes finais, evidenciando os pontos cruciais envolvidos em cada

etapa (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Figura 4. Esquema do processo de desenvolvimento de microencapsulacdo de compostos bioativos para

aplicacdo em matrizes alimentares e preservagdo da bioatividade.
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Fonte: Dias; Ferreira e Barreiro (2015).

No processo de microencapsulagdo, pequenas goticulas do ingrediente ativo, também
chamado de material do nucleo, sdo revestidas por um material polimérico, chamado de
agente encapsulante ou material de parede, produzindo pequenas particulas chamadas de
microcapsulas ou microesferas, com didmetros variando de 1 a 1000 micrometros
(VINCEKOVIC et al., 2017, PAULO; SANTOS, 2017; CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019).
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Sdo varios os métodos de microencapsulacdo ja estudados, como secagem por
pulverizagdo, coacervacdo, liofilizacdo, eletropulverizagdo, gelificacdo i0nica, extrusdo,
revestimento por leito fluidizado, entre outros (QV; ZENG; JIANG, 2011). A gelificacao
i6nica ¢ uma das metodologias mais usadas para encapsular extratos e compostos bioativos
para aplicagdo em alimentos, podendo ser interna ou externa. A gelificagdo iOnica externa
ocorre principalmente na superficie da particula, podendo também ser utilizada juntamente ao
método de extrusao, que compreende a passagem do polimero fundido com o bioativo
solubilizado através de um bico, levando a formagdo de particulas com alta densidade e
eficiéncia de encapsulamento, como mostra a Figura 5 (KUANG; OLIVEIRA; CREAN, 2010;
NEDOVIC et al., 2011; DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Figura 5.- Representagdo esquematica do processo de microencapsulacao por gelificagdo ionica.
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Fonte: Burgain et al. (2011).

O material de parede escolhido deve apresentar propriedades reoldgicas adequadas e
capacidade de manter o material do nucleo dentro da sua estrutura no processo e
armazenamento e garantir o objetivo para o qual as microcépsulas sdo produzidas (KUANG;
OLIVEIRA; CREAN, 2010; CHANG; VARANKOVICH; NICKERSON, 2016). Vérios tipos
de materiais de revestimento sdo utilizados na producdo de microcapsulas, como
polissacarideos, lipidios, proteinas, e misturas entre si (CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019). O alginato, um dos polissacarideos anionicos lineares e derivado
de algas marinhas marrons, ¢ um polimero biodegraddvel muito utilizado como material de

parede na microencapsulagdo. Além do alginato formar facilmente granulos de gel em
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solucdes sem uso de solvente e a temperatura ambiente, ¢ vantajoso por apresentar baixo
custo, formacdo de matrizes ideais para capturar materiais sensiveis € ndo apresentar
toxicidade, sendo aceito com seguranga em alimentos (CHAVARRI et al., 2010;
HADIYANTO et al., 2017). O cloreto de célcio se conecta facilmente ao alginato, devido a
ligagdo dos ions Ca?" ao componente acido gulurdnico do alginato, sendo utilizado como uma
formacao cruzada adequada com microesferas de alginato de polimero (HADIYANTO et al.,
2017; DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015; YAN et al., 2014).

O sistema de microencapsulagdo, além de proporcionar a garantia das propriedades
dos bioativos durante o processamento e armazenamento de alimentos e apos a ingestdo,
ainda aumenta a absor¢do fitoquimica de compostos nas células epiteliais devido as nano e

microparticulas (JOYE, DAVIDOV-PARDO; McCLEMENTS, 2014; LI et al., 2014).
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3  ENCAPSULACAO DE FICOCIANINA-ALGINATO:
CARACTERIZACAO E ACOES BIOLOGICAS

3.1 INTRODUCAO

A ficocianina ¢ um pigmento de natureza protéica, caracteristico por sua coloragdo
azul intensa, pertencente a familia das ficobiliproteinas (PATEL et al., 2005). A ficocianina
esta associada a diversos beneficios a satde devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, hepatoprotetora e potencial anticdncer em células cancerigenas do pulmao,
figado, célon e mama (FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014; LIMA et al., 2018; HSIEH-LO et
al., 2019). Assim como outros compostos antioxidantes, a ficocianina impede a producao de
espécies reativas de oxigénio e elimina as existentes, reduzindo a incidéncia de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, como cancer, diabetes mellitus, doencas inflamatoérias e
doengas neurodegenerativas (GDARA et al., 2018; MOHAMMADI-GOURAIJI et al., 2019).

Apesar da ficocianina ja ser utilizada na industria alimenticia e nutracéutica, seu uso
ainda ¢ limitado devido sua instabilidade a luz e a outros fatores, como baixos valores de pH,
fortes forcas idnicas, altas temperaturas e presenca de alcoois (CHAIKLAHAN et al., 2012;
FALKEBORG et al., 2018). Para preservar as propriedades bioativas dos compostos
funcionais, utiliza-se o método de microencapsulagdo, no qual o composto ¢ retido dentro de
um material polimérico protetor (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).

O método de encapsulacao de gelificacao idnica ¢ baseado em interagdes idnicas entre
polimeros carregados de forma oposta (SARAVANAN; RAO, 2010). A qualidade da
microencapsula¢do ira depender do aumento da capacidade de carga, da eficiéncia do
encapsulamento e do rendimento obtido das microesferas (CHAN, 2011). O alginato de so6dio
¢ um polimero biodegraddvel comumente utilizado como material de revestimento, devido a
sua facilidade em formar granulos de gel na presenga de ions multivalentes em uma solugao
sem o uso de solventes organicos e em temperatura ambiente (BENAVIDES et al., 2016).

Diante disso, este estudo objetiva avaliar a influéncia da concentragdo do material de
revestimento e nucleo nas propriedades das microcépsulas, como estabilidade térmica,

solubilidade em 4gua, interagdes com o meio, e no controle de liberagcdo do composto bioativo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

A ficocianina foi gentilmente doada pela Parry Nutraceuticals, India. O alginato de
sodio foi adquirido da empresa Dinamica. Todos os reagentes utilizados foram de pureza

analitica.

3.2.2 Microencapsulacio por gelificacio ionica

Para a microencapsulagdo através de gelificacdo i0nica por extrusdo, utilizou-se
alginato de so6dio como material encapsulante, reticulado com solucdo de CaCl: 2,5%,
segundo Hadyanto et al. (2017) e Yan et al. (2014).

Um planejamento experimental foi utilizado para avaliar a influéncia da relagdo
alginato:ficocianina na eficiéncia de encapsulagdo, propriedades fisico-quimica e atividade
bioldgica das microcapsulas (Tabela 1). As solugdes aquosas de alginato de sodio e
ficocianina foram preparadas sob agitagdo por 24 h e submetidas a aspersao em atomizador.
As microcéapsulas atomizadas foram recolhidas em uma solucdo de cloreto de célcio, sob
agitacdo, por 30 min, para reticulacdo. Na sequéncia, as microcdpsulas foram separadas da
solucdo através de filtragdo e foram liofilizadas. As amostras foram codificadas pela primeira
letra do material de parede e ntcleo — Alginato de so6dio (A) e Ficocianina (F) - seguida pela

porcentagem da concentracao.

3.2.3 Eficiéncia de microencapsulagao

A eficiéncia de microencapsulagdo foi calculada, conforme Ge et al. (2009), medindo
a massa de ficocianina ndo revestida e a massa de ficocianina adicionada no inicio do
processo de microencapsulacdo. A concentragdo de ficocianina (PC) foi determinada por

espectrofotometria nas absorbancias 615 nm (A615) e 652 nm (A652), conforme a Equacao 1.

A615 — 0,474 * A652 (1)
5,34

PC (mg.mL™1) =
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A partir da determina¢do da massa de ficocianina, foi calculada a eficiéncia de

microencapsulagdo, através da Equagao 2.

Eficiéncia (%) — Mjnjcal—Mn3o revestida x 100 (2)

Minjcal

3.2.4 Solubilidade em agua

A solubilidade das microcapsulas em agua foi determinada seguindo o método
descrito por Cano-Chauca et al. (2005). Para as analises, 1 g de amostra foi suspendido em
100 mL de agua e promovida a agitacdo durante 5 min, em temperatura ambiente. A amostra
foi centrifugada a 3000 g durante 10 min e uma por¢do de 25 mL do sobrenadante foi
transferida para placa de Petri (previamente tarada) e submetida a secagem em estufa a 105 °C

por 5 h. O percentual de solubilidade foi calculado por meio de diferenca de massa.

3.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A ficocianina pura, agente encapsulante e as microcapsulas foram analisadas por
espectroscopia na regido do infravermelho sob refletancia total atenuada (ATR-FTIR), com as
seguintes condigdes operacionais: regido de varredura 4000-400 cm’!', namero de
acumulagdes 16 scans.min’!, resolu¢do de 1 cm™' e o registro dos espectros serd em

transmitancia (%T).
3.2.6 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica da ficocianina, agentes encapsulantes e as microcapsulas foi
avaliada utilizando um analisador termogravimétrico (TA-60 WS, Perkin Elmer, EUA). As
amostras (+ 5 mg) foram aquecidas na faixa de temperatura de 30-600 °C, a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).

3.2.7 Perfil de liberacao de ficocianina

Para analisar a liberacdo da ficocianina no sistema digestivo, fez-se uma simula¢do em

solu¢do acida (pH 1,2) e em solugdo basica (pH 7,4), utilizando temperatura de 37°C e
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agitacdo de 150 rpm, mimetizando os fluidos estomacal e intestinal, de acordo com Cruz
(2004). Foi utilizado 1g de microcapsulas em 100 mL do fluido estomacal. Apds, as
microcapsulas foram filtradas e colocadas no fluido intestinal. O acompanhamento da
liberagdo foi realizado a cada 60 min, sendo um periodo de 2 h em meio acido e 2 h em meio
basico. O perfil foi avaliado pela liberacdo do teor de ficocianina das microcapsulas para o
meio fluido e expresso em porcentagem.

Os meios acido e basico foram compostos por solugao de HCI com ajuste do pH para
1,2 e tampao fosfato de sddio com pH de 7.4, respectivamente. O ajuste de pH foi realizado

utilizando solu¢des de NaOH e HCI.

3.2.8 Perfil antioxidante

3.2.8.1 Capacidade antioxidante pelo radical ABTS

A andlise da capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS (acido 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfonico)) baseia-se na metodologia adaptada de Re et
al. (1999). Foi preparada uma solu¢ao de radical ABTS e persulfato de potassio 1:1, que
permaneceu em ambiente escuro, por 16 horas. Posteriormente, foram adicionados 980 pL
desta solugdo com 20 uL de amostra. Ap6és 6 minutos de reagdo no escuro, a leitura foi
realizada em 734 nm com um espectrofotometro UV-Vis. Os resultados foram interpretados

utilizando uma curva padrao expressa pmol equivalente de Trolox/L de amostra.

3.2.8.2 Compostos fendlicos totais

O contetdo total de polifendis dos extratos foi determinado baseado no método
descrito por Souza e Correia (2012), com modificagdes. Para realizagdo dos testes, foi
utilizada uma dilui¢ao apropriada para a concentracao da solugdo, que foi oxidada utilizando
0,5mL de Folin-Ciocalteu. Logo apo6s, a reagdo foi neutralizada utilizando 1mL de carbonato
de sodio 7,5%. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-Vis a 765 nm,
apos repouso de 60 minutos em ambiente com abrigo de luz. Para quantificagdo foi
empregada uma curva padrdo com solugdo de acido galico. O resultado da analise foi
expresso como equivalentes de acido galico em miligramas por 1 mL de extrato (mg GAE/

mL).
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3.2.9 Perfil anti-inflamatério in vitro
3.2.9.1 Inibi¢do da desnaturagdo de proteina

Neste ensaio, foi usada albumina sérica bovina (BSA) como proteina. A desnaturagdo
foi induzida mantendo a reagdo mistura a 70 °C em banho por 10 min. A reacdo mistura
consistiu em 1000 pL de ficocianina (100-500 pg/mL), 450 puL (5% w/v) BSA, 1400 pL de
tampao salino de fosfato pH 7,4. Depois de resfriadas em agua corrente, suas absorbancias
foram medidas em 660 nm (OSMAN et al., 2016; RESHMA et al., 2014). O percentual de

inibicao da desnaturagdo da proteina foi calculado pela Equacao 4.

%lnibigdo = (1 — 2252)%100 (4)

controle

Sendo:
Aamostra: absorbancia da amostra;

Acontrole: absorbancia do controle negativo.
3.2.10 Analise estatistica

Os resultados serdo apresentados como valores médios e erro padrao da média de pelo
menos trés ensaios independentes. As analises estatisticas serdo determinadas usando
ANOVA e o teste de médias Tukey. O valor de (p) inferior a 0,05 serd considerado como uma

diferenca significativa.
3.3  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Eficiéncia de encapsulacio e solubilidade em agua
O aumento da concentragao de ficocianina na solugdo de encapsulacdo ndo interferiu
estatisticamente (p>0,05) na eficiéncia de encapsulagdo (%) (Tabela 1). A microcapsula com

maior teor de alginato e menor teor de ficocianina apresentou uma maior solubilidade em

agua, enquanto que a microcapsula com maior teor de ficocianina e menor teor de alginato
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apresentou a menor solubilidade em 4gua. Isso pode ter ocorrido devido a um excesso de ions

de alginato de sodio na solucdo de cloreto de calcio durante a reticulagdo da microcapsula.

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulagdo e solubilidade em agua das microcapsulas.

Alginato de Ficocianina Eficiéncia de Solubilidade em
Amostra
sodio (%) (%) encapsulacdo (%) agua (%)
AI1FO075 1,0 0,75 85,68 £13,51+* 32,92 +£0,15%®
A15F075 1,5 0,75 87,42+ 11,827 37,62 £4,47°
AlF1 1,0 1,0 79,74 £ 0,02 2 20,94 +0,70 *
AI15F1 1,5 1,0 76,25 +0,04 2 32,51 +4,87 %

Fonte: Autora (2021). Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa entre si ao nivel de

95% de confianga (médiatdp).

O aumento do teor da ficocianina e a redu¢do do teor de alginato de sddio podem
reduzir a solubilidade em &gua, visto que a microcapsula A1F1 apresentou menor solubilidade
em agua. Para aplicacdo de microcapsulas na industria alimenticia, a baixa solubilidade em
agua ¢ de grande importancia, ja que a microencapsulagao tem como objetivo a construgao de
uma barreira entre o composto bioativo e os componentes presentes no meio, evitando que
haja interagcdes que possam danificar o composto (MORTAZAVIAN et al., 2007). Sendo
assim, uma amostra com menor concentracdo de material encapsulante e maior concentracao

de nucleo seria a propor¢ao mais adequada para aplicagdes.

3.3.2 Espectroscopia na regiio do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho da ficocianina livre (FCL), microencapsulada (A1F075,
A15F075, A1F1, A15F1) e da microcapsula de alginato de sodio (A1F0) estdo apresentadas
na Figura 4. A ficocianina apresenta diversas bandas de absor¢do caracteristicas em 3285 cm-!
(NH), 1653 cm-! (amida I), 1541 cm-! (amida II e alongamento da ligagdo C=0) e 1455 cm-!
(CN). As bandas de absorg¢io estreitas entre 1000-1100 cm™! estdo relacionadas a presenga de
sulfato inorganico derivado do processo de purificagdo da ficocianina (MUNAWAROH et al.,
2020).

O alginato de sddio apresenta bandas de absor¢do na faixa de 3000-3600 cm!
(alongamento das ligagdes O-H), 2920-2850 cm™! (alongamento de C — H alifatico). As

bandas de vibragdo em 1596 e 1418 cm’! foram atribuidas ao alongamento assimétrico e
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simétrico do fon de carboxilato, respectivamente. As bandas entre 1107 ¢ 935 cm! sdo de
grande importdncia para caracterizar a estrutura do alginato, pois estdo atribuidas ao
alongamento da ligagdo C-O do anel piranosil e ao alongamento C-O com contribui¢des da

deformacdo C-C-H e C-O-H (DAEMI; BARIKANI, 2012).

Figura 6. Espectros de infravermelho da ficocianina livre, da microcépsula de alginato e das microcapsulas
de alginato carregadas com ficocianina.
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Fonte: Autora (2021). FL: Ficocianina livre. A1F0: microcapsulas de alginato de sodio. A15F1: microcapsulas
formadas a partir de 1,5% de alginato de sodio e 1% de ficocianina A1F1: 1% de alginato de sodio e 1% de
ficocianina. A15F075: 1,5% de alginato de sodio e 0,75% de ficocianina A1F075: 1% de alginato de sodio e

0,75% de ficocianina.

O espectro da microcapsula A1F1 é o mais proximo do espectro da microcapsula vazia
de alginato, sugerindo o melhor recobrimento da ficocianina pelo material de parede (YAN et
al., 2014). Nas demais microcapsulas de ficocianina observamos a deformagao da banda de
vibragao assimétrica do ion carboxilato da microcapsula do alginato vazia, tal efeito ocorre
devido a sobreposicao das banda de absor¢ao amida I e amida II + alongamento C=0. Através

da deconvolucdo de bandas (Figura 7), identificamos que as mesmas estdo deslocadas para
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menores e maiores numeros de onda, respectivamente, sendo um indicio de interagdes de

natureza eletrostaticas entre o material de nucleo e a parede da microcéapsula (LEE, 2000).

Figura 7. Deconvolugdo de bandas dos espectros de infravermelho das microcapsulas carregadas de ficocianina.
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Fonte: Autora (2021).

3.3.3 Analise termogravimétrica (TGA)

A microcapsula vazia de alginato de sodio (A1F0) apresentou quatro eventos térmicos,

sendo eles a 100 °C, 265 °C e 320 °C (Figura 5). Segundo Parikh e Madamwar (2006), esses

estagios estdo relacionados a dessorcdo de dgua absorvida fisicamente, a remoc¢do de agua

estrutural, a despolimerizagao e, por fim, a formacao de estruturas polinucleares, aromaticas e

grafiticas.
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Figura 8. Curvas termogravimétricas da ficocianina livre, da microcapsula de alginato de sddio e das
microcapsulas de alginato de sodio carregadas de ficocianina.
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Fonte: Autora (2021). FL: Ficocianina livre. A1F0: microcapsulas de alginato de sédio. A15F1: microcapsulas
formadas a partir de 1,5% de alginato de sodio e 1% de ficocianina A1F1: 1% de alginato de sodio e 1% de
ficocianina. A15F075: 1,5% de alginato de sodio e 0,75% de ficocianina A1F075: 1% de alginato de sodio e
0,75% de ficocianina.

A curva termogravimétrica da ficocianina livre (FL) apresenta trés estagios de
decomposic¢ao, sendo que o primeiro estagio esta relacionado a perda de agua e de compostos
de baixo peso molecular (JESUS et al., 2018). Entre 150 e 400 °C, ocorre o segundo estagio
de decomposicdo da FL, que pode estar atribuido a desnaturagdo da proteina
(BRAHATHEESWARAN, 2012). Um terceiro estagio de decomposi¢do ¢ observado a 425
°C, provavelmente relacionado a presenca de impurezas na amostra, ja que tal evento ndo ¢
observado para as amostras encapsuladas, sendo um indicio de que o processo de
solubilizac¢do e encapsulacao da ficocianina removeram a impureza.

As microcapsulas de ficocianina apresentaram o inicio da decomposi¢do préximo ao
observado na cépsula vazia de alginato, mantendo-se entre 260 °C e 280 °C. Entretanto, para
as capsulas A1F1 e A15F075 observamos um pico largo, ao contrario dos dois picos bem
distintos observados para as demais microcapsulas. O alargamento do pico pode indicar uma
maior exposi¢do do material de nucleo ao ambiente, resultando na degradagdo mais

significativa da ficocianina. Todavia, observamos que a microcapsula de alginato fornece uma
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barreira térmica para a ficocianina para temperaturas até 260 °C protegendo-a da desnaturacdo

e preservando a sua atividade.

3.3.4 Perfil de liberacio de ficocianina microencapsulada

A Figura 6 apresenta o perfil de liberacao da ficocianina encapsulada em meio acido
(pH 1,2) e meio basico (pH 7,4). Nos primeiros 120 min, em meio acido, a liberacao de
ficocianina de todas as amostras ndo apresentou diferenga significativa (p<0,05), com
maximo de liberacdo de 4,32%. A baixa liberagdo em meio 4cido permite que o composto
alcance o intestino e seja absorvido pelo organismo. Em pH acido, o inchamento das esferas
de alginato ocorre lentamente e por isso ndo ha liberagao do material ativo. Isso ocorre devido
ao aumento da atragdo entre o grupo amina na ficocianina protonada e o grupo carboxila do
alginato e a ligagdo de hidrogénio entre -COOH e -OH da cadeia do polimero (TAVAKOL et
al., 2009; ZHANG et al, 2004).

Em pH bésico, a amostra A1F1 apresentou 100% de liberagdo, seguida das amostras
ATF075 (86,03%), A15F1 (80,26%) e A15F075 (42,88%). Ao entrarem em contato com o
meio basico, as microcapsulas incham e abrem poros, resultando na liberagdo da ficocianina
(GEORGE; ABRAHAM, 2006; PATEL et al., 2017). O inchaco e a porosidade sdo
decorrentes da troca idnica entre o ion Ca'? presente nas microcapsulas e os ions de Na*
presentes no tampao fosfato (BAJPAI; SHARMA, 2004). As amostras com menor teor de
alginato (A1F075 e A1F1) apresentaram maior liberagdo, isso ocorre devido a dissolucao da

matriz do alginato.
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Figura 9. Perfil de liberacao de ficocianina microencapsulada com diferentes concentragdes de material de
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Fonte: Autora (2021). A1F0: microcapsulas de alginato de sédio. A15F1: microcapsulas formadas a partir de
1,5% de alginato de sodio e 1% de ficocianina A1F1: 1% de alginato de soédio e 1% de ficocianina. A15F075:
1,5% de alginato de sodio ¢ 0,75% de ficocianina A1F075: 1% de alginato de sdédio e 0,75% de ficocianina.
M¢dias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 95% de confianca

(média+dp).

Em estudo de Kim et al. (2008), capsulas de alginato de célcio apresentaram-se
instaveis em fluidos biologicos, devido a presenca de moléculas quelantes de cations, como o
fosfato, induzindo a liberacdo da ficocianina, no meio basico, em razao da troca de ions de
calcio por ions de sodio, presentes no tampdao pH 7,4. A ficocianina apresenta baixa
estabilidade, principalmente em mudancas de pH (MAULIASARI et al., 2019). Assim, a
microencapsulacio apresentou-se eficaz através da baixa degradacdo da ficocianina em pH
acido, o que sugere que o processo de microencapsulacdo utilizado pode ser capaz de proteger
o composto bioativo durante sua passagem pelo estbmago e garantir sua biodisponibilidade no

instestino (WU et al., 2016).

3.3.5 Atividade antioxidante

Todas as concentragdes de material encapsulante e nucleo utilizadas apresentaram

retengdo de compostos fendlicos e de atividade antioxidante (Tabela 2). A menor
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concentragdo de ficocianina microencapsulada ndo diferiu estatisticamente, apresentando
reten¢do de compostos independente da concentracdo de alginato de sodio. A ficocianina livre
1% apresentou maior teor de compostos fenolicos totais e maior atividade antioxidante devido
a presen¢d de uma maior concentracao de ficocianina, visto que a atividade antioxidante ¢
diretamente proporcional a concentragdo da solucdo. Assim, com a atividade antioxidante
protegida, as microcapsulas podem minimizar o estresse oxidativo e danos associados,
atrasando ou diminuindo o risco de desenvolver doencas induzidas por radicais livres

(RENUGADEVT et al., 2018).

Tabela 2. Atividade antioxidante da ficocianina livre e microencapsulada

Compostos fenoélicos totais (mg EAG/mL) ABTS (umol Trolox/L)

FL 1% 0,086 + 0,0020 * 633,81£0°?
ATF075 0,012 = 0,0008 ® 341,44 +5885"
A15F075 0,012+0,0015° 229,67 £ 24,89 °

AlF1 0,007 + 0,0007 ¢ 264,08 £2,26°

A15F1 0,016 = 0,0004 ¢ 287,03 £72,43°

Fonte: Autora (2021). FL: ficocianina livre. A15F1: microcapsulas formadas a partir de 1,5% de alginato de
sodio e 1% de ficocianina A1F1: 1% de alginato de sédio e 1% de ficocianina. A15F075: 1,5% de alginato de
sodio e 0,75% de ficocianina A1F075: 1% de alginato de sddio e 0,75% de ficocianina. Médias na mesma coluna

seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 95% de confianga (média+dp)..

3.3.6 Atividade anti-inflamatoria

Inibicdo da desnaturacdo da albumina

As microcapsulas contendo ficocianina apesentaram uma média de inibicdo de
desnaturag¢do proteica de 90,54 + 0,68%, ndo diferindo entre elas (p>0,05) (Figura 10). A
ficocianina livre (0,05%) apresentou inibicdo de desnaturacdo estatisticamente inferior a
ficocianina microencapsulada, isso se deve a presenga do agente microencapsulante confere
ao composto bioativo, independente da variagao de material de parede e ntcleo. Diante disso,
pode-se afirmar que a ficocianina livre e microencapsulada apresentam potencial anti-
inflamatério devido ao seu poder de inibicdo de desnaturacdo proteica, que ¢ uma das
principais causas da inflamacdo pois resulta em perda de propriedades bioldgicas das

moléculas de proteinas (SANGEETHA; VIDHYA, 2016).
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Figura 10. Inibicdo da desnaturag@o proteica da ficocianina livre (0,05%), microencapsulada e do diclofenaco de
sodio (controle).
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Fonte: Autora (2021). FL: ficocianina livre. A15F1: microcapsulas formadas a partir de 1,5% de alginato de
sodio e 1% de ficocianina A1F1: 1% de alginato de sddio e 1% de ficocianina. A15F075: 1,5% de alginato de
sodio ¢ 0,75% de ficocianina A1F075: 1% de alginato de sodio e 0,75% de ficocianina. Médias seguidas de
letras iguais ndo apresentam diferenga significativa entre si ao nivel de 95% de confianga (média+dp).

Segundo Wu et al. (2016), a microencapsulagdo da ficocianina aumenta a estabilidade
do composto, ja que a estabilidade da ficocianina pode ser afetada pelo pH, temperatura e luz.
Além disso, o material encapsulante pode agir também como agente estabilizador, protegendo
a estrutura das cadeias proteicas, assim como outros agentes estabilizantes comumente usados,

como acido citrico, acido sorbico, cloreto de sodio, acido ascorbico, entre outros (WU et al.,
2016).

34 CONCLUSAO

A variagdo de concentracdo do nucleo e do material encapsulante nao influenciou
significativamente a eficiéncia de microencapsulacdo, apresentando uma boa eficiéncia em
todas as variagdes utilizadas no estudo. As propriedades funcionais estudadas também nao
apresentaram influéncia da variacdo de concentragdes de material encapsulante e nucleo. Em
geral, as microcdpsulas apresentaram resisténcia em dagua, resisténcia térmica e ao pH

estomacal, devido a barreira criada pela capsula, possibilitando a liberagdo da ficocianina em
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pH intestinal, conferindo sua biodisponibilidade e preservando suas propriedades funcionais,

como acao antioxidante e acao anti-inflamatoria.
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4 ACAO ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA DE
FICOCIANINA LIVRE E MICROENCAPSULADA

41 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), as doencas cronicas nao
transmissiveis, como doeng¢as cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus e doencas
neurodegenerativas , sdo as principais causas de mortes no mundo (WHO, 2019). Apesar de
ser uma resposta biologica complexa dos tecidos do corpo a estimulos nocivos, como agentes
patogénicos, células danificadas, radicais livres ou irritantes, a inflamac¢do prolongada,
conhecida como inflamagdo cronica, leva a uma mudanga progressiva no tipo de células
presentes no local da inflamagdo, como as células mononucleares, e, assim, contribui para o
desenvolvimento de obesidade (VILLARROYA et al., 2018), aterosclerose (KASIKARA et
al., 2018), artrite reumatoide (CHIMENTI et al., 2015), doenga inflamatoria intestinal, doenga
de Alzheimer (HENEKA et al., 2015), depressio (KOOPMAN et al., 2017), doenca de
Parkinson (JOSHI; SINGH, 2018) e cancer (COUSSENS; WERB, 2002).

O uso de compostos bioativos naturais como compostos fendlicos em diferentes
campos, incluindo areas biomédicas, cosméticas e farmacéuticas, tem mostrado um
crescimento consideravel (MANDAL et al., 2009). Compostos bioativos, como a ficocianina,
possuem potencial agdo anti-inflamatoria. A ficocianina ¢ um pigmento de natureza proteica,
caracteristico por sua coloracdo azul intensa e por suas propriedades funcionais, como
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, hepatoprotetoras, prote¢ao anticancer, entre
outros (PATEL et al., 2005; FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014; BERTOLIN et al., 2017;
LIMA et al., 2018; HSIEH-LO et al., 2019). No entanto, devido a instabilidade desses
compostos a pH baixos, altas temperaturas, entre outros, seu uso ¢ limitado (KUSUMAWATI;
GUNAWAN, 2013).

Dessa forma, durante a ingestdo, sua bioatividade ¢ facilmente perdida devido ao pH
estomacal extremamente baixo. Para preservar as propriedades bioativas dos compostos
funcionais, utiliza-se o método de microencapsulagdo, no qual o composto ¢ retido dentro de
um material polimérico protetor (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015). A
microencapsulacdo permite que os compostos bioativos sejam submetidos a situagdes
adversas garantindo a estabilidade e a biodisponibilidade para absor¢do no intestino (JOYE,

DAVIDOV-PARDO; McCLEMENTS, 2014; LI et al., 2015; WANG et al., 2014).
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Diante disso, objetivamos estudar a agdo antioxidante e anti-inflamatéria da
ficocianina livre e microencapsulada, visando sua biodisponibilidade, além da caracterizacao
da microcapsula quanto a estabilidade térmica, estabilidade de armazenamento, interagdes

entre material encapsulante e nucleo.

42 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material

A ficocianina (referéncia E18200815) utilizada neste estudo foi adquirida da empresa
Zhejiang Binmei Biotechnology Co., China. O alginato de sodio foi adquirido da empresa

Dinamica. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2.2 Microencapsulacio por gelificacio ionica

Para a microencapsulagao através de gelificagdao idnica, utilizou-se alginato de sodio
como material encapsulante, reticulado com solu¢ao de CaClx 2,5%, segundo Hadyanto et al.
(2017) e Yan et al. (2014). A partir de testes preliminares, a microcapsula foi composta de 1:1
(material encapsulante:ficocianina). As solugdes aquosas de alginato de sodio e ficocianina
foram preparadas sob agitacdo por 24h e submetidas a aspersdo em atomizador. As
microcapsulas atomizadas foram recolhidas em uma solucao de cloreto de célcio, sob agitagdo,
por 30 minutos, para reticulacdo. Na sequéncia, as microcapsulas foram separadas da solucdo

através de filtragao e foram liofilizadas.

4.2.3 Eficiéncia de microencapsulacio

A eficiéncia de microencapsulagdo foi calculada, conforme Ge et al. (2009), medindo
a massa de ficocianina ndo revestida e a massa de ficocianina adicionada no inicio do
processo de microencapsulagdo. A concentragdo de ficocianina (PC) foi determinada por

espectrofotometria, utilizando a Equagao 1.

A615 — 0,474 * A652 (1)

PC (mg.mL™1) = =32
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A partir da determina¢do da massa de ficocianina, foi calculada a eficiéncia de

microencapsulagdo, através da Equagao 2.

Eficiéncia (%) — Mjnjcal—Mn3o revestida x 100 (2)

Minjcal
4.2.4 Solubilidade em agua

A solubilidade das microcapsulas em agua foi determinada seguindo o método
descrito por Cano-Chauca et al. (2005). Para as analises, 1 g de amostra foi suspendido em
100 mL de agua e promovida a agitacdo durante 5 min, em temperatura ambiente. A amostra
foi centrifugada a 3000 g durante 10 min e uma por¢do de 25 mL do sobrenadante foi
transferida para placa de Petri (previamente tarada) e submetida a secagem em estufa a 105 °C

por 5 h. O percentual de solubilidade foi calculado por meio de diferenca de massa.

4.2.5 Distribuicao do tamanho de particula

O tamanho das particulas das amostras foi determinado pela técnica de espalhamento
de luz (Laser Particle Size Analyzer, Bettersizer S2-WD, EUA), utilizando sistema de

dispersao a seco.

4.2.6 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A ficocianina pura, agentes encapsulantes e as microcapsulas foram analisadas por
espectroscopia na regido do infravermelho sob refletancia total atenuada (ATR-FTIR), com as
seguintes condigdes operacionais: regido de varredura 4000-400 cm!, namero de
acumulagdes 16 scans.min’!, resolugdo de 1 cm' e o registro dos espectros foi em

transmitancia (%T).

4.2.7 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica da ficocianina, agentes encapsulantes e as microcapsulas foi

avaliada utilizando um analisador termogravimétrico (TA-60 WS, Perkin Elmer, EUA). As
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amostras (+ 5 mg) foram aquecidas na faixa de temperatura de 30-600 °C, a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).

4.2.8 Perfil de liberacao de ficocianina

Para analisar a liberagao da ficocianina no sistema digestivo, fez-se uma simulagdo em
solucao acida (pH 1,2) e em solugdo basica (pH 7,4), utilizando temperatura de 37°C e
agitacdo de 150 rpm, mimetizando os fluidos estomacal e intestinal, de acordo com Cruz
(2004). Foi utilizado 1g de microcapsulas em 100 mL do fluido estomacal. Apds, as
microcapsulas foram filtradas e colocadas no fluido intestinal. O acompanhamento da
liberacao foi realizado a cada 60 min, sendo um periodo de 2 h em meio 4cido e 2 h em meio
basico. O perfil foi avaliado pela liberagdo do teor de ficocianina das microcépsulas para o
meio fluido e expresso em porcentagem.

Os meios acido e basico foram compostos por solugdo de HCI com ajuste do pH para
1,2 e tampao fosfato de sddio com pH de 7.4, respectivamente. O ajuste de pH foi realizado

utilizando solu¢des de NaOH ¢ HCI.

4.2.9 Estabilidade de armazenamento das microcapsulas

As microcapsulas foram armazenadas no escuro, em temperatura ambiente, por 6
semanas. A estabilidade foi analisada através do teor de ficocianina (descrito no item 4.2.3),
andlise de capacidade antioxidante pelo radical ABTS (descrita no item 4.2.10.1) e compostos
fenolicos totais (descrita no item 4.2.10.2) apds o rompimento da microcapsula em pH basico

(7,4), durante 2 h..

4.2.10 Perfil antioxidante

4.2.10.1 Capacidade antioxidante pelo radical ABTS

A andlise da capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS (acido 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfonico)) baseia-se na metodologia adaptada de Re et
al. (1999). Foi preparada uma solucao de radical ABTS e persulfato de potassio 1:1, que
permaneceu em ambiente escuro, por 16 horas. Posteriormente, foram adicionados 980 uL

desta solugdo com 20 puL de amostra. Ap6és 6 minutos de reagdo no escuro, a leitura foi
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realizada em 734 nm com um espectrofotdometro UV-Vis. Para obten¢do do resultado foi

utilizada uma curva padrao de Trolox.
4.2.10.2 Compostos fendlicos totais

O contetdo total de polifendis dos extratos foi determinado baseado no método
descrito por Souza e Correia (2012), com modificagdes. Para realizacdo dos testes, foi
utilizada uma diluigdo apropriada para a concentragdo da solucdo, que foi oxidada utilizando
0,5mL de Folin-Ciocalteu. Logo ap0s, a reacdo foi neutralizada utilizando 1mL de carbonato
de sodio 7,5%. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-Vis a 765 nm,
ap6és repouso de 60 minutos em ambiente com abrigo de luz. Para quantificacdo foi
empregada uma curva padrdo com solu¢do de 4cido galico. O resultado da andlise foi
expresso como equivalentes de acido galico em miligramas por 1 mL de extrato (mg GAE/

mL).
4.2.11 Perfil anti-inflamatoério in vitro
4.2.11.1 Inibi¢do da desnaturacdo de proteina

Neste ensaio, foi usada albumina sérica bovina (BSA) como proteina. A desnaturagao
foi induzida mantendo a reacdo mistura a 70 °C em banho por 10 min. A reagdo mistura
consistiu em 1000 pL de ficocianina (100-500 pg/mL), 450 uL (5% w/v aqueous solution)
BSA, 1400 puL de tampao salino de fosfato pH 7,4. Depois de resfriadas em agua corrente,
suas absorbancias foram medidas em 660 nm (OSMAN et al., 2016; RESHMA et al., 2014).

O percentual de inibicdo da desnaturagdo da proteina foi calculado pela Equacao 4.

%Inibicio = (1 — 2amostray+ o) (4)

controle

sendo:
Aamostra: absorbancia da amostra;

Acontrole: absorbancia do controle negativo.
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4.2.11.2 Hemodlise induzida por solu¢do hipotonica

Virios agentes podem ser usados como solugdes hipotdnicas, incluindo hipo salina (50
mM NaCl em 10mM de tampao salino fosfato de sodio - pH 7,4) e dgua destilada. A reacdo
mistura conteve suspensdo de hemdcias, extrato de ficocianina e solugdo hipotonica.
Diclofenaco de sodio foi usado como medicamento padrdao. A mistura foi incubada a 37°C
por 30 minutos e centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos. O teor de hemoglobina da solucao
sobrenadante foi lido em espectofotometro a 560 nm (LABU et al., 2015; RASHID et al.,
2011). A porcentagem de inibi¢do de lise da membrana dos globulos vermelhos foi calculada

através da Equacao 5.

100 — A
%Inibicio = ( Moy 100 %)
Acontrole
4.2.11.3 Hemodlise induzida pelo calor

A reagdo mistura (2 mL) consiste de 1 mL da solu¢do de ficocianina em diferentes
concentragdes (de 100 a 600ug/mL) e 1 mL de suspensdo de hemacias 10%. Esta reagdo
mistura foi agitada gentilmente por inversdao. Todos os tubos contendo reagdo mistura foram
incubados em banho quente a 60°C, 20 minutos. No fim da incubacdo os tubos foram
resfriados em 4gua corrente. A reagdo mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min e a
absorbancia do sobrenadante foi lida a 560 nm (PATEL; DESAI 2019; RASHID et al., 2011).

A porcentagem de inibicdo de hemolise foi calculada pela Equacao 6.

%Inibicdo = (Acontrole — Acontrole) * 100 ©)
4.2.11.4 Inibi¢ao da protease

O meio reacional (2 mL) contém 0.06 mg de proteinase, 1 mL de tampao 20 mM Tris
HCI (pH 7,4) e 1 mL da solucdo de ficocianina. A mistura foi incubada a 37°C por 5 min e
entdo 1 mL de BSA 4% foi adicionado. A mistura foi incubada por 20 min adicionais. Apds, 2

mL de uma solucao 70% &cido perclorico foi adicionada para interromper a reagao.
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A suspensdo turva foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min e a absorbdncia do
sobrenadante foi lida a 210 nm (JYOTHILAKSHMI et al., 2017; PATEL; DESAI, 2016). A
porcentagem de inibi¢do da atividade inibitéria da proteinase foi calculada usando a seguinte

Equacao 7.

100
) (7)

%Inibigéo = (Acontrole - Aamostra) * (A
controle

4.2.12 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como valores médios e erro padrao da média de pelo
menos trés ensaios independentes. As andlises estatisticas foram determinadas usando
ANOVA e o teste de médias Tukey. O valor de (p) inferior a 0,05 foi considerado como uma

diferenca significativa.

43 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Eficiéncia de encapsulacio, solubilidade em agua, atividade antioxidante e

tamanho das microcapsulas

A encapsulacao apresentou eficiéncia de 76,19 + 1,23. Segundo Hadiyanto et al.
(2019), quanto maior a concentragdo do material encapsulante maior a eficiéncia de
encapsulacdo. No entanto, pesquisas conduzidas por Hadiyanto et al. (2017) e Yan et al.
(2014) apresentaram eficiéncia de 71,75% e 53,84%, respectivamente, em microencapsulacao
utilizando 2,5% de alginato como material encapsulante.

A solubilidade em 4gua de 22,93 + 0,008. Segundo Mortazavian et al. (2017), a
solubilidade em 4gua foi um fator de grande importancia na aplicacdo de microcapsulas na
industria de alimentos, a fim de evitar interagdes com demais particulas ou ingredientes.

A microencapsulagdo apresentou retencdo da atividade antioxidante (Tabela 3). A
atividade antioxidante da ficocianina microencapsulada através de ABTS foi estatisticamente
superior a ficocianina livre (0,5%). Quanto a ficocianina livre, a atividade antioxidante e o

teor de compostos fendlicos apresentaram relacao direta com a concentragao da solugao.
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Tabela 3. Atividade antioxidante da ficocianina livre e microencapsulada

Ficocianina ABTS (umol trolox/L) Compostos fendlicos totais (mg EAG/mL)

livre 0,5% 112,036 + 13,58 0,100 + 0,007
livre 1% 715,444 +11,31 0,348 + 0,006
microencapsulada 412,940 + 9,05 0,011 + 0,001

Fonte: Autora (2021).

As microcéapsulas apresentaram 64,22 % de particulas com tamanho inferior a 300 pm,
sendo D10=86,96 um, D50=230,5 um ¢ D90=558,1 um (Figura 11). O diametro encontrado
foi maior que o reportado por Kurniasih et al. (2018) que, utilizando maltodextrina e
maltodextrina + alginato como material encapsulante, obtiveram 82,8% de particulas com
diametro menor que 1,853 pum e 52,5% menor que 3,104 um, respectivamente.

Os diferentes tamanhos das microcapsulas de ficocianina sdo influenciados pelo
método de encapsulagdo, tipo de encapsulante e propor¢do entre o encapsulante € o composto
ativo (MIRHOJATI et al., 2017). O maior didmetro da microcdpsula indica uma parede mais
espessa ¢ maior quantidade de material de nicleo (BRIONES; SATO, 2010). Segundo
Shariaei (2017), o aumento do tamanho das particulas da microcépsula estd relacionado ao
numero de compostos ativos que podem ser encapsulados. Entretanto o maior diametro resulta
em uma menor superficie especifica, afetando a solubilidade das microcéapsulas e a liberacao

de compostos ativos (EL-HELW; NIXON, 2008).

Figura 11. Disper¢ao de tamanho de particula da microcapsula.
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Fonte: Autora (2021).
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4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

No espectro da ficocianina livre sdo observadas as bandas de absor¢ao em 3285 cm-!
(NH), 1653 cm-! (amida I), 1541 cm-! (amida II e alongamento da ligagdo C=0) e 1455 cm-!
(CN) que sdo caracteristicas da ficocianina (Figura 11). De acordo com Munawaroh et al.
(2020), as bandas de absor¢do estreitas entre 1000-1100 cm™! indicam a presenga de sulfato

inorganico, que deriva do processo de purifica¢ao da ficocianina.

Figura 12. Espectros de infravermelho das microcépsulas de alginato de sodio (Controle), das microcapsulas de
alginato carregadas com ficocianina e da ficocianina livre.

Controle
Livre
Microencapsulada
T I L) l L) I L} l Ll l L) l T I L)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm’l)

Fonte: Autora (2021).

A estrutura do alginato de sodio é caracterizada pelas bandas entre 1107 e 935 cm™,
que estdo atribuidas ao alongamento da ligagdo C-O do anel piranosil ¢ ao alongamento C-O
com contribui¢des da deformagdo C-C-H e C-O-H. O alginato apresenta bandas de absor¢ao
na faixa de 3000-3600 cm™! (alongamento das ligagdes O-H), 29202850 cm™! (alongamento
de C — H alifatico). As bandas de vibragdo em 1596 e 1418 cm’' estdo atribuidas ao
alongamento assimétrico e simétrico do ion de carboxilato, respectivamente (DAEMI;

BARIKANI, 2012).
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O espectro da microcépsula de alginato carregada de ficocianina apresenta-se muito
semelhante ao espectro da microcdpsula de alginato, o que sugere um total recobrimento da

ficocianina pelo material de parede (YAN et al., 2014).

4.3.3 Analise termogravimétrica (TGA)

O primeiro estagio de decomposi¢do da ficocianina (Figura 13) esta relacionado a
perda de 4gua e de compostos de baixo peso molecular presentes na amostra (JESUS et al.,
2018). O segundo estagio de decomposi¢do, entre 150 e 400°C, pode estar atribuido a
desnaturagdo da proteina, da qual resulta a ruptura de ligacdes intermoleculares de baixa
energia e, subsequentemente, perda da conformacdo, queda na estabilidade térmica e

transformagdo da proteina em compostos volateis, como observou Brahatheeswaran (2012).

Figura 13. Curvas termogravimétricas da microcapsula de alginato vazia (controle), ficocianina livre e

microencapsulada.
Controle
Livre
Microencapsulada
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Fonte: Autora (2021).

A decomposi¢do térmica do alginato, assim como de outros polissacarideos, seguem
processos que incluem a desor¢do de dgua absorvida fisicamente, a remog¢dao de agua
estrutural, a despolimerizagado e, por fim, a formacao de estruturas polinucleares, aromaticas e

grafiticas (PARIKH; MADAMWAR, 2006). A desnaturacdo desses compostos ocorre em
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temperaturas mais baixas do que o ponto de degradagdo méaximo da ficocianina (315 °C).
Considerando que as capsulas de alginato carregadas de ficocianina apresentaram inicio de
degradacdo a 263 °C, ndo ¢ possivel afirmar que o material de parede tenha mantido uma

barreira térmica para a ficocianina (SCHMATZ et al., 2020).

4.3.4 Perfil de liberacao de ficocianina microencapsulada

Nos primeiros 120 min, a libera¢do maxima foi de 4,32%, permitindo que a ficocinina
microencapsulada mantenha suas propriedades (Figura 14). Na solugdo basica, a liberagdo da
ficocianina foi crescente durante todo o periodo analisado, atingindo uma liberagdo de
67,12%, aos 240 min. Resultados similares foram encontrados por Yan et al. (2014), onde a
microcéapsula de ficocianina, utilizando alginato de sodio, apresentou liberagao lenta de cerca
de 10% em meio 4cido e, ao transferir as microcapsulas para o meio alcalino, atingiu uma

liberacao de 74,14%

Figura 14. Perfil de liberacdo da ficocianina microencapsulada.
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Fonte: Autora (2021).

Em pH 4cido, o inchamento das esferas de alginato ocorre lentamente e por isso nao

ha liberagdo do material ativo. Isso ocorre devido ao aumento da atrag@o entre o grupo amina
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na ficocianina protonada e o grupo carboxila do alginato e a ligagdo de hidrogénio entre -
COOH e -OH da cadeia do polimero (TAVAKOL et al., 2009; ZHANG et al, 2004). No
entanto, no pH alcalino, as cépsulas tornam-se inchadas e porosas, devido a dissolucao da
matriz do alginato, resultando na liberacdo da ficocianina (GEORGE; ABRAHAM, 2006;
PATEL et al., 2017). As capsulas de alginato de s6dio incham mais rapidamente em pH
alcalino devido a troca id6nica entre o ion Ca2+ na capsula e os ions de Na+ presentes no
tampao fosfato (BAJPAI; SHARMA, 2004) Em estudo de Kim et al. (2008), capsulas de
alginato de calcio apresentaram-se instaveis em fluidos biologicos, devido a presenga de
moléculas quelantes de cations, como o fosfato, induzindo a liberac¢do da ficocianina em razao
da troca de ions de calcio por ions de sodio, presentes no tampao (KIM et al, 2008).

A ficocianina apresenta baixa estabilidade, principalmente em mudangas de pH
(MAULIASARI et al., 2019). Assim, a microencapsulagdo apresentou-se eficaz através da
baixa degradacdo da ficocianina em pH dacido, o que sugere que o processo de
microencapsulacdo utilizado pode ser capaz de proteger o composto bioativo durante sua

passagem pelo estdmago e garantir sua biodisponibilidade no instestino (WU et al., 2016).

4.3.5 Estabilidade das microcapsulas durante armazenamento

As microcapsulas apresentaram estabilidade quanto ao teor de ficocianina e quanto
aos compostos fenolicos (Figura 15). Houve uma redugdo significativa da capacidade
antioxidante através de ABTS, a partir da terceira semana, com reducdo de aproximadamente
49%. Segundo Zapata et al., (2021), isso significa que a perda de atividade antioxidante
ocorre antes da degradagdo dos compostos fenolicos totais, quando armazenado em

temperatura ambiente.
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Figura 15. Estabilidade das microcéapsulas de alginato de sodio carregadas com ficocianina
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Fonte: Autora (2021). As letras iguais acima das barras identificam que as amostras ndo apresentaram diferenca
significativa. A andlise estatica foi realizada entre os pontos de uma curva, nao foi realizada entre as curvas.

Essas observagodes indicam que a estrutura do alginato de sodio foi capaz de preservar
o teor de ficocianina e evitar danos aos compostos fenolicos durante o armazenamento por
cinco semanas, assim como observou também Wang et al. (2014). Segundo Wu et al. (2016),
o método de microencapsulagdo da ficocianina aumenta a estabilidade do composto, ja que a
estabilidade da ficocianina pode ser afetada pelo pH, temperatura e luz. Além disso, o
material encapsulante pode agir também como agente estabilizador, protegendo a estrutura
das cadeias proteicas, assim como outros agentes estabilizantes comumente usados, como

acido citrico, acido sérbico, cloreto de sodio, acido ascorbico, entre outros (WU et al., 2016).

4.3.6 Atividade anti-inflamatoria

A ficocianina livre apresentou uma inibi¢do de desnaturacdo protéica de 95,96%, sem
diferencga significativa da ficocianina micrencapsulada, que inibiu 98,35% de desnaturacao.
Diante disso, observa-se que o processo de microencapsulagdo protegeu o composto bioativo,
mantendo-o disponivel e ativo, com potencial anti-inflamatério, uma vez que a desnaturacao
da proteina resulta em perda de propriedades biologicas das moléculas de proteinas, sendo

uma das principais causas da inflama¢ao (RESHMA; ARUN; BRINDHA, 2014).
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Figura 16. A¢ao anti-inflamatoria da ficocianina livre e encapsulada.
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Fonte: Autora (2021). Letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa, entre as amostras, para cada analise
separadamente.

Quanto a inibicao de protease, a ficocianina livre apresentou uma inibi¢ao de 70,8%,
sem diferenca significativa quanto a ficocianina microencapsulada, que inibiu 72,5% de
protease. A ficocianina apresentou inibi¢do significativamente superior a inibi¢ao de protease
do medicamento (diclofenaco de so6dio) utilizado como controle, demonstrando seu potencial
em reduzir danos nos tecidos causados pela protease durante reacdes inflamatorias
(GOVINDAPPA et al., 2011).

Durante a indugdo da hemolise por solugdo hipotonica, a ficocianina livre e a
ficocianina microencapsulada inibiram em 93,09% e 96,64%, respectivamente, a lise da
membrana lisossdmica que ocorre durante a inflamagdo. A ficocianina microencapsulada
apresentou uma inibi¢do significativamente superior a amostra de ficocianina livre e a
amostra controle, que pode ser devido a presenca de sais oriundos do meio intestinal e do
material encapsulante que impediram a ocorréncia da lise (LABU et al., 2015; RASHID et al.,
2011).

Na inducdo de hemolise por calor, a ficociacina microencapsulada inibiu 96,56% a
ocorréncia de lise da membrana lisossomica, que libera seus componentes enzimaticos,
produzindo uma variedade de disturbios (PATEL; DESAI 2019; RASHID et al., 2011). A

ficocianina livre e a amostra controle apresentaram baixo potencial de inibi¢do, 18,78% e
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18,30%, respectivamente. O alto potencial de inibi¢do da ficocianina microencapsulada se
deve a protecao que a microcapsula confere ao composto bioativo, possibilitando sua maior
disponibilidade e acdo em condi¢des adversas, como na presenga de calor. Dessa forma, a
ficocianina possui agdo anti-inflamatoria ao produzir o efeito de inibir a liberagdo de enzimas
lisossdmicas ou estabilizar as membranas lisossomicas, que se assemelham as membranas
humanas dos glébulos vermelhos que sofrem hemolise durante inflamagoes.

Além disso, a ficocianina pode diminuir a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
tais como IL-1pB, IL-2, interferon-y e o fator de necrose tumoral-a, fatores de transcricao,
nomeadamente Janus quinase 3, transdutores de sinal e ativadores da transcricdo 3 (stat3) e
também induz a expressao de citocinas antiinflamatorias IL -4 (PRABAKARAM et al., 2020).
As respostas da citocina mostram-se envolvidas na iniciac¢ao, evolugdo e, em ultima instancia,
na resolucdo de algumas formas de doengas inflamatérias em humanos (KISHORE et al.,
2019, ASHLEY et al., 2002). Em consonancia com essa ideia, os inibidores da producdo de
citocinas tém sido considerados uma estratégia terapéutica superior para doencas
inflamatorias, considerando que podem apresentar perfil modificador de doencas (BAI et al.,

2021).

44 CONCLUSAO

A microencapsulagao apresentou eficacia na prevencdo da degradacao da ficocinina,
mantendo sua atividade bioativa ao longo do tempo, além de possibilitar que a ficocianina
resista ao sistema digestivo, apresentando liberagdo no intestino, como desejado, visando sua
bioacessibilidade.

Com isso, a encapsulagdo permitiu que a ficocianina apresentasse uma agao anti-
inflamatéria semelhante a medicamentos j& utilizados e apresentados como controle neste

estudo.
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5 CONCLUSAO

A ficocianina livre e microencapsulada apresentou agdo antioxidante e anti-
inflamatoria. As microcapsulas proporcionaram a ficocianina estabilidade térmica,
estabilidade antioxidante durante o armazenamento e liberagcao no pH intestinal

A microencapsulagao preserva a bioatividade da ficocianina em condigdes adversas,
permitindo a liberacdo do composto bioativo no intestino e contribuindo para a

bioacessibilidade da ficocianina.
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