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RESUMO - A nanotecnologia é uma &rea da ciéncia eficaz em potencializar o uso de
nanoestruturas em diversas areas, entre elas a industria de alimentos, proporcionando novos
produtos com propriedades diferenciadas. Assim, o trabalho tem como objetivo encapsular
vitamina B, em nanoestruturas de a-lactoalbumina e analisar a estabilidade dessas
nanoestruturas durante 120 dias. A nanoestrutura obtida em 10 mM de NaCl a 45 °C por 2 h
apresentou um tamanho de 216 nm. A nanoestrutura obteve uma eficiéncia de encapsulacéo
de vitamina B, maior que 45 %. Dessa forma, os resultados encontrados confirmam o grande
potencial de aplicacdo dessas nanoestruturas na industria de alimentos.

1. INTRODUCAO

O estado de Minas Gerais abriga grande parte dos laticinios do territorio brasileiro e
como um dos principais produtos desse setor estd a producdo de queijo. Esta operacdo gera
como subproduto um volume muito grande de soro de leite, sendo 15% deste destinado a
fabricacdo de bebidas lacteas e a outra parte € destinada ao descarte, portanto ao ser
descartado ao meio ambiente sem tratamento especifico, pode gerar problemas de poluicédo
ambiental como a eutrofizacdo (Pedersen et al., 2003; Rojas et al., 2004; Costa et al., 2014).
Consequentemente, 0 aproveitamento do soro do leite € de grande importancia, pois, além de
ser uma medida de controle ambiental, pode também ser utilizado para agregar valor de
produtos no setor alimenticio, visto que, possuem propriedades nutricionais e funcionais
variadas (Alahdad et al., 2009; Yadav et al., 2010).

As proteinas representam 0,9% em meédia da composicao do soro do leite, destacando-
se a a-lactoalbumina (a-la) com 13% da composicéo dessas proteinas (Antunes, 2003; Ben-
Hassan e Ghaly, 1994). Esse tipo de proteina é apropriada para preparar diversos alimentos
devido suas propriedades nutricionais e técnico-funcionais. A a-lactoalbumina tambem é
estratégica para obtencdo de nanoestruturas que podem ser usadas para a encapsulacdo de
nutracéuticos, como vitamina B,, e proporcionar, desta forma, novas caracteristicas ao
sistema alimenticio (Livney, 2010). A aplicagdo dessa proteina para a formacdo de
nanoestruturas é classificada como segura pelo GRAS (Generally Recognized as Safe), ndo
causando danos a salude e nem ao meio ambiente (Abd El-Salam e EI-Shibiny, 2012;
Benshitrit, 2012).
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O interesse da encapsulagdo de bioativos em nanoestruturas proteicas esta relacionado
com a capacidade de agregar os valores nutricionais e farmacoldgicos destas substancias,
definindo-se, entdo, os alimentos nutracéuticos. Estes definem uma classe de componentes
alimenticios que sdo essenciais para atender as necessidades do corpo humano de minerais e
vitaminas, como também proporcionar a defesa do sistema imunoldgico contra o ataque de
doencas infecciosas (Moraes e Colla, 2006). A vitamina B, (riboflavina) é um tipo de
nutracéutico multifuncional, na qual apresenta propriedades na prevencdo do cancer (Souza et
al., 2005).

Por este motivo, a encapsulagdo dos bioativos tem-se mostrado eficiente na protecdo
dessas moléculas durante o processamento do alimento e da liberacdo controlada do mesmo
na regido do organismo de melhor absorcéo dos seus nutrientes (Augustin e Sanguansri, 2007,
F. Gibbs et al., 1999). Desta maneira, este trabalho objetiva obter nanoestruturas de o-
lactoalbumina, encapsular a vitamina B, e analisar a estabilidade das nanoestruturas em 120
dias.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A o-lactoalbumina (contendo 90% de a-lactoalbumina) foi gentilmente cedida pela
Davisco Foods International (EUA). A vitamina B, (98% de riboflavina) foi adquirida da
Aldrich-Sigma (USA). O NaCl foi adquirido da Exodo Cientifico (Brasil), e o HCI da Synth
(Brasil).

2.1. Métodos

Obtencdo e caracterizacdo de nanoestruturas de a-lactoalbumina: As nanoestruturas
foram obtidas de acordo com a metodologia de De Kruif (2012) com modificagdes, onde,
solucdes de proteina a 2 mg.mL™ em 4gua destilada, em pH 2 (HCI) e em 10 mM de NaCl
foram mantidas a 45°C sob agitacdo por duas horas em uma estufa incubadora (Nova Técnica,
Brasil). A dispersdo de nanoestrutura foi armazenada a -16°C para posteriores analises. O
tamanho e o indice de polidispersividade (Pdl) foram obtidos através do espalhamento
dindmico de luz - DLS (NanoZetaSizer, Malven, Japdo).

Encapsulacédo de vitamina B,: Uma solugéo estoque de vitamina B, na concentragdo de
0,3 mg.mL™ foi preparada em agua destilada. Entdo, em microtubos foram adicionados a
solucgéo estoque de vitamina B, agua destilada e a dispersdo de nanoestrutura em acordo com
a Tabela 1.
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Tabela 1 - Preparacédo de diferentes concentracfes de vitamina B, em nanoparticulas para
determinar a eficiéncia de encapsulacdo EE%

Solucgéo
[V] na dispersdo de | estoque V (0,3 Dispersdo de | Solvente (agua
NPs em pg.mL™ mg.mL™) em NPs em pL destilada) em

puL pL
0,015 75 1000 425
0,030 150 1000 350
0,060 300 1000 200
0,075 375 1000 125
0,090 450 1000 50

As amostras foram agitadas manualmente por 5 min e centrifugadas por 30 min, 20°C
em 13500 rpm (Eppendorf, Alemanha). Apos esse processo, 0s sobrenadantes foram diluidos
e analisados em espectrofotometro UV-VIS (Bioespectro, Brasil) em 445 nm e o pellet foi
seco em estufa a 50°C. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e a capacidade de ligacdo (LC)
foram obtidos pelas Equagdes 1 e 2.

100
EE(%:] = r:‘F"Illl"rtcutsll - wllvre:] X

1)

Wrotal

Onde EE (%) é a eficiéncia de encapsulacdo, Wi € 0 total de vitamina B, adicionado
nas NPs e Wiivre € 0 total de vitamina B, livre encontrado no sobrenadante.
100

LC(%j = (wt-:utal - wl.lwej X F (2)
np

Onde o LC (%) corresponde a capacidade de ligacdo, Wiota € 0 total de vitamina B,
adicionada na nanoestrutura, Wiy € 0 total de vitamina B, livre encontrado no sobrenadante e
Wi, € 0 valor da vitamina B, ligada na nanoestrutura.

Teste da estabilidade das nanoestruturas: Foi preparada a solucdo de nanoestruturas de
a-lactoalbumina obtida a 2 mg.mL™. A mistura foi levada & incubadora shaker refrigerada
(Nova Técnica, Brasil) por 2 h a 50°C e 180 rpm. Uma amostra foi coletada no dia do preparo
e levada ao congelador, o restante da solucdo foi mantida em geladeira (4°C) e apés 1, 3, 6, 7,
15, 30, 120 dias coletou-se aliquotas de mesma quantidade e armazenadas em congelador. As
amostras foram analisadas no DLS (NanoZetaSizer, Malvern, Jap&o).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A nanoestrutura de a-lactoalbumina foi constatada pelo espalhamento dindmico de luz
(DLS), apresentando um tamanho de 216 nm por meio de um prévio tratamento térmico da
proteina na presenca de NaCl (10 mM). Com as nanoestruturas a-lactoalbumina obtidas foi
avaliada a eficiéncia de encapsulacdo e a capacidade de ligacdo entre as nanoestruturas e a
vitamina B, Os valores encontrados nessa analise estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados obtidos da eficiéncia de encapsulacdo da vitamina B, na nanoestrutura
formada pela proteina a-lactoalbumina e da sua capacidade de ligacao

[B,] na dispersao de Eficiéncia de Capacidade de ligacédo
NPs em (mg.ml™) encapsulagio (%) (%)
0,015 13,86 + 3,60 0,0006 + 0,0002
0,030 25,01 +3,84 0,0022 + 0,0007
0,060 22,91 +3,80 0,0049 + 0,0008
0,075 39,33+1,09 0,0048 + 0,0010
0,090 45,20+ 0,92 0,0168 + 0,0047

A solucdo de vitamina B, na concentracdo 0,090 mg.mL™? na dispersio de
nanoparticulas, mostrou uma melhor eficiéncia de encapsulacao de 45 + 0,92% comparando-
se com as demais. Couto et al. (2016) encontrou uma eficiéncia de encapsulagdo de 12 +
0,03% no estudo de encapsulacdo de vitamina B, em nanoparticulas lipidicas sélidas com
CO, supercritico e ele também verificou que a eficiéncia da encapsulacdo da vitamina B, é
proporcional a quantidade da substancia presente no meio, assim, como observado na Tabela
2. Azevedo et al. (2014) apontou uma eficiéncia de 55,9 + 5,6% para a encapsulagéo de
vitamina B, em nanoestruturas de alginato/quitosano. Analisando esses dados da literatura,
pode-se perceber que valores distintos foram encontrados para a eficiéncia de encapsulagao da
vitamina. Isso pode ser justificado pela caracteristica que cada composto encapsulante
apresenta com relacéo as suas hidrofobicidades.

Outro teste realizado foi o de estabilidade, onde foi possivel analisar o comportamento
das nanoparticulas durante um intervalo de tempo de 120 dias. Os valores encontrados para 0
tamanho das nanoestruturas durante esse tempo sao mostrados no grafico da Figura 1.

Figura 1 — Comportamento do tamanho das nanoestruturas durante 120 dias — Teste
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A nanoestrutura de a-lactoalbumina ndo foi estavel, uma vez que no primeiro dia
diminuiu de tamanho. O estudo de Graveland-Bikker (2005) mostrou estabilidade das
nanoestruturas de a-lactoalbumina em outras condi¢cbes ambientais. O autor sugere a
utilizacdo da enzima (transglutaminase) para manter a estabilidade dessas nanoestruturas, pois
ela pode ser capaz de fazer ligagOes covalentes entre as proteinas e os peptideos. Portanto,
maiores estudos deverao ser realizados, a fim de estabilizar essa nanoestrutura.
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4. CONCLUSAO

Nanoestrutura de a-lactoalbumina foi obtida na presenca de 10 mM de NaCl sob
tratamento térmico e agitacdo controlados. Essa nanoestrutura mostrou-se eficiente na
encapsulacdo da vitamina B, apresentando mais de 45% de eficiéncia. Observou-se com o
teste de estabilidade que a nanoestrutura de o-lactoalbumina apresentou instabilidade num
periodo de 120 dias. Os resultados encontrados sdo aceitaveis para possiveis aplicagdes na
industria de alimentos, visto que moléculas bioativas encapsuladas em nanoestrutura de o-
lactoalbumina agregam maior valor nutricional e funcional ao produto.
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