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RESUMO

O resveratrol € um composto natural que tem despertado inteesse das industrias
alimenticia e farmacéutica devido a sua bioatividade. Uma forma de entrega de
compostos bioativos para o consumidor que tem se popularizado sdo os comprimidos
orodispersiveis (ODTs, do inglés), que tem por caracteristica a rapida dissolugéo na
boca e facilidade de uso. Contudo, o resveratrol possui forte amargor e solubilidade
limitada em agua, o que reduz sua biodisponibilidade. Sabe-se que estas limitagbes
dificultam seu emprego em formulagdes de alimentos ou de suplementos alimentares.
A técnica de microencapsulagao por spray-drying torna-se uma ferramenta viavel para
melhorar as propriedades tecnologicas do resveratrol. A presente Dissertacdo de
Mestrado teve por objetivo a obtengdo de comprimidos orodispersiveis contendo
resveratrol microencapsulado. Foram obtidas microparticulas nas propor¢des de
resveratrol de 8% g/gwney € 2,4% g/gwhey pela técnica de atomizacgéo por spray-drying.
Estas foram caracterizadas por Microscopia Eletrbnica de Varredura,
Termogravimetria, Difragdo de Raio-X, Calorimetria Exploratéria Diferencial e
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier. A eficiéncia de
encapsulacéo foi determinada por espectrometria UV-Vis em 306 nm. Os comprimidos
foram obtidos pela mistura da base comercial e microparticulas em 0%, 1%, 3%,10%
e 20% em massa e submetidos a medida instrumental de cor, avaliagdo mecanica e
teste de desintegragcao em solucéao salivar simulada. As particulas possuiam formato
esférico enrugado formando aglomeracgdes e com tamanhos entre 2 e 22 micrémetros.
As microparticulas com a proporcao 2,4% apresentaram as maiores temperaturas de
degradagao (156 e 205 °C), demonstrando o aumento da estabilidade térmica. Houve
também atenuacdo da intensidade de bandas de FTIR dp resveratrol nas
microparticulas quando comparado aos espectros dos compostos individuais. A
difracao de raios-X demonstrou também atenuacao dos picos do resveratrol indicando
a sua encapsulacao. As eficiéncias de encapsulagao das microparticulas foram de (72
1+ 8,5) % e (89 £ 4,1) % para as formulagado de 8% e 2,4% respecivamente. Nos
comprimidos foi observado que o aumento da concentragdo de microparticulas
adicionadas resultou na tonalidade mais amarela dos comprimidos € ao maior tempo
de desintegracao oral. A dureza se mostrou estatisticamente similiar para todas as
formulacdes analisadas, indicando que a adicao de microparticulas no comprimido
nao interferiu nas suas propriedades mecanicas. A técnica de microencapsulacao por
spray-drying com whey protein foi eficiente para a encapsulacao do resveratrol. Os
comprimidos apresentaram mudangas apenas nas propriedades de cor e
desintegracao oral, encorajando testes futuros para avaliagdes sensoriais.

Palavras-chave: microencapsulagcido; atomizacao; resveratrol; proteina do soro do
leite; comprimidos orodispersiveis.



ABSTRACT

Resveratrol is a natural compound that has attracted the attenction of the food and
pharmaceutical industries due to its bioactivity. Orodispersible tablets (ODTs) are a
promising alternative to deliver bioactive compounds to consumers which are known
for the rapid dissolution in the mouth and ease of use. However, resveratrol presents
a remarkable bitterness and limited water solubility, which reduces its bioavailability.
These limitations hinder its use in food formulations and supplements. The
microencapsulation technique by spray drying becomes a viable tool to improve the
technological properties of resveratrol. Here, the results concerning the production and
characterization of whey protein microparticles containing resveratrol are presented.
Microparticles were obtained in the proportions of resveratrol 8% g/gwhey and 2.4%
g/gwhey by the spray-drying atomization technique. The microparticles were
characterized by Scanning Electron Microscopy, Thermogravimetric analisys, X-Ray
Diffraction, Differential Scanning Calorimetry and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy. The encapsulation efficiency was determined by UV-Vis spectrometry
at 306 nm. Tablets were obtained by the commercial mixture and microparticles at 0%,
1%, 3%,10% and 20% mass comcentration. The tablets were subjected to instrumental
color measurement, mechanical evaluation and disintegration test in simulated salivar
solution. The particles presented spherical, wrinkled shapes and were aglomerated
with sizes from 2 to 22 micrometers. The microparticles with the 2.4% proportion
showed the highest degradation temperatures (156 and 205°C) demonstrating
increased thermal stability. There was also an attenuation in the intensity of FTIR
bands of the whey in the microparticles when compared to the spectra of the individual
compounds. X-ray diffraction also showed attenuation of resveratrol peaks indicating
an efficient encapsulation. The encapsulation efficiency were (72 + 8) % e (89 £ 4) %
for the 8% and 2.4% formulations, respectively. In the tablets, it was observed that the
higher the concentration of microparticles, the yellower the tablets appeared and the
longer the oral disintegration time. The hardness was statistically similar for all the
formulations analyzed, indicating that the addition of microparticles in the tablet did not
affected the mechanical properties. The spray-drying microencapsulation technique
with whey protein was efficient for the encapsulation of resveratrol. The tablets
presented changes only in color and oral disintegration time which encourages future
sensory tests.

Keywords: microencapsulation; atomization; resveratrol; whey protein. orodispersible
tablets.
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1 INTRODUGAO

A crescente tendéncia de consumo de suplementos alimentares esta
diretamente relacionada com a procura por uma melhor qualidade de vida, habitos
alimentares mais saudaveis e melhora da resposta imunoldgica. Este movimento tem
se intensificado nos ultimos anos, principalmente no recente cenario pandémico
(BOMFIM; GONCALVES, 2020). De acordo com a RDC n° 243 de 26 de julho de 2018,
suplementos alimentares ndo sdo medicamentos, embora sejam considerados
farmacos. Eles sdo um complemento para a alimentagao de individuos saudaveis que
englobam desde probidticos até formulagcbes que fornegam nutrientes, substancias
bioativas ou enzimas (BRASIL, 2018).

Um composto aromatico polifendlico que vem se destacando no ramo de
suplementos é o resveratrol (3,5,4’triidroxi-estilbeno (LEKLI; RAY; DAS, 2010;
HUMINIECKI; HORBANCZUK, 2018), principalmente devido & suas propriedades
bioativas (NAJAFI et al., 2021). Atualmente, as principais fontes de extracdo do
resveratrol sdo plantas e sementes de frutas vermelhas como uvas, oleaginosas como
amendoim ou folhosas como a erva japonesa, ou ainda por meio de fermentacéo de
algumas leveduras (KOBAYASHI et al., 2022).

Apesar do resveratrol apresentar muitos beneficios a saude e seu emprego
como ingrediente demostrar grande potencial de crescimento na industria de alimentos
e farmacéutica, ele possui instabilidade frente a diversos fatores externos (SHAO et al.,
2019), principalmente a luz que pode facilmente transformar o trans-resveratrol em seu
isdmero cis inativo, além de apresentar baixa solubilidade em agua, dificuldade de
aceitagao sensorial devido ao seu amargor e sensagao adstringente (SILVA et al., 2013;
KOGA et al., 2015; GANI et al., 2022). A microencapsulagado pode ser uma alternativa
viavel as limitagcbes do resveratrol, pois pode preservar a bioatividade e a
biodisponibilidade, e aumentar a estabilidade de compostos naturais (LU et al., 2021).
No processo de microencapsulagdao, € necessario um encapsulante que possua
caracteristicas protetoras como é o caso do whey protein, que vem apresentando altos
teores de eficiéncia de encapsulacao, conservacao e entrega controlada de diversos
bioativos (TAN; ZHONG; LANGRISH, 2020).

Os comprimidos de desintegragao oral (ODT’s) sdo uma inovagéo no ramo de
entrega de farmacos, indicados a todos publicos, incluindo os publicos geriatrico e

infantil. Sdo comprimidos que se dissolvem ao entrar em contato com a saliva com a



liberagao rapida do ativo (entre 5 a 30 segundos), promovendo maior biodisponibilidade
em relagdo a comprimidos convencionais (ELKHODAIRY; HASSAN; AFIFI, 2014).
Porém, o amargor é um desafio recorrente nos ODT's e o método de
microencapsulagao por spray-drying pode ser uma estratégia para mascarar sabores
indesejados de ingredientes ativos, pois o polimero encapsulante restringe o contato
do ativo com o sistema gustativo do individuo (BRNIAK; MASLAK; JACHOWICZ, 2015;
AMELIAN et al., 2017).



2 OBJETIVOS

Obter comprimidos orodispersiveis (ODT’s) contendo resveratrol

microencapsulado em whey protein.
2.1 Objetivos especificos

e Microencapsular o resveratrol em whey protein pela técnica de

spray-drying e analisar duas diferentes propor¢des de material de parede;

e Caracterizar as microparticulas em relagdo ao tamanho e
morfologia por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), o peffil
espectroscopico por espectrofotometria no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), as caracteristicas estruturais quimicas por difragdo de
raios-X (DRX) e estabilidade térmica, utilizando a técnica de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TGA);

e Determinar a eficiéncia de encapsulagao e loading por meio da
analise de espectrofotometria de absorg¢ao no ultravioleta;

e Validar uma metodologia de espectroscopia no ultravioleta-visivel
para a determinacao da eficiéncia de encapsulacéo;

e Incorporar as microparticulas em comprimidos orodispersiveis;

e Caracterizar os comprimidos orodispersiveis quanto as

propriedades colorimétricas e dureza.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.
3.1 Resveratrol

O resveratrol € um bioativo que vem sendo amplamente estudado,
principalmente por apresentar diversas propriedades benéficas a saude, como
atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus (VESTERGAARD; INGMER,
2019), antioxidante (ABBAS; KAMEL; EL-SAYED, 2018; GALLARDO et al., 2019), e
anti-inflamatéria (ABBAS; KAMEL; EL-SAYED, 2018; SZKUDELSKA et al., 2020).

O resveratrol possui formula quimica C14H1203 (Figura 1), e massa molar de
228,247 g/mol (VENUTI et al., 2014), sendo um polifenol pertencente a familia dos
estilbenos, classificado como uma fitoalexina natural, um metabdlito secundario
produzido por cerca de 72 espécies de plantas para auto defesa ao ataque de
bactérias, fungos ou resposta a estresse como radiagao UV e ozonio (WANG et al.,
2010; JAYAN et al., 2019; REPOSSI; DAS; EYNARD, 2020).

Figura 1. Estruturas quimicas do cis e trans resveratrol.

OH
Ho
OH OH

cis-resveratrol trans-resveratrol

Fonte: Venuti et al. (2014)

Nas plantas, o resveratrol pode ser encontrado nas folhas, raizes, caules,
sementes e frutos. As principais fontes de resveratrol sdo alguns alimentos
processados como 0s vinhos, sucos e chas e in natura em frutas como uvas,
framboesas, amoras, mirtilos, cranberry, groselha preta, morangos, jacas e
oleaginosas como amendoim (SESSA et al., 2011; KOGA,; LEE; LEE, 2016). Dentre
todas, a casca e sementes de uva apresentam as maiores concentragdes deste
composto (REPOSSI; DAS; EYNARD, 2020).

A Instrugdo Normativa - IN n° 102 (BRASIL, 2021), autorizou pela primeira vez
o resveratrol para a utilizagdo como constituinte em suplementos alimentares, exceto
para lactentes (0 a 12 meses) ou criangas de primeira infancia (1 a 3 anos), sendo a

recomendacgao diaria maxima de 165 mg para individuos maiores que 19 anos.
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No entanto, este composto apresenta instabilidade quimica quando submetido
a luz, calor, variagdes de pH e na presenga de enzimas, contribuindo para a sua baixa
biodisponibilidade (KOGA et al., 2015; ZUPANCIC; LAVRIC; KRISTL, 2015;
DAVIDOV-PARDO et al., 2015; GANI et al., 2022). O principal fator pelo qual o
resveratrol apresenta baixa estabilidade esta relacionado ao fato de sua molécula
sofrer o fenébmeno de isomerizagao, na qual com a posigao trans de suas hidroxilas o
composto apresenta bioatividade e na conformagéo cis encontra-se biologicamente
inativo (CARDOSO et al., 2019). Além disso, o resveratrol é altamente hidrofobico, o
que dificulta sua utilizacdo em meio aquoso (solubilidade de 0,021 e 0,030 mg/mL),
contudo ¢€é altamente soliavel em etanol (50 mg/mL) (DAVIDOV-PARDO;
MCCLEMENTS, 2014).

3.2 Microencapsulagao

A microencapsulacédo é uma técnica que apresenta um grande potencial para
proteger e preservar ingredientes ativos, especialmente polifendlicos, durante
processamento e armazenamento para uma posterior liberacdo e absorcdo no
sistema trato gastrointestinal humano (YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018)
(ANNUNZIATA et al., 2020). A técnica de microencapsulacédo € caracterizada pela
producao de particulas em escala micrométrica, baseada na utilizacdo de materiais
poliméricos, denominados de encapsulante, carreador, casca ou matriz circundante,
0 objetivo é formar um involucro em torno do material que se deseja aprisionar,
chamado de encapsulado (PAULO; SANTOS, 2017). O tamanho das microcapsulas
ou microparticulas deve apresentar escala de 1 a 1000 micrémetros (PAULO;
SANTOS, 2017). As microparticulas podem ser diferenciadas em relagéo a disposi¢cao
do encapsulado no material encapsulante, pode ser classificada em microcapsulas
onde ha a formagado de uma casca em torno de um nucleo, ou em microesferas
organizada em sistemas de pequenos reservatérios, em que o encapsulado fica
disperso no material encapsulante formando uma particula sélida macica (Figura 2)
(HERRERO-VANRELL et al., 2014).
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Figura 2. Diferengas morfologicas entre microcapsulas e microesferas.

Polimero
{encapsulante)

Polimero
{encapsulante)

Ativo (encapsulado) Nicleo Ativo (encapsulado) Nicleo

Microesfera

Microcapsula
Fonte: Adaptado de Herrero-Vanrell et al. (2014)

A microencapsulagao pode ser uma alternativa para aumentar a estabilidade
de compostos bioativos como o resveratrol. Augustin et al. (2011) tiveram por objetivo
microencapsular a mistura de 6leo de peixe, tributirina e resveratrol por meio de
emulsao 6leo-em-agua e caseinato de sédio, glicose e amido modificado. Os autores
também estudaram os efeitos no transito gastrointestinal de ratos e os resultados
apontaram um aumento da disponibilidade dos ativos no gastrointestinal, sangue e no
figado dos animais.

Koga et al. (2015) produziram microcapsulas utilizando como material
encapsulante o caseinato de sddio com e sem gordura anidra do leite, por meio de
spray-drying para o mascaramento dos sabores indesejados do resveratrol. Os
resultados apontaram que ambas as formulagdes foram eficazes para o mascarar o
sabor do resveratrol. Também concluiram que a adi¢do da gordura ndo apresentou
efeitos significativos para a encapsulacdo do bioativo. Em um segundo trabalho
(KOGA; LEE; LEE, 2016), os autores também microencapsularam o resveratrol em
caseinato de sodio com a técnica de spray-drying, € na sequéncia adicionaram as
microcapsulas em barras de cereais e gomas. As analises sensoriais apontaram que
as barras de cereais incorporadas de microparticulas ndo apresentaram diferenca
significativa do controle, no entanto a goma apresentou menor preferéncia sensorial
por parte dos avaliadores, quando comparado ao seu controle.

Cardoso et al. (2019) microencapsularam o resveratrol por meio de secagem
com spray-dryer de emulsdes com Oleo de coco e goma arabica. Os resultados
apontaram uma eficiéncia de encapsulacao de 87%, obtendo melhores resultados de
liberagcao do bioativo comparado ao ndo encapsulado.

Consoli et al. (2019) utilizaram conjugados de Maillard, aquecidos a diferentes
tempos para produgdo de microparticulas carregadas de resveratrol, que foram
produzidas por emulsdes e secas por spray-drying. As microparticulas obtiveram de
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80 a 100% de retencéo e eficiéncia de encapsulagao do resveratrol de cerca de 97%.
Porém, notaram que os tempos de aquecimento afetaram de forma negativa a
liberagdo do resveratrol nos ensaios de digestao in vitro.

Maria et al. (2020) prepararam microparticulas de alginato de sédio e
carboximetilcelulose pelo método de secagem por spray-drying para entrega
concomitante da curcumina e resveratrol. A eficiéncia de encapsulacgéao foi avaliada e
constatou-se 82,9% e 59,6% para o resveratrol e para curcumina, respectivamente.
Concluiram também que o resveratrol se concentrou no nucleo e a curcumina formou
uma camada mais externa nas particulas.

Chen et al. (2020) produziram microparticulas pela mistura extrusada de
amido, resveratrol e a-amilase por meio de ultra-micropulverizador. Os autores
concluiram que a estabilidade a luz do resveratrol foi melhorada e a a-amilase
promoveu maior liberagao controlada do resveratrol.

Song et al. (2021) elaboraram microparticulas de resveratrol pelo método
liofilizagdo. Os materiais de paredes usados foram misturas de amido de milho
extrusado com e sem a-amilase, revestidos por quitosana. Os principais resultados
apontaram que adigdo de a-amilase melhorou as caracteristicas de encapsulagao do
amido e que o revestimento de quitosana aumentou o controle da liberacdo de

resveratrol.

3.3 Whey protein

Os suplementos alimentares a base de proteinas do soro do leite (whey
protein) se destacam pelo seu alto consumo entre atletas e praticantes de atividades
fisicas, assim como pela aceitagao por parte de pacientes imunossuprimidos, idosos,
adultos ou criangas em circunstancias que nao ocorra o consumo calérico diario
satisfatorio (BOMFIM; GONCALVES, 2020). O whey protein sao proteinas extraidas
do soro de leite, um coproduto industrial obtido no processo de fabricacdo do queijo
(TAN; ZHONG; LANGRISH, 2020). Sua ingestdao apresenta beneficios a saude,
devido a suas propriedades bioativas e nutracéuticas (NG et al., 2015; PATEL, 2015;
DINIKA et al., 2020; ZHAO; ASHAOLU, 2020). Geralmente, as proteinas que
constituem o leite bovino sdo 80% de caseina e 20% de proteinas do soro. As
principais proteinas do soro do leite sdo [-lactoglobulina, a-lactoalbumina,

imunoglobulinas, albumina do soro bovino, lactoferrina, lactoperoxidase,
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glicomacropétido entre outros constituintes menores (MADUREIRA et al., 2007;
NICOLAS; FERREIRA; LASSALLE, 2019).

Como levantado por Mehra et al. (2021), o pé de proteina de soro de leite
(WPP) é geralmente obtido por meio de clarificagdo, tratamento térmico e secagem
do soro do leite até a um po6 fino, cuja a porcentagem proteica, dependendo do produto
comercial, pode variar de 11,0 a 14,5% e 63 a 75%. O concentrado de proteina de
soro de leite (WPC) possui os menores teores de gordura, produzido a partir do WPP,
com a fracdo de proteina podendo variar de 65 a 70%. No hidrolisado de proteina de
soro de leite (WPH), as proteinas passam por um processo de quebra por meio de
reacao de hidréise e o resultado sao peptideos e polipeptideos menores que
promovem um produto mais digerivel e menos alergénico, com a porcentagem de
proteina pode variar de 80 e 90%. Os isolados de proteina de soro de leite (WPI) sédo
formas mais puras, pois 0 composto passa por processos extras de purificagao para
a retirada de lactose e gorduras, com teor de mais de 90% de proteinas.

Os principais beneficios do consumo de whey protein, de acordo com Akal
(2017) séao alto valor nutricional, atividade antioxidante, reducdo dos riscos de
hipertensdo e doencgas cardiovasculares, controle de massa devido ao efeito de
saciedade, efeito antimicrobiano, papel fisioldgico no crescimento 6sseo, cicatrizagao
de feridas, inibicdo de inflamacao, inibicdo da Hepatite C, propriedade de
imunoreforgo, assim como efeito anticarcinogénico (TEIXEIRA et al., 2019). Também
possui efeitos positivos sobre anabolismo muscular, sobre o desempenho fisico,
reducao de gordura corporal e hipertrofia muscular (HARAGUCHI; PAULA, 2006). A
suplementagcdo com whey protein pode reduz a obesidade e o risco de doencas
cronicas como diabetes, doengas cardiovasculares, colesterol alto no sangue e
acidente vascular cerebral, assim como doencas relacionas ao envelhecimento e
sedentarismo (BADELY et al., 2019; ZHAO; CHEN; ASHAOLU, 2022).

Dentre os materiais encapsulantes, o whey protein tém apresentado
resultados promissores na eficiéncia de encapsulagéo, conservagdo e entrega
controlada de bioativos, que pode estar relacionado a sua estabilidade das estruturas
moleculares, devido aos arranjos globulares contendo pontes de dissulfeto
(HARAGUCHI; PAULA, 2006). Além disso, o whey protein apresenta alta solubilidade
em agua e pode auxiliar na aplicagdo comercial de bioativos hidrofébicos como o
resveratrol (JAUREGI; GUO; ADELOYE, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dyslipidemia
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O whey protein ja foi utilizado na encapsulagdo de inumeros compostos,
valendo destacar a cafeina (MADADLOU; JABERIPOUR; ESKANDARI, 2014), o
extrato do bagaco de cereja (TUMBAS SAPONJAC et al., 2016), extrato de café verde
(BUDRYN et al., 2016), acido félico (ASSADPOUR et al., 2016), dmega-3 (WANG,
ADHIKARI, BARROW, 2019), carotenoides extraidos de espinheiro do mar
(MIHALCEA et al., 2017), probiéticos Lactobacillus casei (ALEHOSSEINI et al., 2019),
tripsina Tamarindus indica L. tripsina extraida de sementes de tamarindo (DE
QUEIROZ et al., 2018), extrato da casca de frutas citricas (HU et al., 2019a), dleo e
proteina de (KUHN et al., 2019), extrato de folha de oliveira (SOLEIMANIFAR;
JAFARI; ASSADPOUR, 2020), a- tocoferol (FANG et al., 2019; NEVES et al., 2020;
BAO et al., 2020) nobiletina (HU et al. 2019b), vitamina D3 (LIU et al., 2020),
probidticos Lactobacillus rhamnosus (HERNANDEZ-BARRUETA et al., 2020), B-
caroteno (RODRIGUES et al., 2020), 6leos de pequi e buriti (COMUNIAN et al.,
2020a), bioativos do farelo de aveia (BANNIKOVA et al., 2020), astaxantina
(BOONLAO et al., 2020), probidticos L. acidophilus (Etchepare et al., 2020),
curcumina (LV et al., 2020), proteina de polen de abelha (MAQSOUDLOU et al., 2020).

Madadlou; Jaberipour; Eskandari, (2014) produziram nanocapsulas e
nanoesferas de isolados de whey protein a partir de microemulsées com 6leo de
girassol e Span 80 por meio do método de gelificagao a quente, com e sem a enzima
tranglutaminase para encapsular cafeina. As particulas e capsulas obtidas tiveram
tamanho reduzido, além de haver o aumento a temperatura de transi¢ao vitrea, assim
como o formato esférico foi aumentada com a agao de reticulagdo enzimatica causada
pela tranglutaminase.

Tumbas Saponjac et al. (2016) realizaram o encapsulamento de bioativos
extraidos do bagaco de cereja em whey protein e proteina de soja, por fim
incorporados a farinhas de trigo para a producéao de cookies. Durante quatro meses
de acompanhamento, foi notado que a adicdo do encapsulado melhorou a
estabilidade do produto formulado e o aumento do teor nutricional de polifendis, além
de aumentar a atividade antioxidante e melhora da cor.

Budryn et al., (2016) analisaram a interacdo de acidos hidroxicinamico e
clorogénico bioativos presentes em extrato de café verde, encapsulados com
hidrolisados de proteinas de ovo albumina, whey protein e hidrolisados de proteinas

de soja. As interagdes encontradas foram de carater hidrofébico e eletrostatico que
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resistiram aos processos de digestao proteolitica, contudo a biodisponibilidade do café
verde foi reduzida.

Assadpour et al. (2016) tiveram por objetivo otimizar a producdo de
nanoemulsificagdo contendo acido folico disperso em o6leo de canola em mistura de
maltodextrina e whey protein, por meio técnica de emulsificagcdo espontanea,
contendo diferentes proporg¢des de surfactante e concentragdes de acido félico. As
emulsdes demonstraram alta eficiéncia de encapsulagdo, com melhor desempenho
uma concentragdo de surfactante de 0,9% e conteudo de acido folico de 3 mg/mL. Os
resultados ainda apontaram que as maiores concentragdes de surfactantes
diminuiram o tamanho da gota, sendo fator determinante para a producédo das
nanocapsulas.

Wang, Adhikari e Barrow (2019) microencapsularam o6leo de atum rico em
Omega-3 a fim de reduzir a oxidacao de seus bioativos. Foram utilizados os métodos
de coacervagao complexa de duplo nucleo, o primeiro com whey protein e agar e o
segundo com whey protein e goma gel, seguidas de secagem por spray-drying. Os
resultados apontaram que as microcapsulas atuaram como barreiras de protecédo ao
Oleo contra os fatores temperatura e oxigénio. Durante o armazenamento, a camada
externa aumentou a estabilidade oxidativa do 6leo encapsulado quando comparado a
encapsulacao simples de apenas uma camada.

Mihalcea et al. (2017) produziram microparticulas de whey protein, goma
acacia com e sem a enzima transglutaminase, pelo método de coacervagao complexa
seguido de freeze-drying, para encapsular 6leo extraidos de espinheiro do mar
(Hippophae rhamnoides L). Os autores concluiram que a enzima transglutaminase
melhorou o desempenho de protecdo dos materiais encapsulantes, aumentando a
eficiéncia de encapsulagao e atividade antifungica.

Alehosseini et al. (2019) utilizaram uma mistura de concentrados e isolados
de proteinas do leite, contendo enzima transglutaminase por meio da técnica de
eletro-pulverizagao e liofilizagao para encapsular probidticos Lactobacillus casei. Os
autores indicaram uma eficiéncia de encapsulacdo de 100% e sobrevivéncia dos
microrganismos de 99,4%, aumentando a estabilidade no trato gastrointestinal e a

vida de prateleira para a técnica de eletrospray comparados a liofilizagao.

Queiroz et al. (2018) em seu estudo tiveram como objetivo encapsular tripsina

extraida de sementes de tamarindo (Tamarindus indica L.), utilizando quitosana e



17

whey protein, utilizando a técnica de nanoprecipitagdo. As nanocapsulas
apresentaram alta estabilidade em diferentes niveis de pH e a combinagcdo dos
encapsulantes preservou a agao antifungica da tripsina.

Hu et al. (2019) realizaram a extragcdo de casca de frutas citricas ponkan,
ponkan de Taiwan, laranja azeda de Wulong e laranja vermelha de Guangxi (Citrus
reticulata Blanco). Os extratos foram encapsulados em nanoparticulas de concentrado
de whey protein. As nanocapsulas modularam a liberacéo de flavonoides, a atividade
antioxidante foi mantida, e as propriedades dos extraidos de citros variaram com as
condi¢des de pH e variedade dos citros.

Kuhn et al. (2019) propuseram produzir microesferas de whey protein pelo
meétodo de extrusdo seguido por gelificacdo, a fim de encapsular 6leo de linhaga e
hidrolisado de proteina de linhaca. Concluiram que foi possivel realizar a
encapsulacao dos bioativos das sementes de linhaga, e durante as analises in vitro as
microesferas se mostraram resistentes a condi¢gdes gastricas, mas nao a condigdes
intestinais simuladas.

Soleimanifar, Jafari e Assadpour (2020) produziram nanoparticulas a partir de
concentrado de whey protein via electrospraying para encapsular extrato de folha de
oliveira. Os autores concluiram que a eficiéncia do encapsulamento aumento quando
a concentragao de whey protein foi aumentada.

Fang et al. (2019) prepararam nanoparticulas e emulsées com isolado de
whey protein, para encapsular a-tocoferol. As emulsdes tiveram melhores resultados
quando compradas com a particulas, com maior eficiéncia de encapsulagao assim
maior estabilidade coloidal. O a-tocoferol ndo afetou os tamanhos das gotas nas
emulsdes e propiciou maior estabilidade em 25 °C.

Hu et al. (2019b) produziram géis emulsionados de concentrado de proteina
do leite com incorporagao de ions Ca?* (cloreto de calcio) e hidroxipropilmetilcelulose
na encapsulagéo do flavonoide nobiletina. O hidroxipropilmetilcelulose aumentou a
biodisponibilidade da nobiletina, reduziu o tamanho das particulas e melhorou as a
viscosidade, mas reduziu a elasticidade dos géis quando comparados com a adigao
Ca?".

Liu et al. (2020) encapsularam a vitamina D3 em gel constituido proteina
isolada de soro de leite, para aumentar gelificagdo do whey protein. O mesmo foi
combinado com a amilopectina extraida de raiz de I6tus, juntamente com a regulagao

do pH ideal que foi em torno de 7,0. Os autores concluiram que a encapsulagao da
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vitamina permitiu maior estabilidade de armazenamento, maior resisténcia a
fotodegradacao, além de maior biodisponibilidade nos testes com roedores e controle
na liberagdo no intestino simulado.

Hernandez-Barrueta et al. (2020) microencapsularam probioticos
Lactobacillus rhamnosus e incorporaram em cha verde pronto para beber, utilizando
uma mistura de whey protein e amido de huauzontle (planta comestivel de origem no
México) secos em spray-drying. Concluiu-se que a encapsulagéo junto a incorporagao
de acido ascorbico manteve os probidticos vivos, evitou a fermentacao da bebida e os
bioativos polifendis presentes permaneceram estaveis devido a provavel formagao de
complexos insoluveis com a matriz da microcapsula. A microencapsulacao foi eficaz
em tornar a bebida altamente estavel por 5 semanas de armazenamento a 4° C.

Rodrigues et al. (2020) elaboraram nanocapsulas com whey protein para
encapsular B-caroteno por meio da técnica de electrospray. Os autores utilizaram o
etanol em diferentes concentragdes afim de melhorar a solubilidade da biomolécula e
facilitar a encapsulacéo. Os resultados apontaram que a técnica utilizada foi eficiente
para formagao das nanocapsulas e o etanol permitiu que o -caroteno interagisse com
0 nucleo hidrofébico das proteinas da capsula.

Comunian et al. (2020a) encapsularam os Oleos de pequi e buriti por
emulsificacdo com whey protein aquecido e nao aquecido, seguidos por liofilizagao.
Concluiu-se que a emulsificagdo aquecida apresentou melhor estabilidade quanto
analises de indice de instabilidade. Além disso, ambos os métodos foram eficazes
quanto a melhorar a estabilidade oxidativa dos oleos, assim como aumentou a
preservacao dos bioativos carotenoides.

Bannikova et al. (2020) propuseram a produgdo de microesferas de whey
protein juntamente com maltodextrina por meio do método de coacervagao, para
encapsular bioativos de farelo de aveia. Os autores concluiram que a proporcao de
60:40 de whey e maltodextrina foi melhor para a producdo das microparticulas. A
microencapsulacdo também proporcionou maior estabilidade antioxidante e
probidtica, mantendo-se estavel por 8 meses de armazenamento. Durante estudo de
digestao simulada, notou-se maior liberagéao de polifendis.

Boonlao et al. (2020) encapsularam o carotenoide astaxantina, extraido de
microalga Haematococcus pluvialis, por meio de emulsdo 6leo/agua, utilizando como
material de parede whey protein com goma xantana. As melhores foram obtidas com

maior concentracdo de goma xantana (0,5%). A mistura whey protein com goma
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xantana melhorou a estabilidade das astaxantina durante o armazenamento em
temperaturas amenas, contudo houve diminuicdo da digestibilidade quando
comparado ao whey protein puro.

Etchepare et al. (2020) produziram microcapsulas de alginato de calcio para
encapsular probioticos acidophilus, por meio de gelificagao ibnica. Em seguida foram
revestidas em até trés camadas, de uma mistura de whey protein e alginato de sodio.
Embora a microencapsulagéo mais efetiva foi com apenas uma camada whey protein
e alginato de sodio, a eficiéncia de encapsulagao foi superior a 80% para todos os
tratamentos. Os microrganismos se mantiveram viaveis quando expostos a condi¢des
que simulam o sistema trato gastrointestinal e tratamentos térmicos, quando
comparados microrganismos nao encapsulados.

Lv et al. (2020) prepararam particulas de gel de isolado de whey protein por
meio dos métodos de alta pressdo, e na sequéncia foram aplicadas em géis de
emulsdes de Pickering utilizadas para encapsular curcumina. Os géis de emulsao de
Pickering tiveram a maior eficiéncia de retengédo de curcumina e melhorou a liberagao
sob simulagdes gastricas, assim como melhor estabilidade contra a luz.

Magqgsoudlou et al. (2020) propuseram microencapsular proteinas do pélen de
abelha por spray-drying com os encapsulantes maltodextrina, whey protein e uma
mistura de ambos os compostos. Os resultados apontaram que a mistura dos
materiais de parede apresentou maior eficiéncia de encapsulacéo, e maior capacidade
fotoprotecao do encapsulado a radiagéo UV.

Neves et al. (2020) prepararam microcapsulas utilizando isolados de whey
protein juntamente com mucilagem de ora-pro-nobis. Por meio de emulsdes de 6leo
em agua, utilizando 6leo de canola ou 6leo de coco como carreadores, seguido de
liofilizagdo, para encapsular a- tocoferol. Concluiu-se que o encapsulamento mais
eficaz foi promovido pela mistura dos biopolimeros, juntamente em 6leo de coco e em
menores proporgdes de ora-pro-nobis. A bioacessibilidade do encapsulado foi maior
com whey protein, ora-pro-nobis e 6leo de canola e a liberagdo do a- tocoferol foi a
mesma para todos os tratamentos.

Bao et al. (2020) produziram particulas coloidais de isolados de whey protein
e emulsdes de 6leo de girassol para o encapsulamento de resveratrol e a-tocoferol.
Os autores concluiram que a eficiéncia de encapsulamento 60% e 98% para
resveratrol e a-tocoferol respectivamente e observaram que durante a digestéo in vitro

obtiveram liberacdo 100% dos bioativos presentes nos géis. Posteriormente, o
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resveratrol indicou niveis mais altos de 50% a 85%, porém o a-tocoferol apenas 25%

de resisténcia apos a digestao.

3.4 Spray-drying

Para a realizacdo da microencapsulagao existem diferentes métodos, como
relatado na revisao feita por Ozkan et al. (2019), como os fisicos (secagem por
pulverizagao, liofilizacdo, super-precipitacao critica de fluidos e evaporacdo de
solventes), fisico-quimicos (coacervacéo, lipossomas e gelificagéo idnica) e quimicos
(polimerizacao interfacial e inclusdo molecular por complexagao). O spray-drying,
também conhecido por secagem por pulverizagdo, € um dos métodos mais
empregados em escala industrial, por apresentar maior viabilidade econbémica
(TALON et al., 2019). Este método se da pela transformagdo de uma solucgéo ou
suspensao liquida em um po seco, por meio de atomizagao rapida, utilizando um
injetor ligado a um fluxo de gas de secagem a quente, o equipamento € denominado
spray dryer (AKHAVAN MAHDAV!I et al., 2016; TAN; ZHONG; LANGRISH, 2019).

Dentre os trabalhos realizados para encapsulacéo utilizando spray-drying e
whey protein podem ser destacados a encapsulagdo do 6leo esencial de chia
(RODEA-GONZALEZ et al., 2012), éleo de semente de urucum (SILVA et al., 2016),
o0leo de Moringa oleifera (PREMI; SHARMA, 2017), extrato de alho (TAVARES;
ZAPATA NORENA, 2019), eugenol (TALON et al., 2019), resveratrol (KOGA et al.,
2016; SHAO et al., 2019), pepsina (TAN; ZHONG; LANGRISH, 2019), extrato de cidra
(MAHDI et al., 2020), acetaminofeno (TAN; ZHONG; LANGRISH, 2020), 6leo de
tributirina (SHI et al., 2020), e 6leo de semente de roma (COMUNIAN et al., 2020b).

Rodea-Gonzélez et al. (2012) microencapsularam oOleo essencial de chia,
utilizando emulsées com mistura de whey protein e goma arabica ou algaroba em
agua, seguidas de secagem pelo método spray-drying. Os resultados apontaram que
todos os encapsulamentos foram eficientes e o melhor desempenho foi para
microcapsulas com menor nivel de solidos soluveis e maior propor¢ao material de
nucleo para parede. Além disso, o estudo demonstrou que a estabilidade da emulsao
desempenha um papel fundamental na eficiéncia de encapsulagao.

Silva et al. (2016) tiveram por objetivo de estudo produzir microcapsulas de
isolados de whey protein e amido modificado, visando ao encapsulamento do éleo de
semente de urucum por emulsificagdo assistida por ultrassom, seguidas de liofilizagao

ou secagem por spray-drying. os autores concluiram que a utilizacdo do ultrassom
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auxiliou na estabilidade das emulsdes, mas nao foi capaz de reduzir o tamanho das
gotas. Os autores conseguiram encapsular o 6leo em ambos os métodos de secagem,
assim como obtiveram a mesma capacidade de termoprotecdo e microparticulas em
estado amorfo. Porém, o produto obtido por liofilizagdo obteve maior eficiéncia de
retengao (razao entre a massa total de curcumina encontrada nas microcapsulas e
massa adicionada inicialmente). O amido modificado com o spray-drying resultou
maior eficiéncia de encapsulagao.

Premi e Sharma (2017) encapsularam o oOleo de Moringa oleifera com
diferentes agentes encapsulantes, como goma arabica, maltodextrina e whey protein,
utilizando a técnica de spray-drying. Os resultados apontaram que a mistura de
maltodextrina e goma foram mais eficazes no encapsulamento do que a mistura de
maltodextrina com whey protein.

Tavares, Zapata e Norefia (2019) encapsularam o extrato aquoso de alho por
meio de coacervagao complexa com whey protein e quitosana, seguido por spray-
drying. A maior eficiéncia de encapsulagao foi para a proporgéo 0,2: 1 m/m quitosana
e whey protein respectivamente, melhorando as propriedades antioxidantes e de
retengao dos bioativos do extrato.

Taldn et al. (2019) objetivaram encapsular o eugenol usando whey protein ou
mistura de lecitina de soja e maltodextrina como materiais de parede, por meio de
spray-drying. O efeito da incorporagéo do acido oleico e quitosana, como estabilizador
do encapsulamento também foram analisados. Os resultados apontaram que ambas
as formulacdes de encapsulantes apresentarem eficiéncia de encapsulagao de 95 a
98% e acgao antibactericida. A incorporacdo do acido oleico e quitosana nao
resultaram em nenhum beneficio na encapsulagdo ou entrega do eugenol. Porém a
mistura encapsulante lecitina com maltodextrina apresentaram maior acao
termoprotetora.

Tan, Zhong e Langrish (2019) testaram a microencapsulagao e a liberagao
controlada de pepsina obtidas por spray-drying sob diferentes temperaturas, com
isolados whey protein, hidrolisado e gelificado. A taxa de conservagao da pepsina foi
entre 84,3 e 89,4% e foi reduzida com a elevagao da temperatura de entrada, sendo
a temperatura ideal a de 150°C. Os mesmos autores em 2020 microencapsularam
acetaminofeno em particulas por spray-drying produzidas com isolados de whey
protein. Uma pré-gelificacao foi realizada a 80 °C sob diferentes periodos entre 0 e 5

horas. Observou-se que as microcapsulas apresentavam aspecto enrugado e que a
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pré-gelificacdo em periodos mais logos aumentou o tempo de liberagdo do
acetaminofeno. Os resultados sugeriram que a pré-gelificacdo pode reduzir a
solubilidade de proteinas e facilitar microencapsulagao por spray-drying.

Mahdi et al. (2020) microencapsularam o extrato de cidra dedilhado com goma
arabica, amido modificado, proteina de soro de leite e maltodextrina utilizando spray-
drying. eles obtiveram maior rendimento de encapsulagcéo de 89,39% e eficiéncia de
encapsulacédo de 87,20% e melhor desempenho em todas analises realizadas em
relagdo ao nao encapsulados.

Shi et al. (2020) produziram microcapsulas em p6 de 6leo de tributirina como
isolados do leite whey protein como encapsulante, utilizando o spray-drying, também
foram comparados o método de secagem com o dois ou trés bicos injetores. Concluiu-
se que embora as microcapsulas nao possuissem diferencas significativas, o melhor
método de secagem foi o de trés bicos, pois reduziu a quantidade de 6leo superficial,
além de promover maior estabilidade das particulas durante o armazenamento.

Comunian et al. (2020b) microencapsularam o6leo de semente de roma com
whey protein combinada com amido modificado pelo método por emulsificagdo
seguida por spray-drying. Concluiu-se que o melhor encapsulante foi o isolado de
whey protein sem aquecimento, pois promoveu maior retengcdo, conservagao e
protecdo dos acidos graxos presente no o6leo quando comparado ao 6leo nao
encapsulado.

Shao et al. (2019) em seu trabalho tiveram por objetivo analisar emulsées de
whey protein, goma arabica e mistura de ambos, com e sem encapsulacao
de resveratrol. Concluiram que o whey protein e a mistura com goma arabica foram
eficientes para encapsular resveratrol. No entanto, a mistura com goma a uma
concentracédo de 0,2% melhorou a estabilidade da emulsificagdo, assim como o

processo de encapsulagao em geral.

3.5 Comprimidos orodispersiveis

A ingestao oral de medicamentos e suplementos ainda é considerada como
meio padrdo e a mais segura dentre os existes para administragdo de substancias
ativas. Porém, as formas tradicionais de entrega de farmacos apresentam grandes
dificuldades de aceitagdo pelo publico infantil e geriatrico (BRNIAK; MASLAK;
JACHOWICZ, 2015). Capsulas e comprimidos apresentam dificuldade de degluticéao,



23

enquanto medicamentos liquidos por apresentam amargor, trazendo a necessidade
de aditivagdo com aromatizantes, saborizantes e conservantes (DENG et al., 2021).

Tendo em vista esta demanda, surgiram os comprimidos de desintegracao
oral (ODTs), também conhecidos como orodispersiveis, sublinguais, comprimidos de
desintegragao, comprimidos de dissolugao oral, comprimidos de dissolugao rapida ou
comprimidos de fusdo rapida. Sao caracterizados por dissolverem rapidamente na
boca, portanto unindo os beneficios e vantagens formas farmacéuticas solidas e
liquidas (AHMED, 2021; KOKOTT et al., 2021).

Na entrega na forma de ODTs, o bioativo é absorvido na medida que a saliva
passa pelo sistema digestorio pré-tratogastrointestinal, incluindo boca, faringe e
esbfago, levando a um aumento da biodisponibilidade (CHHA et al., 2014). Isso esta
relacionado a reducdo das reacdes de degradagao inicial do farmaco, o chamado
efeito de primeira passagem (AHMED, 2021). Os comprimidos ODTs sao produzidos
usando celulose microcristalina e hidroxipropilcelulose e compostos que possuam
caracteristicas efervescentes devido a producao de diéxido de carbono, e os métodos
utilizados para a sua obtencdo se baseiam em por compressao direta, liofilizacao,
moldagem, sublimagdo, secagem por spray-drying, extrusdo, nanonizagao,
compactagao, método de transi¢ao de fase ou filmes de dissolugao rapida (HANNAN
et al., 2016).

Yi et al. (2014) prepararam microcapsulas de citrato de sildenafil para
mascarar o sabor amargo. As microcapsulas foram preparadas com um polimero
gastrossoltvel, Eudragit ®E100 (E100), usando uma técnica de spray-drying em
quatro proporgdes. O E100 nao foi eficaz para a liberagao do farmaco no estdmago,
sendo observado que a adicado do E100 aumentou a eficiéncia de mascarar o sabor
indesejado dos ativos, tanto na analise in vivo como in vitro com lingua eletrénica.

Brniak, Maslak e Jachowicz (2015) produziram fiimes e comprimidos
orodispersiveis com microparticulas de prednisolona, em duas formulag¢des baseadas
em Eudragit E PO ou E 100 preparadas com a técnica de spray-drying. Nas duas
formulacbes obtiveram resultados promissores sobre a resisténcia fisica e
propriedades de desintegragdo. O microencapsulado incorporado nas formas
orodispersiveis aumentou significativamente a liberagéo de prednisolona.

Wesoty et al. (2017) realizaram o estudo com lingua eletrdnica e por analise
sensorial de microesferas contendo cetirizina. Os compostos comerciais Kollicoat

SmartSeal e Kollicoat Protect foram utilizados como encapsulantes. Os resultados
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apontaram que o Kollicoat Protect obteve o maior rendimento na produgdo das
microesferas, o Kollicoat SmartSeal foi o melhor em relacdo a eficiéncia de
encapsulacdo. Porém, a eficiéncia em mascarar o sabor dependeu das proporc¢des de
cetirizina com o material de parede, logo quanto menos polimero na formulagdo maior
era o amargor. Concluiram que todas as formulagbes obtiveram resultados
condizentes de levemente amargo na analise sensorial e em lingua eletrénica.

Amelian et al. (2017) investigaram a produg&o de microparticulas contendo
também dicloridrato de cetirizina para formular comprimidos de desintegragédo oral
pelo método de compressao direta e por liofilizagdo. As microparticulas foram
produzidas por spray-drying utilizando o Eudragit E PO como encapsulantes. Os
autores concluiram que todas as formulacdes foram eficazes para mascarar o sabor
amargo do ativo, além de promover a redugao do tempo de desintegragdo e melhorar
as propriedades fisico-quimicas dos produtos formulados. Concluiu-se também que a
técnica de microencapsulagdo promoveu uma maior aceitagdo sensorial, com
resultados condizentes as analises realizadas com lingua eletrénica.

Deng et al. (2021) nanoencapsularam os compostos lopinavir e ritonavir a
partir do copolimero Eudragit® E PO, utilizando o método de nanoprecipitacao.
Obtiveram 98% de eficiéncia de encapsulagéo para ambos compostos encapsulados,
os comprimidos se dissolveram em apenas 7 segundos e permaneceram estaveis por
até 3 meses de armazenamento. Os autores concluiram que a nanoencapsulacao
melhorou a biodisponibilidade dos farmacos quando comprado a um concorrente
comercial, além de mascarar sabores indesejados de acordo com a analise com lingua

eletrénica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Trans-resveratrol, extraido da fonte botanica Polygonum cuspidatum,
(Changsha Huir Biological Techcol, 98,30%), o whey protein (81%, gorduras 5,5%,
cinzas 5,0%, umidade 4,5%, GSG Nutricdo Ltda), alcool etilico (Vetec, 99,5% de
pureza) e Tween 80 P.S. (Dinamica) foram utilizados na microencapsulagéo. Alcool
etilico também foi utilizado na obtencdo das curvas de calibracdo do resveratrol por
Espectroscopia no UV-Vis. Base comercial Orotab foi utilizada como excipiente para

a obtencao dos comprimidos orodispersiveis.

4.2 Microencapsulacao de resveratrol em whey protein concentrado
(WPC)

O processo de microencapsulacao do resveratrol em WPC foi realizado
utilizando as concentragdes e condigdes experimentais de Scremin et al. (2018) e
processo de microencapsulacao do resveratrol em WPC foi realizado de acordo com
as metodologi descrita por Banjare et al. (2019) com pequenas adaptag¢des. Duas
formulacdes de microparticulas foram obtidas de acordo com as concentracdes de
resveratrol (8% g/gwhey para a amostra MP1 e 2,4% g/gwhey para a amostra MP2). O
WPC (12 g para MP1 ou 40 g para MP2) foi suspenso em agua destilada (400 mL) e
submetido a agitacao vigorosa por 20 min. Resveratrol (1,060 g) foi solubilizado em
13 mL de etanol, adicionado de Tween 80 (0,160 g) e a solugcdo obtida foi
homogeneizada por 5 min. Em seguida, a solugdo de resveratrol foi lentamente
adicionada a suspenséao de proteina, sob agitagdo mecanica vigorosa mantida por 20
min. Em seguida, a suspensao foi submetida a agitacdo em Ultra-Turrax (T18, IKA,
Alemanha) a 7000 rpm por 20 min. A suspensao final obtida foi submetida a secagem
em um spray dryer (Labmag-MSD 1.0, Sdo Paulo, Brasil) com cadmara de secagem de
500 mm x 150 mm, bico atomizador tipo duplo fluido, com orificio de 0,7 mm de
diametro. A bomba peristaltica foi operada a 0,6 L h-' e uma temperatura de entrada
de 150 °C, com uma vazdo de ar de secagem operada a 35 cm?® h™', conforme

esquema experimental Figura 3.
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Figura 3. Esquema experimental utilizado na produgao das microparticulas.
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Fonte: Autoria prépria (2022)
4.3 Caracterizagao das microparticulas

Para a analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (Carl Zeiss — EVO MA
15), as amostras foram revestidas com ouro e as imagens foram obtidas por detecgao
de elétrons retroespalhados. O objetivo desta analise foi observar o formato, tamanho
das microparticulas e a possivel formagdo ou nao de aglomeragdo. Para a
determinacao do tamanho das microparticulas foi utilizado softer Sizer Meter 1.1, foi
considerado o maior didmetro das microparticulas para a demarcagao com auxilio do

mouse, foram avaliadas em média 320 particulas de cada tratamento. O span, foi
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calculado a partir da Equacgao 1, trata do valor matematico definido como a medida da
dispersao, que avalia a variagao do volume de distribuicdo das particulas em relagao
ao diametro médio (CHEN; DAVIS, 2002).

dv,90)-4(v,10)
Span = -%2)—_(10) 1
14 Qoo (1)

Os valores de dv,10), dw,50) € d(v,90), s@0 os diametros das particulas referentes
a 10%, 50% e 90% da distribuicdo acumulada para a amostra.

Os ensaios de Difragdo de Raios-X foram realizados em um difratdmetro
(Bruker, D8 Advance), operando com radiagdo de Cu-Ka gerada a 40 kV e 35 mA,
variando de 3° a 60° (20) a uma taxa de 5,9° min-'. O objetivo desta analise foi de
avaliar qualitativamente a encapsulagao do resveratrol.

As Analises Termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um analisador
termogravimétrico (modelo SDT Q600, TA Instruments, EUA) e as analises de
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) em um analisador calorimétrico (modelo
Q20, TA Instruments, EUA). Em ambas as andlises, as amostras (aproximadamente
10 mg) foram inseridas em cadinhos de platina que foram aquecidos de 50 a 600 °C,
a uma taxa de aquecimento de 10 °C min-!, sob atmosfera de nitrogénio a vazéo de
20 mL min-'. Foram analisadas amostras de WPC e de resveratrol, as microparticulas
correspondentes aos ensaios MP1 e MP2, bem como, a mistura fisica (MF) de WPC
e resveratrol na mesma proporgao do ensaio MP1.

As analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
no modo de refletancia total atenuada (FTIR-ATR) (Spectrum 100 S, Frontier
PerkinEImer™, Reino Unido), foram realizadas para avaliar a presenca de possiveis
interacdes entre o encapsulante e o resveratrol. Os espectros FTIR-ATR foram
determinados no intervalo de nimero de onda de 4000 a 600 cm™', com resolugdo de

2 cm™'. Foi utilizada uma média de 32 acumulagdes para cada amostra analisada.

4.4 Eficiéncia de encapsulacao (EE%) e loading
4.4 .1 Procedimento de validagao

A determinacao da eficiéncia e validagao dos métodos de encapsulagao foi
realizada de acordo com Silva et al. (2021) com pequenas modificagbes. As

microparticulas contendo resveratrol (50 mg) foram lavadas com 5 mL de etanol por
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15 segundos usando papel filtro Whatman n°® 1 para retirada do resveratrol nao
encapsulado. A solugdo coletada foi submetida a espectrometria UV-Vis
(OceanOptics, Red Tide USB 650 UV) em 306 nm. Uma curva de calibrag&o foi obtida
em triplicata e utilizada para determinar a concentragdo real de resveratrol ndo
aprisionada nas microparticulas (RESnao encapsulado).

A eficiéncia de encapsulacéo (EE%) foi calculada pela Equagéo 2, levando
em conta a concentragcdo total de resveratrol adicionado na producdo das
microparticulas (RESwtal). EE% esta realcionada a quantidade de resveratrol
encapsulado em comparagao com a quantidade total adicionada. A capacidade de
carregamento loading e a eficiéncia de encapsulamento (EE%) foram expressas em
percentagem. Também foram lidos o resveratrol puro (RES) e microparticulas sem

resveratrol (WPC) para o teste de especificidade.

RES total — RESnéo encapsulada

EE% = 100x
RES total

(2)

O loading é a quantidade de resveratrol encapsulado em comparagédo com a
quantidade de substancias adicionadas a formulagdo (whey e resveratrol), Equagéo
3.

RES total — REsnéno encapsulada
Microparticulas ota)

Loading = (3)

O método determinacgao da eficiéncia de encapsulacao foi validada de acordo
com os parametros indicados pelo ICH (2005): linearidade, acuracia, preciséo

intermediaria e determinagao dos limites de detecg¢ao e quantificagao.

442 Linearidade

A linearidade foi avaliada por meio da leitura de solugdes de resveratrol em
etanol a 0,6 mg L™ ' para 8,0 mg L™ "em seis concentragdes diferentes, analisadas em
triplicata utilizando UV-Vis no comprimento de onda de 306 nm. A regressao linear foi
avaliada usando os coeficientes de correlagdo (R?) e de correlagdo ajustado (R? adj)

da curva de calibragdo, com ou sem ajuste.



29

4.4.3 Limite de quantificagcéo e limite de deteccgéao

O limite de quantificagao (QL) foi determinado de acordo com a Equacgéo 4. O
limite de deteccgao (DL) é determinado pela analise de amostras com niveis de analito
conhecidos conforme indicado na Equagao 5, onde em ambas as equagdes “b”

representa o coeficiente angular da curva de calibragdo e “s” o desvio padrao

calculado a partir de sete amostras em branco etanol (sem adicdo de analito).

QlL=s.— (4)

w
w

DL=s . (5)

=|

4.4 4 Acuracia

A acuracia foi analisada pelo método de recuperacao analisando em trés diferentes
concentragbes de solugdes de resveratrol em etanol (0,80, 2,0 e 7,5 mg L"), os
espectrémetros foram avaliados em triplicata realizados entre dois dias diferentes e
as concentragcdes foram calculadas por meio da curva de calibracdo adquirida
anteriormente (Equipamento Ocean Optics, modelo USB-650-UV-VIS Red Tide).

4.4 5 Precisao Intermediaria

A precisao intermediaria (entre dias e analistas diferentes) e reprodutibilidade
(equipamento diferente e mesmo analista) foram analisadas pela porcentagem de
variagao (RSD %) de seis varreduras de trés solug¢des de resveratrol (0,80, 2,0 e 7,5
mg L', Ocean Optics modelo USB-650-UV-VIS Red Tide). As analises de
reprodutibilidade foram realizadas utilizando um segundo equipamento do mesmo
modelo.

Para a validagao do método foi utilizado um espectrofotdbmetro ultravioleta-
visivel (Ocean, USB-650-UV-VIS Red Tide) e a varredura foi realizada de 200 a 850
nm com resolugdo de 1 nm. Andlise de variancia (ANOVA), coeficiente de
determinagao ajustado e erro padrao de estimativa foram utilizados para avaliar a
curva de calibracao (p = 0,01). Os efeitos de concentracao, dia e sua interagcao foram
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testados por ANOVA fatorial (p = 0,05). One-way ANOVA foi implementado para

determinar a influéncia do laboratério e do analista (p = 0,05).
4.5 Obtencao e caracterizagao dos comprimidos orodispersiveis

Os comprimidos orodispersiveis foram obtidos pela mistura do excipiente e as
microparticulas nas propor¢des desejadas definidas com base em testes preliminares
(Tabela 1) e prensados num tableteiro sublingual (Color Plus 120 Caps, Ideal
Equipamentos). Os comprimidos foram levados ao forno a 100 °C por 10 minutos,

sendo depois acondicionados em blisteres individuais.

Tabela 1. Formulagdes utilizadas na obtencdo dos comprimidos orodispersiveis.

Concentragio de Massa de Massa de
Massa de excipiente
Microparticulas nos (ma) microparticulas resveratrol
m
ODTs (%m) g (mg) (mg)
0 190,0 0,0 0,0000
1 188,1 1,9 0,1539
3 184,3 57 0,4617
10 171 19,0 1,5390
20 152 38,0 3,0780

Fonte: Autoria prépria (2022)

Os comprimidos foram submetidos ao teste de cor (colorimetro Konica Minolta
CR-400) determinando os parametros de luminosidade (L*); coordenadas (a*)
vermelho/verde, (b*) amarelo/azul, (C*) Chroma e (h*) percepgéao de cor.

As propriedades mecanicas dos comprimidos foram avaliadas em
texturdmetro (TA.XT Express, Stable Micro Systems, célula de carga de 10 kg),
utilizando probe de compressao em forma de disco de 35 mm de didmetro, velocidade
de retorno de 5 mm.s™', distdncia de penetracdo de 20 mm e forga de contato de
0,0490 N. Foram analisadas 6 amostras de cada formulacido e o parametro avaliado
foi a dureza (N), definida como a forga maxima necessaria para rompimento do corpo
de prova.

A analise de desintegracao foi realizada pela imersao do comprimido em 250
mL de solugdo salivar simulada (tampao fosfato obtido pela dissolugao de 2,38 g
Na2HPO4, 0,19 g KH2PO4 e 8,00 g NaCl em 1 L de agua destilada ajustada com acido

fosforico para pH 6,8 de acordo com Mashru et al. (2005). O tempo de desintegragao
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inicial e final foram determinados sob agitagdo de 250 rpm a 30 °C. Foi considerado
desintegracao inicial o instante em que houve a primeira fragmentagdo do comprimido

e desintegracgao final até que todo comprimido estivesse dissolvido totalmente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizagao das microparticulas

As imagens obtidas por Microscopia Eletrobnica de Varredura (MEV) das
microparticulas contendo resveratrol nas concentragcbes de 8% (MP1) e 2,4% (MP2),
microparticulas sem resveratrol (WPC) e resveratrol sem encapsulagdo (RES) com
aumento de 1000x estdo apresentadas nas Figuras 4. A distribuicdo do tamanho das
microparticulas contendo resveratrol e branco (sem adicdo de resveratrol) sao

apresentados na Figura 4 e na Tabela 2.
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Figura 4. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das a)
microparticulas e do resveratrol puro (aumentos de 1000x)

D44 x1,0k 100 um . ,
(a) Microparticulas contendo 8%

de resveratrol (MP1).

(b) Microparticulas contendo 2,4%
de resveratrol (MP2).
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(c) Microparticulas sem adigao de

resveratrol (WPC).
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Fonte: Autoria propria (2022)

(d) Resveratrol.

Figura 5. Distribuicdao dos tamanhos das microparticulas.

MP1
20- 7] - 100
A7 80 &
15 - ©
=
o
60 2
10 3
" L 40 x§
5- 7 3
7 @
1  panall Q%WWWWWA Lo
0 5 15 20 25
Diametro das microparticulas (micrémetros)
MP2
204 - 100
80 g
15 777 g
- s
. L 60 §
104 - g
2 40 S
) 2
54 ” =
7 ??é, o
o
o WA QQQQ@VAWWW Lo
0 5 10 15 20 25

Diametro das microparticulas (micrémetros)

a) Microparticulas
contendo 8% de
resveratrol (MP1).

b) Microparticulas
contendo 2,4% de
resveratrol (MP2).

34



35

WPC

20 4 100
. -

s 7 g0 &

e 199 7] g

% L 60 §

g 10- ¢ 5

© 7 o

E - 40 f%

2 5. =

& 7 7 F20 3§

]
04 Q%mmmmmmm o c) Mlcrop.ar~t|culas
0 5 10 15 20 25 sem adicéo de
Diametro das microparticulas (micrometros) resveratrol (WPC)'
Fonte: autoria propria (2022)
Tabela 2. Diametros das microparticulas.
Tamanhos
Amostras S;()jn
d.10) (um) dv.50) (um) d (v,00) (M)

MP1 5,812,6 7,748,2 10,7+7,3 0,60
MP2 5,3%1,8 7,2+7,3 11,46,0 0,85
WPC 6,3%1,5 7,848,7 11,5+7,3 0,67

Fonte: Autoria prépria (2022)

As imagens de MEV mostraram que as particulas possuiam de 2 a 22
micrémetros, as maiores frequéncia de didmetros foram de 20,4% para 7,0 £ 6,1 uym
em MP1, 15,6% para 8,0 £ 5,3 ym em MP2 e 18,7% para 7,0 £ 2,3 ym em WPC. Os
valores de span se demostraram relativamente baixos, isso indica homogeneidade
morfoldgica, devido baixa dispersao na distribuicdo de tamanho das microparticulas
(MENDES et al., 2012).

Também foi possivel notar que as particulas apresentaram formato esférico
enrugado apresentando aglomeragdo na sua maioria dos casos. Morfologia
semelhante também foi obtida por Koga et al., (2016) durante o encapsulamento do
resveratrol com concentrado de whey protein, caseinato de sédio com ou sem gordura
do leite anidra. Segundo os autores, o enrugamento e o surgimento de particulas ocas
podem estar relacionados ao processo rapido processo de evaporacado do solvente

alcool no interior da goticula formada durante o spray drying. Esse fenbmeno também
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foi relatado por Yi et al., (2014) para a microencapsulagao do citrato de sildenafil por
spray drying.

O formato circular das microparticulas esta relacionado a formagao das gotas
da solucdo de whey protein em agua durante a nebulizagdo na camara de secagem,
enquanto o resveratrol apresentou formato irregular provavelmente devido a sua
natureza cristalina. Nao foi observada a presenca de cristais de resveratrol na
superficie das particulas, sugerindo a sua encapsulagdo no interior das
microparticulas. Em geral, microparticulas menores s&o desejaveis do ponto de vista
sensorial, pois tendem a ser menos percebidas pelo consumidor.

A Figura 6 apresenta os difratogramas encontrados para as microparticulas

contendo os resveratrol (MP1 e MP2) as microparticulas sem resveratrol (WPC) e

resveratrol (RES).

Figura 6. Padroes de difragao de Raios-X para as microparticulas MP1 e MP2, microparticulas
de whey protein (WPC) e resveratrol (RES).
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Fonte: Autoria prépria (2022)

A difracdo de Raio-X foi utilizada para identificar o grau de cristalinidade
atingida com os dois tratamentos de encapsulagcdo em comparagdo com resveratrol
puro (RES) e WPC. Foram observados diferentes picos relacionados com a estrutura

cristalina do resveratrol (RES), sendo que os picos principais apareceram em 26 =
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15,7°, 18,30°, 21,5°, 22,7°, 24,3° e 27,5° confirmando a natureza cristalina do
resveratrol. As microparticulas apresentaram picos menos intensos no caso da
amostra MP1, que contém maior concentragdo de resveratrol. Resultados
semelhantes também foram obtidos por Carletto et al. (2016) na nanoencapsulagéo
do resveratrol em poli(e-caprolactona) pelo método de deposi¢cao interfacial de
polimero pré-formado. Segundo os autores, os resultados de DRX demonstraram a
reducdo expressiva da intensidade dos picos de difragdo cristalina do resveratrol
nanoencapsulado, resultando na obtencao de estruturas amorfas. A diminuicdo dos
picos cristalinos também ocorreu na obtencdo de microparticulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e poli(e-caprolactona) contendo resveratrol
obtidas por emulsédo/evaporacdo de solvente (MENDES et al., 2012), os autores
concluiram que a semelhangca entre os picos de microparticulas e material
encapsulante indicam que o resveratrol encontrava-se disperso na matriz polimérica,
corroborando uma morfologia tipo de microesfera.

Os resultados obtidos na analise termogravimétrica (TGA) sdo apresentados
na Figura 7a. As curvas derivadas (DTG) correspondentes as curvas TGA das
amostras (Figura 7b) também foram geradas para facilitar a visualizagdo dos

principais eventos térmicos.

Figura 7. (a) Curvas termogravimétricas (TGA) e (b) suas derivadas correspondentes (DTG) das
amostras de resveratrol e whey protein concentrado (WPC), a mistura fisica (MF) de resveratrol
e WPC e das microparticulas MP1 e MP2.
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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Observa-se que o resveratrol apresentou estabilidade térmica até cerca de
260 °C (2% de perda de massa), apos, perdas de massa mais expressivas puderam
ser identificadas. Uma perda de massa de 36% pode ser observada em 350 °C.

As amostras de WPC, a mistura fisica entre WPC e resveratrol (MF) e as
microparticulas (MP1 e MP2) apresentaram comportamento térmico similar até
280 °C. Apds, os valores de perda de massa variaram entre as amostras, sendo que,
ao atingir 550 °C a massa residual foi de 32% para o WPC; 37% para a MF; 38% para
MP2 e; 40% para MP1. Essa massa residual encontrada pode estar relacionada a
fracdo inorganica dos compostos presentes na amostra e parte dos compostos
organicos ainda nao degradados (CASSOL; NORENA, 2021).

As amostras de WPC, MF e microparticulas exibiram trés eventos térmicos. O
primeiro proximo a 80 °C, relacionado a temperatura de fusédo da proteina, o segundo
a 160 °C, correspondente ao inicio da temperatura de degradacéao e, o ultimo a 300
°C, o maior pico, correspondente a degradacdo maxima da proteina (GHARANJIG et
al., 2020). O resveratrol exibiu um unico evento entre 250 e 360 °C, correspondente a
sua degradacéo.

A Figura 8 apresenta os resultados da analise de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC).

Figura 8. Curvas calorimétricas exploratérias (DSC) das amostras de resveratrol e whey
protein concentrado (WPC), a mistura fisica (MF) de resveratrol e WPC e das microparticulas
dos ensaios 1 (MP1) e 2 (MP2).
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O resveratrol apresentou um pico endotérmico na temperatura de 258 °C e
outro a 315 °C, podendo estar relacionados aos eventos de fusdo cristalina e
degradagao maxima, respectivamente (BERTACCHE et al., 2006; MARIA et al., 2020;
MENDES et al., 2012). O WPC exibiu picos endotérmicos a 153 °C e a 198 °C,
podendo estar relacionados as etapas de degradacédo da proteina. A MF exibiu o
primeiro pico endotérmico de 157 °C, superior ao do WPC, e o segundo de 184 °C,
inferior ao observado no WPC. As microparticulas exibiram comportamento térmico
similar do WPC, contudo, MP2 exibiu temperaturas de degradacao superiores (156 e
205 °C, respectivamente). Estes resultados sugerem a eficiéncia de encapsulagao do
resveratrol em WPC.

Na Figura 9 sao apresentados os espectros FTIR-ATR das amostras de
concentrado proteico de soro de leite (WPC) e resveratrol bem como das
microparticulas contendo resveratrol correspondentes aos ensaios 1 (MP1) e 2 (MP2),
além da mistura fisica (MF) entre WPC e resveratrol.

Figura 9. Espectros FTIR-ATR das amostras de resveratrol e whey protein concentrado (WPC),

da mistura fisica de resveratrol e WPC (MF) e microparticulas de resveratrol encapsulado em
WPC por spray-drying correspondentes aos ensaios 1 (MP1) e 2 (MP2).

Resveratrol —

Absorbancia (u.a.)

1828 cm 1528 cm
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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Observando a regido entre 1800 e 600 cm' sdo obtidas maiores informagdes
sobre a encapsulacao do resveratrol. Bandas caracteristicas de amida | e amida Il
(KARRAR et al., 2021; TAVARES; ZAPATA NORENA, 2019) foram observadas no
espectro FTIR-ATR do WPC em 1628 cm™ e 1528 cm™, respectivamente. Estas
mesmas bandas foram identificadas nos espectros FTIR-ATR das amostras de
microparticulas de resveratrol. No espectro FTIR-ATR da MF estas bandas também
sao observadas, contudo, nota-se concomitantemente a presenca de bandas
caracteristicas do resveratrol que se sobressaem a estas.

Observando o espectro FTIR-ATR do resveratrol pode-se destacar a
presenca das seguintes bandas: 1604 cm' (alongamento C-C dupla ligagédo
aromatica); 1584 cm™ (alongamento oleofinico C-C); 1512 cm™ e 1460 cm’
(alongamento C=C devido ao anel aromatico); 1380 cm-" (vibragdo C-O), 1010 cm™",
988 cm™ e 964 cm™' correspondentes as bandas frans oleofinicas do resveratrol
(BERTACCHE et al., 2006b; PUJARA et al., 2017). As referidas bandas também estao
presentes na amostra da MF.

As microparticulas MP1 e MP2 exibiram espectros FTIR-ATR similares ao do
WPC, demonstrando a predominancia caracteristica do material encapsulante.
Bandas caracteristicas do resveratrol previamente descritas (1584, 1512, 1010, 964 e
828 cm™') também puderam ser identificadas no espectro da amostra MP2, contudo,
em menor intensidade. Para a amostra MP1, as referidas bandas apresentaram
intensidade ainda menor, contudo, em 668 cm foi identificada uma banda
possivelmente correspondente a banda em 674 cm™' do resveratrol, caracteristico da
vibracdo =C-H de grupos oleofinicos (PORTO et al., 2018). O desaparecimento, a
reducdo da intensidade de bandas caracteristicas do composto bioativo de interesse
e/ou seu deslocamento, quando observados os espectros das microparticulas em
comparagao ao composto bioativo puro, podem ser indicativos da eficiéncia de
encapsulacdo (KARRAR et al., 2021; TAVARES; ZAPATA NORENA, 2019).

5. 2 Eficiéncia de encapsulagao e loading

A especificidade do método de determinagéo do resveratrol foi avaliada,
obtendo-se os espectros UV-Vis do resveratrol (0,7 mg.L"") e do whey protein em
etanol e do etanol coletado apds extracdo do resveratrol que se encontrava fora das
microparticulas (Figura 10a). A Figura 10b apresenta a curva de calibragdo obtidas

em triplicata (sao representados os pontos médios de cada concentracao).
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Figura 10. (a) Espectros obtidos por UV-Vis do resveratrol (RES 0,7 mg.mL""), whey protein
(WPC) e a lavagem das microparticulas contendo resveratrol (MP1 e MP2, 100 mg.mL""), e (b)
curva de calibragao do resveratrol em etanol.
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Foi observado pico maximo localizado em 306 nm correspondendo ao
comprimento de onda caracteristico para a deteccéo de resveratrol (KOLOUCHOVA-
HANZLIKOVA et al., 2004; SHAO et al., 2019). O espectro relativo ao whey protein
nao apresentou sinal em 306 nm, indicando que o método € seletivo para o resveratrol.
As leituras das microparticulas indicaram a presenca do resveratrol. A relagao linear

entre a absorbancia e a concentracio de resveratrol foi determinada na faixa de 0,6 a
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8,0 mg L™" e a curva de calibragdo média obtida foi ABS = 108,14 *Cresv + 0,049 sendo
ABS a absorbancia da solugdo em 306 nm e Cresv a concentragao de resveratrol da
solugdo. Com R? = 0,9874 (+0,005) e R adj = 0,9801, indicando linearidade. Os
coeficientes linear e angular foram de 0,049 + 0,02 e 108,14 + 8,29 g L
respectivamente. A analise estatistica ANOVA demonstrou que o valor de F calculado
foi 346 vezes maior que o valor critico de F a um nivel de significancia de 1%, a
regressao linear foi significativa nas faixas de concentragéo estudadas (p = 1,60x10"
'7) e 0 modelo matematico do resveratrol ndo apresentou falta de ajuste (p = <0,01)
mostrando-se adequado para realizar quantificagdes. O erro padrao da estimativa foi
de 0,008 g L' o que significa que a linearidade pode ser assumida.

Os limites de detecgao (LD) e quantificagado (QL) encontrados foram de 0,1
(mgL~")e 0,3 (mg L") respectivamente. Juan et al., (1999) validaram a determinagao
de trans-resveratrol por HPLC e obtiveram DL =7 e QL = 20 (ug.L" ), os autores Gao;
Chu; Ye, (2002) obtiveram DL = 0,01 e QL = 0,03 (mg.L™") para determinag&o do trans-
resveratrol em vinhos, ervas e alimentos saudaveis por UV-VIS.

Na Tabela 3 sdo apresentados os dados usados para calcular as taxas de
recuperagao e a precisao.

De acordo com Harron, (2013) que durante a validagcdo de um método é
importante expressar os valores de desvio padrdo, coeficiente de variacédo e o
intervalo de confianga, logo os valores da taxa de recuperacgéo variaram de 93,34% a
87,32% e RSD% de 0,0003 a 0,0002%. Os valores foram considerados aceitaveis pois
estdo dentro da faixa de recomendacgao de 70% a 120% (SILVA-BUZANELLO et al.,
2015),e 80% a 110% (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 2010).
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Tabela 3. Estudo de acuracia para validagao analitica do método de determinagao de resveratrol.

Concentragio de Amostra Concentragiao Média das Taxa de recuperagiao
resveratrol mg L (dia) encontrada mg L concentragoes média (%) (intervalo de
adicionada A encontradas mg L™ confianga 95%)

7,5 1 8,1 7,8 £ 0,0003 93,34% + 0,04
RSD% = 3,82% RSD% = 0,0003%
1 8,1
1 8,1
2 75
2 7,6
2 7,5
2,0 1 2,2 2,0+ 0,0002 RSD% = 87,32% + 0,03
7,6% RSD% =0,0002%
1 2,1
1 2,2
2 1,9
2 1,9
2 1,9
0,8 1 0,8 0,8 £ 0,00004 RSD% 90,38% % 0,007
=5,57% RSD% = 0,0002%
1 0,8
1 0,8
2 0,7
2 0,7
2 0,7

Fonte: Autoria prépria (2022)

Na Tabela 4 s&o apresentados os resultados para repetibilidade (intra-dia),
precisao intermediaria (inter-dia) e reprodutibilidade (intra-laboratério). Os ensaios de
repetibilidade foram realizados pelo mesmo analista no mesmo dia (Analista I, 1° dia)
e os valores de RSD% permaneceram entre 0,62% e 2,54%. O valor maximo do
desvio padréao relativo obtido em ensaios de precisao intermediaria (entre analistas)
foi de 0,038% e em ensaios de reprodutibilidade (entre laboratérios) foi de 0,030%.
Os valores de RSD% das concentragdes alto (7,5 mg L"), intermediario (2 mg L™")
baixo (1 mg L") do resveratrol foram baixos e semelhantes, esses resultados séo

satisfatérios para quantificagdo do resveratrol em sistemas de encapsulamento,
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conforme recomendacédo maxima de 16%, para a maior concentragao e 22,6% para a
concentragao intermediaria e baixa de RSD% (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO,
2010).

Tabela 4. Niveis de precisado (precisado e reprodutibilidade intermediarias) para a validagéao

analitica do método de determinagao de resveratrol.
Laboratério |

Analista | Analista 2
Concentragao de Reprodutibilidade
1° 2° Entre dias
resveratrol mg L ! 1° RSD% entre analistas 1°
RSD% RSD% (n=6) RSD
(%) RSD% (%)
(%) (%) % (%)
7,5 0,62 1,77 0,053 2,971 0,014
2,0 2,04 1,76 0,021 2,264 0,0044
0,8 2,54 1,90 0,086 6,778 0,038

Laboratoério Il
Concentragéao de
Reprodutibilidade

resveratrol mg L ! 1° RSD% (%)
Interlaboratorial
7,5 0,44 0,030
2,0 1,88 0,003
0,8 2,16 0,0008

Fonte: Autoria prépria (2022)

A eficiéncia de encapsulacédo e loading das microparticulas carregadas de
resveratrol foi de (72 + 8), (57t7) % e (89 = 4), (23£2) % para o MP1 e MP2,
respectivamente corroborando com os resultados das analises térmicas, DRX e FTIR
realizadas, contudo o MP2 apresentou maior eficiéncia encapsulagao, isso pode estar
relacionado a maior propor¢ao de material de parede adicionado na confecgao da
microparticula. No estudo de Shao et al. (2019), os autores obtiveram uma eficiéncia
de encapsulagao menor do resveratrol, em torno de 50% com a mistura dos materiais
de parede whey protein e goma arabica. Os autores Cardoso et al. (2019) notaram
que a eficiéncia variou de acordo com a propor¢ao de goma arabica e 6leo de coco,
utilizados como encapsulantes em emulsdes secas por spray-drying, que foi de 82%
e 87%, para microparticulas preparadas com 10%-15% e 20% (p/V) de goma arabica
respectivamente. Maria et al. (2020) obtiveram eficiéncia de encapsulagéo de 82,91%
para o resveratrol e 59,64% para a curcumina, como 0s encapsulantes alginato de
sodio e carboximetilcelulose secos por spray-drying. Concluindo que a eficiéncia de
encapsulacio dos bioativos aumentaram quando foi utilizado a pulverizacdo com trés

bocais quando comparado ao método convencional de dois bocais. No trabalho de
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Koga et al. (2016), os resultados indicaram que whey protein obteve o maior
percentual de eficiéncia (83%), em seguida a mistura de whey protein mais gordura
do leite anidra de 77%, e por fim caseinato de sédio nas formulagcbes com ou sem

gordura anidra do leite de 68% de eficiéncia, todos secos por spray-drying.

5.3 Caracterizagao dos comprimidos orodispersiveis

As amostras de comprimidos adicionadas de microparticulas e controle (sem
adicdo de microparticulas), foram analisadas em calorimetro, avaliados
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05) e estdo representadas nas Figuras 11.
Na Figura 12 estao apresentadas as fotos do WPC, RES e microparticulas e Figura
13 os comprimidos produzidos.

Figura 11. Parametros de cor (L*, a* b*, C* e h*) dos comprimidos sem adi¢ao de

microparticulas 0% e com microparticulas de 1 %, 3 %, 10% e 20% em massa (letras diferentes
no mesmo parametro indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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Figura 12. Imagem do 1) WPC (whey protein), 2) RES (resveratrol) e 3)
microparticulas contendo resveratrol.

1 | 2 & 3

Fonte: Autoria propria (2022)

Figura 13. Imagem dos comprimidos adicionados de 0%, 1%, 3%, 10% e 20% de
microparticulas contendo resveratrol.

© & 0

0% 1% 3% 10% 20%

Fonte: autoria propria (2022)

Avaliando a Figura 11, de forma geral foi possivel notar diferengas
significativas entre as formulacdes. Todas as amostras apresentaram alta
luminosidade, baixa tendéncia ao verde (- a*) e ao amarelo (+ b*), intensidade de cor
relativamente baixa (C*) e angulo hue (h°) que variou do verde ao amarelo para a
formulagdes mais concentradas, cor observada a olho nu no produto formulado Figura
12 e 13.

Nota-se que houve uma relacdo entre o aumento da concentracdo de
microparticulas e valores de luminosidade, comprimidos com 10% e 20% foram o
segundo mais luminosos apos a formulacdo de 0%, seguidos de 3% e 1%
respectivamente. Isso indica que quanto maior a concentracéo de microparticulas nos
comprimidos mais a luminosidade se assemelha ao controle de 0%. Em relagdo ao

parametro a* todas as amostras apresentaram valores negativos indicando tendéncia
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ao verde, porém houve diferencas significativas entre todas as formulagées 10%,
20%, 3%, 1% e 0% respectivamente. Demostrando que as formulagbes mais
concentradas séo ligeiramente mais avermelhadas. No parametro b* todas as
formulacdes apresentaram diferengas significativas com valores positivos, indicando
tendéncia ao amarelo 10%, 20%, 3%, 1% e 0%, logo podemos observar que ao
aumentar a concentragdo de microparticulas, mais amarelo os comprimidos se
apresentaram, consequentemente indicando maior intensidade de cor conforme o
parametro C*. Assim como na percepgao de cor h*, todas as formulagdes divergiram,
mas os comprimidos com as menores concentragdes de microparticulas 0% 1% e 3%
se aproximaram de 120 ° indicando estarem na regido verde, e os mais concentrados

10% e 20%, proximos de 80° indicando regidao amarela.

A dureza dos comprimidos é apresentada na Figura 14. Analise de controle
de qualidade e teste de desintegragao estdo dispostos na Tabela 6.
Figura 14. Valores do parametro dureza dos comprimidos orodispersiveis, sem adigcado de

microparticulas 0% e com microparticulas de 1 %, 3 %, 10% e 20% em massa (letras diferentes
no mesmo parametro indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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Tabela 5. Analise de controle de qualidade e teste de desintegragao.

Parametro Concentracido de microparticulas

0% 1% 3% 10% 20%

Espessura (mm) 2,0a +0,06 1,9a 0,01 1,9a £0,02 2,0a +0,01 1,9a £0,01
Massa (mg) 95,3a+0,001 95,2a+0,002 95,3a+0,002 95,0a +0,001 95,6a+0,003

Desintegracao 19,6bc+1,53 21ct2 19,6bc+2,1 14,0a £1,0 15,0ab2,0
inicial em saliva
simulada pH 6,8 (s)

Desintegragao total 59,3ax1,5 60,8a 0,9 61,0ab+0,7 61,8ab+0,6 65,2¢c+2,5
em saliva simulada
pH 6,8 (s)

Fonte: Autoria prépria (2022)

A dureza das amostras se mostrou estatisticamente similar (p > 0,05) para
todas as formulagbes analisadas que ficou entorno de 5 a 6,5 N. indicando que a
adicdo de microparticulas no comprimido n&o interferiu no perfil mecénico dos
comprimidos. As formula¢gdes mantiveram dureza similar ao controle, indicando que a
adicao de até 20% de microparticulas no comprimido pode ser realizada sem riscos
de esfarelamento ou quebras dos comprimidos formulados.

A espessura média dos comprimidos obtidos foi de 2,0 £ 0,1 mm e massa de
95 £ 2 mg e n&o apresentaram diferenga estatisticamente do controle 0% em todas
formulacdes (Tabela 5). De acordo com Amelian et al., (2017) a espessura e massa
dos comprimidos influenciam diretamente na correta dosagem do farmaco. Assim
como analises de textura, podem indicar se os comprimidos possuem resisténcia
mecanica apropriada para prevenir o esfarelamento e ruptura durante o seu manuseio
ou armazenamento. Outra relacdo importante na producdo de comprimidos ODTs
destacado por Kokott et al., (2021) ocorre entre a resisténcia ideal do comprimido € a
reducao do tempo desintegragao oral, que podem minimizar a percepg¢ao sensorial do
ativo quando na dissolvido na boca, promovendo maior adesao dos comprimidos por
parte dos consumidores. Os comprimidos apresentaram diferengas significativas
apenas nos tempos de desintegragao, nas propor¢cdes mais elevadas foi observado
que iniciou-se a desintegragdo mais rapidamente, mas adi¢ao das microparticulas
influenciou no aumento do tempo da desintegragao total. Apesar dos comprimidos
apresentarem diferengas estatisticas significativas, o tempo de desintegracao foi
inferior a 3 minutos e podem ser considerados orodispersiveis de acordo com a
farmacopeia (AHMED et al., 2020).
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Resultados semelhantes foram encontrados durante a caracterizacéo cor e
textura de comprimidos ODT s adicionados nanoparticulas de berberinaem 1, 3, 10 e
20 % em Souza, (2020) que embora o aumento da concentracdo de nanoparticulas
de berberina promoveu a reducéo luminosidade dos comprimidos, também promoveu
a elevacao da tonalidade amarela a partir da concentra 3%. Os autores também
identificaram nas analises de textura, que o parametro dureza nao apresentou
resultados significativos frente as diferentes concentracbes de nanoparticulas de
berberina adicionadas aos comprimidos orodispersiveis.

O mesmo foi observado em Rojas et al. (2019) onde a adigao microparticulas
de Oleo de chia, abdbora e baru adicionadas em maionese nas concentragdes de
2,5%, 5% e 7,5% promoveu em todas alta luminosidade, tendéncia ao verde, e ao
amarelo intensidade de cor relativamente baixa e angulo hue préximo de 80°,
representando o amarelo, ndo apresentaram diferencas significativas com o controle,
assim como a adigao de até 7,5% de microparticulas nao interferiu no perfil de textura
das maioneses formuladas.

Brniak; Maslak; Jachowicz, (2015) também obteve resisténcia mecanica
adequada de 62,6 N e friabilidade de 0,12%, mantendo excelentes propriedades de
desintegracdo de 27,2 s (método farmacopeia), 18,5 s (agua destilada), 18,8 s
(tampao de fosfato pH 6,8), 17,1 (tampao de fosfato 7,4) e fluido salivar simulado pH
6,8) em comprimidos ODT s de microparticulas de prednisolona. Amelian et al., (2017)
identificaram que a dureza ideal foi de 56,9 N e friabilidade 0,59%, que promoveram
o0 menor tempo de desintegracao de apenas 10 s em comprimidos adicionados de

microparticulas de dicloridrato de cetirizina.
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6 CONCLUSOES

A técnica de microencapsulagao por spray-drying utilizando o whey protein
como material de parede foi eficiente para a encapulacéo do resveratrol, destacando
a recomendacao da proporcao 8,0% de resveratrol em relagdo ao material de parede
whey protein pois promoveram o aumento da estabilidade térmica devido a elevagao
das temperaturas de degradacao e possui a maior concentragéo de resveratrol. Os
resultados obtidos nas analises de MEV, TGA, DSC, FTIR e DR-X indicaram uma
interagcdo significativas entre o resveratrol e o whey protein, o que foi corroborado
pelas altas eficiéncias de encapsulagdo encontradas. Os comprimidos apresentaram
alteragcbes apenas nas propriedades de cor e desintegragao oral, logo a dureza pode

influenciar positivamente na escolha do consumidor.

Para trabalhos futuros, sugere-se a realizagado de analises sensoriais com 0s
comprimidos, além de realizar testes mais aprofundados de dissolucéo e de liberacao

modificada do resveratro dos comprimidos e das microparticulas.
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