UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

RENATA CRISTINA DA SILVA

B-GALACTOSIDASE ENCAPSULADA EM HIDROGEIS DE
CARRAGENANA, PECTINA E CARRAGENANA/PECTINA:
ESTUDO COMPARATIVO E FATORES QUE INFLUENCIAM
NA ESTABILIDADE E LIBERACAO CONTROLADA

Alfenas/MG

2017



RENATA CRISTINA DA SILVA

B-GALACTOSIDASE ENCAPSULADA EM HIDROGEIS DE
CARRAGENANA, PECTINA E CARRAGENANA/PECTINA:
ESTUDO COMPARATIVO E FATORES QUE INFLUENCIAM
NA ESTABILIDADE E LIBERACAO CONTROLADA

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de mestre
pelo Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
(PPGQ) da Universidade Federal de Alfenas.
Area de concentragdo: Quimica Analitica
Orientadora: Profa. Dra. Jerusa Simone Garcia

Alfenas/MG
2017



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas

Silva, Renata Cristina da.
B-Galactosidase encapsulada em hidrogéis de carragenana, pectina e
carragenana/pectina: estudo comparativo e fatores que influenciam
na estabilidade e liberacdo controlada / Renata Cristina da Silva.
-- Alfenas/MG, 2017.
79f. -

Orientadora: Jerusa Simone Garcia.

Dissertacdo (mestrado em Quimica) - Universidade Federal de
Alfenas, Alfenas, MG, 2017.

Bibliografia.

1. beta-Galactosidase. 2. Composicao de Medicamentos. 3. Biopolimeros.
4. Ativacdo Enzimatica. |. Garcia, Jerusa Simone. I1. Titulo.
CDD-543

Ficha Catalogréfica elaborada por Marlom Cesar da Silva
Bibliotecéaria-Documentalista CRB6/2735




Renata Cristina da Silva

“B- galactosidade encapsulada em hidrogéis de
carragenana, pectina e carragenanalpectina: Estudo
comparativo e fatores que influenciam na estabilidade e
liberagdo controlada”

Aprovado em: 1 10§/ {#

Profa. Dra. Jerusa Simone Garcia Trevisan
Instituicao: Universidade Federal de Alfenas -
UNIFAL-MG

Profa. Dra. Jaine Honorata Hortolan Luiz
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas -
UNIFAL-MG

Profa. Dra. Lizzy Ayra Alcantara Verissimo

Instituic@o: Universidade Federal de Lavras -
UFLA

A Banca examinadora, abaixo
assinada, aprova a Dissertacéo
apresentada como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre
em Quimica pela Universidade Federal
de Alfenas. Area de concentragdo:
Quimica Analitica.

~
Assinatura: é Mo //MW’WM

17

\

!

|

W
Assinatura: j@uﬁ o H ANJZJ L~

Assinatura: “Lu




Aos meus pais, Dalvimar e Juvéncio, que
sempre estiveram presentes e apoiaram-
me em toda minha vida académica.



AGRADECIMENTO

A Deus pela vida, pela presenca constante em todos 0s momentos e pela oportunidade
de desenvolvimento intelectual, profissional e pessoal.

Ao0s meus pais e irmd, que acompanharam minha trajetéria sempre me incentivaram e
gue nunca mediram esforcos para ajudar no que fosse preciso. Agradeco pelo amor
incondicional, carinho, dedicacdo, paciéncia e por estarem sempre ao meu lado.

Ao Lucio, pelos preciosos conselhos, por compreender minhas auséncias, pelo carinho
e apoio, por almejar esse objetivo tanto quanto eu.

A minha orientadora prof?. Dr2. Jerusa Simone Garcia, pela orientacéo, pela confianca
depositada em mim e disposi¢do em me auxiliar na execucdo deste trabalho.

A todos os amigos do grupo LACFar, em especial a Amanda pela amizade e a
Fernanda por sempre se mostrar disposta a ajudar o préximo.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Quimica da Universidade Federal de Alfenas pela
oportunidade oferecida e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela bolsa concedida.

Ao Prof. Keyller Bastos Borges pela realizacdo das analises de Microscopia eletronica
de varredura realizada nas dependéncias da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei (UFSJ).



RESUMO

Alguns individuos que ndo produzem B-galactosidase, ou a produzem em baixa escala, sofrem
com intolerancia a lactose, que pode causar uma série de problemas de saude. Desta forma, é
necessaria a suplementacdo da -galactosidase no organismo, porém, a passagem da enzima
pelo trato gastrointestinal pode comprometer sua estabilidade, tomando-a inativa. A pB-
galactosidase (E.C 3.2.1.23) é uma enzima que catalisa o processo de hidrélise da lactose,
obtendo como produtos glicose e galactose. Neste estudo, foi investigado o potencial do
hidrogel de carragenana, pectina e pectina/carragenana em encapsular a B-galactosidase. As
pérolas de hidrogel foram fabricadas pela injecdo de uma solucdo polimérica (carragenana
e/ou pectina) contendo a enzima numa solucéo salina (cloreto de potassio e/ou cloreto de
calcio). A eficiéncia de encapsulacdo foi avaliada por meio da determinacdo da atividade
enzimatica especifica utilizando orto-nitrofenil-B-D-galactosideo (ONPG). Os materiais
obtidos foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TG/DTG), microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e também pelo grau de intumescimento dos hidrogéis em diferentes meios. Os efeitos
da variacdo de pH, da temperatura e do tempo de armazenamento também foram avaliados em
termos da atividade catalitica da enzima livre e encapsulada nos hidrogéis formados. Foi
realizado ainda um estudo do desempenho da atividade catalitica nos hidrogéis através do
teste liberacdo controlada in vitro. Os hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido
apresentaram uma eficiéncia de encapsulacdo de 58,0+1, 72,0+1 e 77,0+2%, respectivamente.
O hidrogel de pectina foi que apresentou melhor desempenho nos testes de pH e temperatura
em relag¢do a atividade da B-galactosidase. No entanto, o hidrogel de carragenana foi o que
apresentou maior estabilidade ap6s trés meses de armazenamento. Quanto ao teste de
liberacdo controlada, verificou-se que os hidrogeis de carragenana e pectina foram 2,0 e 2,4
vezes, respectivamente, mais eficazes que o comprimido comercial na liberagéo in vitro da f3-
galactosidase. Mediante todos estes testes, foi possivel realizar um estudo sistematico e
comparativo entre os trés biopolimeros preparados para encapsular a p-galactosidase. Tal

abordagem é dificil de ser encontrada na literatura especializada.

Palavras-chave: Lactase. Encapsulacdo. Gelificagdo lonotropica. Biopolimero. Atividade
enzimaética



ABSTRACT

A few individuals that do not produce (-galactosidase or produce at low scale suffer with
intolerance to lactose, which may cause several health problems. In this sense, the
supplementation of p-galactosidase is required, however its passage though the
gastrointestinal trait may compromise its stability, making it inactive. B-galactosidase (E.C
3.2.1.23) is an enzyme responsible by catalyzing the process of lactose hydrolysis that
provides products such as glucose and galactose. The current study investigated the potential
of hydrogels of carrageenan, pectin and pectin/carrageenan to encapsulate the p-galactosidase.
The hydrogel counts were made by injecting a polymeric solution (carrageenan and/or pectin)
containing the enzyme in a salt solution (potassium chloride and/or calcium chloride). The
efficiency of encapsulation was evaluated by the spectrophotometric test of specific
enzymatic activity using ortho-nitrophenyl-B-D-galactoside (ONPG). The material obtained
was characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), thermogravimetric
analysis (TG/DTG), scanning electron microscopy (SEM) and also by the degree of hydrogel
swelling in different mediums. The effects of pH, temperature and storage time were also
evaluated in terms of the catalytic activity of the free enzyme and those encapsulated in the
hydrogels. Moreover, a study on the performance of catalytic activity through the test of
controlled release in vitro was conducted. The carrageenan, pectin and hybrid hydrogels
presented efficiency of encapsulation of 58.0 + 1.0, 72.0 £ 1.0 and 77.0 £ 2.0%, respectively.
The pectin hydrogel presented the best performance in the pH and temperature tests in
relation to the activity of B-galactosidase. However, the carrageenan presented the best
stability after three months stored. Regarding the test of controlled release, the carrageenan
and pectin hydrogels were 2.0 and 2.4 times, respectively, more efficient than the commercial
tablet on releasing the P-galactosidase in vitro. All these tests provided a systematic and
comparative study for the three biopolymers prepared to encapsulate the B-galactosidase.
Such approach is not often found in the specialized literature.

Keywords: Lactase. Encapsulation. lonotropic gelation. Biopolymer. Enzymatic activity
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1 INTRODUCAO

A B-galactosidase (E.C 3.2.1.23), também conhecida como lactase, € uma enzima
responsavel por catalisar a hidrolise da lactose do leite em seus monossacarideos glicose e
galactose que sdo absorvidos pela corrente sanguinea (BROWN-ESTERS et al., 2012).
Quando ha insuficiéncia ou auséncia de [-galactosidase sdo gerados problemas
gastrointestinais, incluindo a intolerancia a lactose.

Dentre as alternativas para o tratamento e o alivio dos sintomas causados por essa
intolerancia, encontra-se o uso de B-galactosidase, a qual é administrada oralmente na forma
de comprimido ou capsulas (MONTALTO et al., 2006). No entanto, o uso clinico de enzimas
apresenta limitacGes como: custo elevado, instabilidade e vida curta apds a ingestdo. Além
disso, quando tomado por via oral, a B-galactosidase atravessa o pH acido do estbmago que
pode comprometer a integridade estrutural da enzima e, consequentemente, a sua atividade na
hidrélise de lactose (NICHELE et al., 2011). E importante também ressaltar que produtos
contendo B-galactosidase como os comprimidos disponiveis nos EUA sdo classificados como
suplemento alimenticio de acordo com a Food and Drug Administration (FDA) sendo,
portanto, isentos de passar por testes de qualidade, eficcia e estabilidade (BLENDON et al.,
2001). No Brasil a B-galactosidase ndo é registrada com a finalidade terapéutica pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A administracdo do suplemento alimenticio contendo enzima/proteinas como principio
ativo ndo é adequada devido a alta susceptibilidade a enzimas digestivas no trato
gastrointestinal. Uma alternativa para proteger as enzimas/proteinas da degradacéo e obter sua
liberacdo em 6rgdos especificos é imobiliza-las (MUNARIN et al., 2012). A B-galactosidase
tem sido imobilizada em uma grande variedade de suportes sélidos como alginato,
carragenana, pectina, gelatina agar, poliacrilamida, colageno, carvao activado, ceramica
porosa (PANESAR et al., 2006, PANESAR et al., 2010), sephadex, quitosana, vidro poroso,
agarose, alcool polivinilico, celulose, Eupergit C (esferas acrilicas ativadas com epdxi), nylon,
espumas de poliuretano ou zedlita (ELNASHAR; YASSIN, 2009).

A B-galactosidase na forma imobilizada apresenta varias vantagens como: ser mais
eficiente, ser agradavel ao paladar e ser uma alternativa promissora para suplantar a auséncia
desta enzima no organismo podendo ser usada no tratamento de pessoas com intolerancia a
lactose (FACIN et al., 2015). O método de imobilizacdo escolhido para este estudo foi a

gelificagdo ionotropica. Neste método, uma solucdo polimérica contendo a enzima é injetada
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em outra solugdo de "endurecimento”, em condi¢des que promovam a gelificacdo do
polimero. Este procedimento resulta na formacdo do hidrogel. Os hidrogéis possuem
propriedades importantes para aplicacdes bioldgicas, farmacéuticas e médicas, como serem
biodegradaveis, biocompativeis e ndo apresentarem toxicidade (VAN VLIERBERGHE et al.,
2011).

Nesse sentido, 0 propdsito do presente trabalho foi encapsular a -galactosidase em
hidrogéis de carragenana, pectina (primeira vez reportado na literatura para esta enzima) e um
hibrido contendo os dois biopolimeros. Posteriormente, os materiais obtidos foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
andlise termogravimétrica (TG/DTG) e microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Foi
investigado ainda o efeito da influéncia do pH e da temperatura para verificar a capacidade
dos hidrogéis em proteger a B-galactosidase encapsulada sob condic¢bes especificas. Foi
também avaliada a influéncia do tempo de armazenamento na estabilidade dos hidrogéis.
Finalmente, os hidrogéis foram submetidos ao estudo de liberagdo da [-galactosidase in vitro
para avaliar o comportamento nos fluidos gastricos e intestinais simulados. O resultado deste
teste foi ainda comparado com o comprimido comercial contendo a [B-galactosidase nas
mesmas condi¢Bes. Mediante todos estes testes, foi possivel realizar um estudo sistematico e

comparativo entre os trés biopolimeros preparados para encapsular a 3-galactosidase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INTOLERANCIA A LACTOSE

Hipdcrates (460-370 A.C.) foi o primeiro estudioso a relatar que algumas pessoas
apresentavam problemas ap6s a ingestao do leite, porém somente a partir dos anos 1990 tem-
se investigado e diagnosticado como intolerancia a lactose, que é definida como sendo uma
desordem comum que induz a incapacidade para digerir a lactose (MATTHEWS et al., 2005).

A lactose € um acucar encontrado no leite de todos os mamiferos, com excecdo dos
lebes marinhos e das morsas. Em 240 mL de leite estdo presentes aproximadamente 12
gramas de lactose, sendo essa quantidade suficiente para provocar sintomas de intolerancia na
maioria dos individuos com este problema (HARRINGTON; MAYBERRY, 2008). A
intolerancia a lactose afeta a maioria dos adultos em todo o mundo, sendo uma caracteristica
herdada geneticamente. Estima-se que mais de 70% da populacdo do mundo nédo pode digerir
o leite apos a infancia, isso porque a producdo de B-galactosidase comeca a diminuir apos 0s 2
anos de idade e de modo mais significativo, quando o individuo se encontra em idade adulta
(SQUILLANTE et al., 2003).

Esta intolerancia ¢ causada por uma deficiéncia de B-galactosidase no organismo
causando sintomas como diarréia, flatuléncia, fortes dores e distensGes abdominais e
inchacos, estes sintomas tendem a ocorrer entre 30 min e 2 h apés a ingestdo de alimentos
contendo lactose (BROWN-ESTERS et al., 2012). A fisiopatologia da intolerancia a lactose
estad diretamente relacionada aos sintomas predominantes. Devido a insuficiéncia da atividade
da B-galactosidase, a lactose ndo é quebrada no intestino delgado e atrai fluido osmoticamente
para o limen intestinal passando rapidamente para o cdlon, onde é transformada pela acdo de
bactérias em monossacarideos que ndo podem ser absorvidos. Isso gera aumento de presséo
osmatica e no volume de liquido no intestino. Esta fermentagdo produz hidrogénio, metano e
dioxido de carbono (HARRINGTON, MAYBERRY, 2008; BROWN-ESTERS et al., 2012).

O teste de respiracdo de hidrogénio € a técnica mais utilizada para o diagndstico da
intolerancia a lactose (BROWN-ESTERS et al., 2012). Uma vez diagnosticada um possivel
tratamento inclui quatro principios gerais: 1) a reducdo ou a restricdo dietética de lactose; 2) a

substituicdo de nutrientes com fontes alternativas para evitar redugdes na energia e ingestao



15

de proteinas; 3) a regulacdo de célcio e vitamina; 4) a ingestdo de p-galactosidase (NICHELE
etal., 2011).

2.2 HIDROLISE DA LACTOSE E A B-GALACTOSIDASE

A lactose ao passar pelo processo de hidrolise (FIGURA 1) libera como produtos a
glicose e a galactose. Os dois monossacarideos formados nos produtos sao unidos por uma
ligacdo entre o carbono-1 da galactose e o carbono—4 da glicose (MARTINS; BURKET,
2009).

Para a hidrolise da lactose dois métodos tém sido empregados: a hidrélise &cida
(homogénea ou heterogénea) e a hidrélise enzimatica (enzimas na forma livre, imobilizadas

em suportes ou recuperadas) que utiliza a $-galactosidase.

OHOH ; op OH HUr
H 0 H OH _0oH H o "o
H HO H - HO \
HO~ N 0 \ﬁl-lr T HO A O+~ oOH f a
OH H O OH | .
H H HoH H H
Lactose Galactose Glicose

Figura 1- Reagao de Hidrolise da Lactose catalisada pela B-galactosidase
Fonte: MARTINS e BURKET (2009, p.232).

A hidrolise enzimatica da lactose é mais vantajosa do que a acida porque pode ser
realizada em baixas temperatura e pH sem gerar subprodutos responsaveis por flavor ou cor
desagradaveis, que geralmente sdo comuns de serem formados durante os metodos acidos.
Outra caracteristica importante sdo que as propriedades nutricionais dos produtos lacteos nao
sdo modificadas (HEIDTMANN et al., 2012).

Apesar da B-galactosidase ser extraida de diversas fontes, as mais usadas para esta
finalidade sdo extraidas de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Saccharomyces (lactis ou
fragilis) devido ao historico de aplicagbes e aos numerosos estudos realizados (HUSAIN,
2010).
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A legislagdo brasileira especifica a utilizagdo da B-galactosidase pela industria de
alimentos por meio da Resolugdo n® 205, de 17/11/2006. A resolucdo relata que a f-
galactosidase utilizada por esse tipo de inddstria deve ser de origem microbiana, proveniente
dos fungos: Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp, tais
espécies sdo geralmente reconhecidas como seguras (GRAS — Generally Recognized as Safe)
(BRASIL, 2006).

2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizacdo de enzimas é que a retencdo da enzima em um suporte sélido para
posterior utilizacdo do biocatalisador. A partir das informacGes disponiveis sobre as
caracteristicas do suporte e o efeito dos métodos empregados, é possivel fazer generalizacbes
que permitam uma primeira selecdo do método de imobilizacdo (MENDES et al., 2011). A
imobilizacdo pode também ser definida como um termo genérico empregado para descrever a
retencdo de uma biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico (MATEO et
al., 2007). A imobilizagdo de enzimas pode resultar em melhorias no seu desempenho
catalitico e reduzir a sua inativacdo por distorcdo da estrutura originaria pela influéncia da
temperatura, do pH e de solventes organicos, o que € interessante para a aplicacdo de enzimas
no setor industrial (MENDES et al., 2011).

O mais importante é que a enzima imobilizada deve apresentar uma atividade
catalitica preferencialmente superior a atividade de uma enzima nativa e ndo deverao ocorrer
alteracdes em sua estrutura nem modificag¢fes no sitio ativo (DALLA-VECCHIA et al, 2004).
A imobilizacdo de enzimas pode ser feita de varias formas como: por meio da adsor¢do em
materiais insoltveis hidrofobicos ou em resinas de troca ionica; pelo uso de um reagente
multifuncional por meio de ligagdes cruzadas; confinamento em matrizes formadas por geéis
poliméricos ou encapsulagdo em membranas poliméricas (DALLA-VECCHIA et al., 2004;

MATEO et al., 2007). A Figura 2 mostra algumas formas de imobilizagéo de enzimas.
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Figura 2 - Métodos de imobilizacdo de enzimas.

Fonte: Adaptado de FERNANDEZ-FERNANDEZ et al (2012)

Para uma escolha adequada do método de imobilizacdo devem ser analisados alguns
pontos como atividade da enzima, assim como suas caracteristicas de inativacdo; custo do
procedimento de imobilizacdo; toxicidade dos reagentes de imobilizacdo; estabilidade
operacional e propriedades hidrodinamicas desejadas para a enzima imobilizada (MENDES et
al., 2011).

A imobilizacdo de enzimas quando adequadamente empregada traz alguns beneficios
como: o reaproveitamento do catalisador e aumento da estabilidade da enzima, ou seja,
aumento da resisténcia quimica quando usadas em meios que apresentam extremos de pH,
temperatura, forga i6nica, entre outros. (JOCHEMS et al., 2011).

E importante saber que os protocolos de imobilizacdo de enzimas podem induzir
modificagdes estruturais indesejaveis que causam perda total ou parcial da atividade
enzimatica. Se o metodo de imobilizacdo ndo for bem planejado a enzima pode se tornar

menos estavel se comparada a enzima em sua forma livre (BEZERRA et al., 2015).
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E necessario ser considerados os efeitos da imobilizacdo, em geral, dentre os varios

efeitos que a imobilizacdo pode causar destaca-se:

a) Efeitos estéricos e de conformacéo: pode ocorrer a perda de atividade da enzima
imobilizada geralmente devido a mudancas conformacionais, o processo de
interacdo enzima-suporte € quase sempre aleatorio, podera acontecer que a regiao
do sitio ativo se torne menos acessivel ao substrato (impedimento estérico), o que
acarreta em uma diminuicédo na atividade (LIMA et al., 2001);

b) Efeitos de microambiente: o microambiente ao redor de uma enzima imobilizada
pode diferir daquele da forma livre, esse fato poderé se refletir sobre os valores dos
parametros cinéticos. Os efeitos do microambiente, que dependem da natureza
fisica e quimica do suporte, podem acarretar uma distribuicdo desigual do
substrato, produto e cofatores entre a regido vizinha do sistema imobilizado e o
resto da solucdo (LIMA et al., 2001);

c) Efeitos difusionais: quando a enzima é imobilizada sobre ou no interior de um
suporte sélido, o substrato pode se difundir do seio da solucdo até o sitio ativo da
enzima. Deste modo, quando a velocidade de difusdo do substrato € menor do que
a velocidade de transformacéo pela enzima, a velocidade observada para a reacao €é
mais baixa do que a esperada para uma dada concentracdo de enzima em solucéo,
visto que nem todas as moléculas de enzima estardo em contato com o substrato,
isto é, ndo se atinge a saturacdo (LIMA et al., 2001).

O método de imobilizacdo por encapsulacdo, descrito a seguir, foi escolhido para o

desenvolvimento deste trabalho.

2.3.1 Imobilizacéo por encapsulacédo

O método de imobilizagdo por encapsulacdo tem sido aplicado, principalmente, com
polimeros naturais, como por exemplo, colagéno, quitosana, celulose e carragenana
(BEZERRA et al., 2015). Este método consiste em retencdo fisica da enzima nas cavidades
internas de uma matriz solida porosa gerando o aprisionamento da mesma (MENDES et al.,
2011). A imobilizacdo de enzimas dentro de matrizes porosas é utilizada ainda para melhorar
sua estabilidade e recuperacgédo pelo fato das enzimas ndo estarem em contato direto com o
meio que as envolvem (BETANCOR et al., 2008; ES; VIEIRA; AMARAL, 2015).
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A encapsulacdo pode ser alcangada por varios métodos, como por exemplo,
emulsificacdo-vaporacdo do solvente, coacervacdo, gelificacdo ionotropica, polimerizagdo,
spray-drying, leito fluidizado (PREZOTT]I, 2013).

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados com a finalidade de ampliar as
potencialidades atribuidas aos hidrogéis. Dentre estes métodos a gelificacdo ionotrdpica,
escolhida para este estudo, consiste na complexacdo entre polieletrolitos e ions de carga
contraria que ao entrarem em contato sofrem reticulacdo ibnica. A formacdo de ligacOes
cruzadas intra e intermolecular ddo origem aos hidrogéis (PATIL et al., 2010).

Hidrogéis sdo redes poliméricas com configuracdo tridimensional capazes de reter
grande quantidade de agua, que é atribuida a presenca de grupos hidrofilicos, tais como OH, -
CONH-, -CONH2- e -SOsH presentes em polimeros que formam a estrutura do hidrogel
(MEHRDAD et al., 2008; ULLAH et al., 2015). Estes grupos possibilitam a hidratacdo de 10-
20% até milhares de vezes sua massa seco, quando em agua, dependendo da natureza do meio
aquoso e da composicdo do polimero (HOFFMAN, 2012; MEHRDAD et al., 2008). Se o
tamanho dos poros do hidrogel for pequeno o suficiente, entdo a enzima sera fisicamente
presa dentro da rede polimérica formada (MCCLEMENTS, 2017).

Os hidrogéis podem ser obtidos a partir de polimeros sintéticos ou naturais. Os
hidrogéis obtidos a partir de polimeros naturais apresentam as propriedades caracteristicas
destes biomateriais como serem biocompativeis e biodegradaveis (SMITH et al., 2002). Os
hidrogéis podem ainda ser classificados em hidrogéis quimicos ou fisicos. Hidrogéis
fisicamente reticulados ndo utiliza agentes de reticulacdo toxicos, o que mantém a integridade
dos compostos a serem aprisionadas (ULLAH et al., 2015). Os hidrogéis fisicos sdo
reversiveis, a rede polimérica é formada através de atracdo eletrostatica, ligacOes de
hidrogénio ou interacdes hidrofobicas (HOFFMAN, 2012).

A gelificacdo ionotropica, representada na Figura 3, permite a encapsulacdo dos mais
diversos materiais como células, farmacos e enzimas. Este método permite a obtencdo de
microparticulas que sdo geradas pela extrusdao da dispersédo polimérica contendo a enzima, ou
outro material a ser encapsulado, sobre a solugédo do agente reticulante. Deste modo, as
esferas de hidrogel séo produzidas no momento em que a solucdo contendo o polimero é
gotejada sobre a solucdo reticulante, responsavel pela formacéo de ligagdes cruzadas intra e
intermoleculares, dando origem a uma rede tridimensional (PREZOTT]I, 2013).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da gelificacdo ionotropica.

Fonte: Do autor

Uma das principais vantagens dos hidrogéis € ndo promover nenhuma modificagdo
guimica da enzima (LIN; METTERS, 2006). Esta vantagem esta relacionada ao fato de nédo
ser necessario a utilizacdo de solventes organicos ou altas temperaturas para a obtencdo dos
hidrogéis, mantendo assim a integridade do material encapsulado. Além disso, a gelificacdo
inotrépica é uma técnica simples, rapida e econdmica. Em contrapartida, hidrogéis formados
por gelificacdo ionotropica apresentam dificuldade em controlar a taxa de liberacdo do

material encapsulado por um longo periodo de tempo (YEO et al., 2001).
2.4 A IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE

A imobilizagdo da B-galactosidase pode impedir a sua degradacdo quimica e biologica
tornando-a mais estavel. Assim, comprimidos contendo a enzima encapsulada pode ser uma
alternativa promissora para complementar a auséncia desta enzima em humanos intolerantes a
lactose (FACIN et al., 2015; MONTALTO et al., 2006). A imobilizacdo pode ser obtida por
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meio de varios métodos tais como: adsorcdo, ligacdo covalente, auto agregacao,
aprisionamento e encapsulacdo (ANSARI et al., 2010).

Zhang et al., (2016) investigaram o potencial de esferas de hidrogel de carragenana
para encapsular B-galactosidase. As esferas de hidrogel foram fabricadas pela extrusdo de
uma solucéo aquosa contendo B-galactosidase e carragenana numa solugéo cloreto de potéssio
responsavel pela gelificagdo do polimero. Os resultados indicaram que o hidrogel de
carragenana pode ser Util em sistemas de encapsulamento (ZHANG et al., 2016).

Freitas et al., (2011), imobilizaram a B-galactosidase (Aspergillus oryzae) em esferas
de alginato-gelatina que foram reticuladas com glutaraldeido. Os autores compararam as
propriedades da B-galactosidase livre e imobilizada. O rendimento alcancado, de 30%, foi
considerado baixo e foi atribuido as interaces entre enzima-alginato-gelatina-glutaraldeido,
envolvendo o sitio ativo de enzima (FREITAS et al., 2011).

Estevinho et al., (2014), imobilizaram a [-galactosidase usando diferentes
biopolimeros (goma arabica, quitosana, quitosana modificada, alginato de calcio e alginato de
so0dio) com objetivo de investigar a producdo de microparticulas contendo a B-galactosidase.
As microparticulas obtidas foram caracterizadas por potencial zeta e microscopia eletrdnica
de varredura e a atividade da enzima foi avaliada por espectrofotometria empregando o
substrato ONPG (O-nitrofenil-p-D-galactosideo). Maiores atividades foram obtidas nas
microparticulas produzidas com goma aréabica, quitosana modificada (em pH 8) e alginato de
calcio (atividade relativa de 37, 20 e 20%, respectivamente, quando comparada com enzima
livre) (ESTEVINHO et al., 2014).

Mammarella et al., (2005) estudaram a encapsulacéo da -galactosidase com objetivo
de desenvolver uma nova abordagem para determinar a estabilidade operacional da enzima
aprisionada em gel de alginato-carragenana. Os resultados mostraram que a enzima
aprisionada no gel foi parcialmente lixiviada pelo inchaco do mesmo (MAMMARELLA et
al., 2005).

Elnashar et al., (2009), imobilizaram a (3-galactosidase por meio de ligacdo covalente
em esferas de k-carragenana utilizando o glutaraldeido. O processo de imobilizagdo aumentou
a estabilidade enzimética. A enzima imobilizada apresentou-se estavel na faixa de
temperatura de 45 a 55°C, enquanto a enzima ndo imobilizada foi estavel na faixa de 45 a
50°C. Foi constatado um aumento do pH 6timo da atividade enzimaética, sendo o valor de pH
de 4,5 para a enzima livre e de 5,5 para a enzima (ELNASHAR et al., 2009).

Guidini et al., (2010), imobilizaram a 3-galactosidase por adsor¢éo idnica empregando

as resinas comerciais Duolite A-568, Duolite S-761, Marathon A e Marathon C. Neste
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trabalho foi avaliada a atividade e estabilidade desta enzima em relacdo a variagOes de pH e
temperatura. A resina que apresentou melhor resultado na imobilizagéo foi a Duolite A-568,
que é uma resina anionica, fracamente béasica e altamente porosa, com matriz de fenol-
formaldeido policondensado. As condi¢bes O6timas de imobilizacdo foram pH 45 e
concentragdo de [-galactosidase de 16 g/L. A atividade da enzima imobilizada apds ser
utilizada 30 vezes foi de 51% em relacdo a inicial. O processo de reticulagdo da enzima
usando o glutaraldeido como agente reticulante foi otimizado na seguinte condicao:
concentracdo de 3,5 g/L e tempo da reagdo de reticulagdo de 1,5h. A B-galactosidase
imobilizada reteve 90% de sua atividade inicial (GUIDINI et al., 2010).

No trabalho de Souza et. al., (2014), a enzima P-galactosidase foi covalentemente
imobilizada em polihidroxibutirato - PHB (material organico) magnetizado, utilisando
glutaraldeido. Os resultados indicaram que nas condicfes avaliadas (pH 4,5 e 25°C), 52% da
enzima foi imobilizada no PHB e que 50% da atividade catalitica foi mantida. Portanto, o
suporte organico PHB demonstrou excelente para imobiliza¢do da B-galactosidase (SOUZA et
al., 2014).

Facin et al., (2015) e colaboradores imobilizaram a B-galactosidase em hidrogéis de
quitosana para serem empregados na producéo industrial de alimentos de liberagcdo controlada
de B-galactosidase para ser usado na dieta de individuos intolerantes a lactose. O resultado da
imobilizacdo mostrou um rendimento de apenas 19%. Mesmo assim, segundo 0s autores, esse
resultado indica que os hidrogéis preparados com quitosana sdo uma alternativa para a
producdo de alimentos de baixo custo com baixa dosagem de lactose. Este estudo mostrou
ainda que o grau de intumescimento diminuiu em meio acido: 49,4 g e 8,49 de &4gua absorvida
por g de hidrogel a pH 7,0 e pH 3,5, respectivamente (FACIN et al., 2015).

2.5 BIOPOLIMEROS

Biopolimeros sdo polimeros naturais originarios de: 1) plantas e algas (amido,
celulose, pectina, alginato, carragenana, gomas, soja, gluten de trigo, caseina, sedas e
elastina); 2) animais (acido hialurénico e quitina) e soro de albumina, ou 3) bactérias (quitina,
xantano, poligalactosamina, gelano e dextrano). Recentemente, os polimeros naturais tém sido

usados como alternativas para a geragdo de biomateriais utilizados em aplica¢Ges biomédicas.
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A maior vantagem destes materiais é seu baixo custo devido a elevada disponibilidade da
matéria prima além de serem biodegradaveis (MITSUKA, 2007).

As vantagens no uso de biomateriais sdo conhecidas, porém ha varias limitagdes. Um
exemplo é que os biopolimeros ndo possuem, em alguns casos, propriedades mecéanicas
adequadas a estabilidade em solucdo aquosa e em ambientes fisiol0gicos, necessarios para
aplicacGes medicas. A reticulagdo, denominada como crosslinking, é o método muito usado
para superar essas limitacGes. Varias técnicas de reticulacdo sdo usadas dependendo do tipo
de biopolimero a ser reticulado como: encapsulacdo em filmes ou membranas, em esponjas,
em fibras, em hidrogeis e em nanoparticulas (REDDY et al., 2015).

Os biopolimeros tém sido largamente utilizados no desenvolvimento de hidrogéis para
aplicacdes na area da liberacdo controlada de farmacos. Hidrogéis com a capacidade de reter
grandes quantidades de agua sdo usados para a liberacdo de farmacos, peptideos e proteina.
Para tal fim, a reticulacdo deve ser realizada por meio de um hidrogel para evitar a dissolucéo
(REDDY et al., 2015).

A utilizacdo de biopolimeros para a producdo de hidrogéis tem sido de grande
importancia por ser um método simples com capacidade de promover o confinamento de
enzimas em baixas temperaturas, permitindo controle da porosidade da matriz e maior
estabilidade mecéanica (COLLINSON, 2002).

A seguir serdo citados os dois biopolimeros naturais usados neste trabalho para a

producdo do hidrogel: a pectina e a carragenana.

2.5.1 Pectina

A pectina ¢ um polissacarideo natural composto por uma macromolécula ramificada
com alta massa molecular que pode ser transformada em géis. As pectinas sdo muito
empregadas na inddstria alimenticia, como agente espessante, estabilizante e gelificante. Na
industria farmacéutica este biopolimero pode ser usado como excipiente na obtencdo de
sistemas de liberacdo de farmacos na regido do colon (regido especifica do trato
gastrointestinal). A pectina existe em grande propor¢do na natureza, apesar disso, poucas Sao
as plantas usadas como fonte deste polissacarideo devido a problemas relacionados ao

rendimento, custo e tempo de extracdo. As substdncias pécticas podem ser extraidas de



24

tecidos frescos ou secos de frutas ou vegetais através de diversos processos como a extracdo
com agua quente, com compostos quelantes e com enzimas. Maracujd, frutas citricas, toranja
e manga sdo algumas das fontes de pectina com maior rendimento de extracdo. No entanto,
este polissacarideo tem sido obtido basicamente de residuos das industrias que processam
sucos e macas (MUNARIN et al., 2012).

Uma propriedade importante das pectinas é o fato de ndo serem degradadas no
estdmago ou pelas enzimas atuantes no trato gastrointestinal superior. Elas sdo degradadas
apenas no coélon, podendo ser usadas em sistemas de liberacdo de farmacos designados a
atuacdo especifica na parte do sistema gastrointestinal (CHOURASIA; JAIN, 2004).

Apesar da descoberta da pectina ter ocorrido a mais de 200 anos, sua composicao e
estrutura ainda nao estdo completamente elucidadas devido a heterogeneidade desta familia de
polimeros. Quimicamente, a pectina é definida como um polissacarideo aniénico constituido
principalmente por unidades de acido D-galacturbnico unidos por ligagdo a-(1—4), como
representado na Figura 4. Os &cidos urénicos possuem grupos carboxila, alguns dos quais
estdo naturalmente presentes como ésteres metilicos e outros que sdo comercialmente tratados
com amoniaco para produzir grupos carboxamida (CHAN et a., 2017; SRIAMORNSAK,
2003). A estrutura béasica da pectina deve possuir pelo menos 17 monossacarios diferentes,
dos quais o &cido D-galacturénico é o mais abundante (CHAN et al., 2017).

HO .

Figura 4 - Pectina com acido D-galacturénico unidos por ligagdes a-(1—4).

Fonte: CHAN et al (2017, p.120).
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A capacidade de formacao de geis de pectina esté relacionada a quantidade de grupos
polares livres (como as hidroxilas), & estrutura tridimensional, ao pH, aos eletrdlitos presentes
no meio, a solubilidade e concentracdo da pectina na dispersdo, a massa molar e ao grau de
metilacdo (CANTERI et al., 2012).

A formacéo de gel empregando pectina pode ocorrer por dois mecanismos diferentes,
determinado pelo grau de esterificagdo da mesma. As pectinas de elevado grau de
esterificacdo gelificam a um pH inferior a 3,5 e na presenca de solidos soluveis (tipicamente
acucares). Por outro lado, pectinas de baixo grau de esterificacdo (pectinas amidadas ou néo)
apresentam um mecanismo de gelificacdo completamente diferente onde o pH deve ser
superior a 3,0 com a presenca de uma quantidade suficiente de ions metélicos di- ou tri-
valentes, sendo o Ca?* o mais comumente usado (SRIAMORNSAK, 2003).

O mecanismo de gelificacdo das pectinas de baixo grau de esterificacdo (tipo de
pectina usada neste trabalho) € explicado pelas interaces dos grupos carboxila do esqueleto
da pectina com fons de Ca2*, baseia-se principalmente no modelo conhecido como "caixa de
ovos" representado na Figura 5 (originalmente definido para explicar o mecanismo de
gelificacdo dos alginatos). Este modelo é caracterizado como zonas de juncdo formadas por
associacOes ordenadas, lado a lado, por meio das quais sequéncias especificas de monémero
de acido D-galacturénico em cadeias paralelas ou adjacentes, sdo ligadas intermolecularmente
através de ligacdo eletrostatica e idnica dos grupos carboxila (CHAN et a., 2017; MUNARIN
etal., 2012; SRIAMORNSAK, 2003).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do modelo "caixa de ovos".

Fonte: MUNARIN et al (2012, p.684).

2.5.2 Carragenana

A carragenana € um nome genérico dado a familia de polissacarideos extraidos de
algas vermelhas (Rodophytas). Juntamente com outros biopolimeros, as carragenanas sdo
parte de um grupo de substdncias complexas denominadas fitocolGides. Estes polimeros
naturais possuem habilidade de formar geéis termo reversiveis ou solugdes viscosas quando
adicionados a solucdes salinas e, por isso, sd&0 muito usados como agentes gelificantes,
estabilizantes e emulsificantes em varios produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos
(HILLIOU et al., 2006).

A estrutura quimica da carragenana é baseada em unidades repetidas de D-galactose e
residuos de 3,6-anidro-D-galactose ligados em a-(1—3) (FRANCIS et al., 2004). Existem
varios tipos de carragenanas, sendo as mais comuns a K-carragenana (kappa), 1-carragenana

(iota) e A-carragenana (lambda), que sdo classificadas de acordo com a presenca de ligacGes
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3,6-anidro e com a posic¢ao e nimero de grupos sulfato presentes na estrutura da carragenana
(HILLIOU et al., 2006; VAN DE VELDE, 2005). A carragenana do tipo kappa (Figura 6),
utilizada neste trabalho, possui apenas um grupo sulfato por unidade de repeticdo de

dissacarideo, dissolvendo-se em agua quente e ao resfriar forma o gel (LIU et al., 2015).

OH

Figura 6 - Estrutura da carragenana tipo Kappa.

Fonte: LIU et al (2015, p.28).

As carragenanas do tipo kappa e iota possuem a importante propriedade de formar
géis. Sugere-se que a presenca de pontes anidro podem ser um fator chave na gelificacdo, o
arranjo Cs das unidades 3,6-anidro-D-galactose da carragenana k permite uma estrutura
secundaria helicoidal que € necessaria para formar o gel. A teoria mais aceita é que estas
moléculas de carragenana formam géis através de dois passos. Primeiro, ocorre uma transicao
de bobina a hélice, que é controlada pela temperatura e pela quantidade de cations tais como
K* ou Ca?*. Em seguida, estas hélices agregam-se em paralelo, como indicado na Figura 7. Os
grupos sulfatos ficam localizados no exterior do hélice. As ligacfes de hidrogénio formadas
entre as duas cadeias sdo responsaveis pela estabilizacdo da hélice. Entdo, estas carragenanas
formam uma rede de hélices duplas tridimensionais. Os géis formados utilizando
carragenanas sao termicamente reversiveis. Os géis comecam a se formar apos resfriamento
até cerca de 50°C, e passam para o estado liquido quando aquecidos a 80-90°C (LIU et al.,
2015).
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Figura 7 - llustracdo esquematica do possivel mecanismo de gelificagdo
da carragenana.

Fonte: LIU et al., (2015, p.28).

Hidrogéis de carragenana tem sido muito empregado na imobilizacdo enzimatica por
melhorarem o0 tempo de estocagem e proporcionarem uma maior estabilidade térmica
(TUMTURK et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalno tem como objetivo geral o preparar diferentes hidrogéis
(carragenana, pectina e um hibrido formado pela combinacdo de pectina e carragenana)
contendo a [-galactosidase para liberagdo controlada desta enzima.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Preparar diferentes hidrogéis (carragenana, pectina e um hibrido formado pela combinacéo
de pectina e carragenana);

b) Imobilizar a B-galactosidase nos hidrogeéis;

c) Caracterizar os hidrogéis obtidos por andlises termogravimétricas, infravermelho,
microscopia eletronica de varredura e teste de intumescimento;

d) Analisar a atividade enzimatica da B-galactosidase nos hidrogéis imobilizados;

e) Analisar a liberagdo da B-galactosidase nos diferentes hidrogéis em diferentes pHs e
temperaturas;

f) Awvaliar a estabilidade dos hidrogéis gerados;

g) Avaliar a liberacdo controlada da p-galactosidase in vitro nos diferentes hidrogéis nos
fluidos gastricos e intestinais simulados;

h) Comparar os resultados obtidos de liberacdo controlada in vitro dos hidrogéis com um
produto comercial contendo [3-galactosidase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos marca Marconi®, modelo MA 162, banho de ultrassom marca
Quimis®; banho maria marca Nova Técnica®; balanc¢a analitica marca Shimadzu®, modelo
AY220; pipetadores automaticos marca SelectPette® de volumes injetaveis variados;
espectrometro de infravermelho marca Thermo Scientific®, modelo NicoletiS50 FTIR
acoplado a Pike Gladi ATR Techinologies; termobalanca, microscopio eletrénico de
varredura (MEV) TM3000 Hitachi Analytical Table Top (Tarrytown, NY, EUA), marca Sl|
Nano Technology®, modelo TG/DTA7300; calorimetro, marca Sl Nano Technology®,
modelo DSC7020; pHmetro marca Gehaka®, modelo PG2000; espectrofotdmetro UV-Vis
marca Shimadzu®, modelo UV1800; shaker com aquecimento, marca Nova tecnica®,
modelo NT 232; agitador magnético, marca Nova ética®, modelo 114; vortex, marca

Labnet®, modelo S0200; cadinhos de aluminio, cubetas, vidrarias, computador.

4.2 REAGENTES

a) Agua deionizada, cloreto de calcio (QM reagentes), cloreto de potassio (Synth), fosfato
de sddio dibasico (Dindmica Regentes Analiticos), fosfato de potassio monobaésico
(Dindmica Regentes Analiticos), hidréxido de sédio (Vetec), acido cloridrico (Anidrol),
acido acético glacial (Sigma Aldrich), carbonato de sodio anidro (Proquimios), tampé&o
acetato pH com concentragdo de 3,7 mg/mL, O-nitrofenol-b-D-galactosideo (ONPG)
(Sigma Aldrich), fosfato de s6dio monobésico (Dinamica Regentes Analiticos), fosfato
de sodio dibasico (Dinamica Regentes Analiticos), acido fosforico (Vetec).

b) Pectina de baixo grau de esterificagdo (grau de esterificacdo igual a 35%), doada pela PC
Kelco, tipo LM -101 AS.

¢) Carragenana do tipo Kappa, produzida pela Gastronomy Lab Modernist Solutions.
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d) pB-galactosidase Aspergillus Oryzae obtida pela Sigma Aldrich, 13,4 U/mg. A B-
galactosidase usada neste trabalho foi proveniente do fungo Aspergillus oryzae apresenta
105 kDa sendo estavel na faixa de pH entre 4,0 a 9,0 e apresenta atividade 6tima em pH
4,5 e temperatura de 50°C (ANSARI; HUSAIN, 2012).

e) Cépsulas gastroresistentes de hipromelose produzidas pela Fagron.

f) Comprimido comercial: Lactaid® Fast Act 9000 U.

4.3 PREPARO DOS HIDROGEIS

A Figura 8 apresenta o esquema geral do preparo dos hidrogéis utilizado neste
trabalho. As secdes a seguir descrevem o procedimento detalhado para a obtencdo dos
hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido.

Solugdo B Solucdo »

polimérica enzimatica

~
»

*Sol. Enzimaética

/ *Tampéao

" +Sob. com enzima
*Sob. controle

Figura 8 - Esquema geral do preparo dos hidrogéis.
Fonte: Do autor.
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4.3.1 Hidrogel de carragenana

O procedimento de obtencdo do hidrogel de carragenana foi feito baseando-se no
trabalho realizado por Zhang et al., (2016). Com a finalidade de formar um hidrogel que
apresentasse como caracteristica ser esférico, rigido, com superficie lisa e homogeneidade
entre as esferas foram realizados testes variando as concentracdes de carragenana (entre 1,00
e 2,00% m/v) e KCI (entre 1,5 e 6,0% m/v), conforme indicado na Tabela 1. Estas faixas
foram escolhidas a fim expandir as variacdes das concentragdes do polimero e do sal,
baseando-se nas concentragdes apresentadas no trabalho de Zhang.

Tabela 1 - ConcentracGes empregadas de biopolimero e sal para obtencdo do hidrogel de

carragenana.
Carragenana, % (m/v) 1,00 1,00 150 1,75 1,75  1,75* 2,00
KCI, % (m/v) 5,0 1,5 5,0 4,0 5,0 6,0* 5,0

Fonte: Do autor.
* concentracOes usadas para o preparo do hidrogel descrito

Para a obtencdo do hidrogel de carragenana contendo a enzima [(-galactosidase,
inicialmente, preparou-se 75 mL de uma solugdo de B-galactosidase em tamp&o Tris/HCI 50
mM pH 7,0.

Todo o processo descrito a seguir foi realizado em triplica a fim de verificar a
reprodutibilidade do processo de producgédo do hidrogel.

Foram preparados 20 mL de uma solucdo de carragenana 3,50% (m/v) em &gua
destilada. Para isso, esta solucdo foi incubada em banho de glicerina a 60°C sob agitacdo
durante 30 minutos para a completa solubilizacéo do polimero, sendo posteriormente resfriada
a 37°C. Em seguida, retirou-se uma por¢ao de 20 mL da solugdo de B-galactosidase descrita
anteriormente que possuia 2.000 U. As solugdes de carragenana e [3-galactosidase (preparada
anteriormente) foram misturadas na proporcao 1:1 v/v e a solucdo resultante, contendo 1,75%
de carragenana (m/v), foi mantida sob agitacdo magnética até completa homogeneizacéo. A
solucéo obtida (40 mL) foi vertida em uma seringa, sendo manualmente gotejada, em 40 mL
de solucédo de KCI 6,0% (m/v), denominada reticulante, também sob agitacdo magnética. Este
procedimento permitiu a formagéo de esferas que permaneceram sob agitacdo a 25°C na
solugdo salina por 60 minutos adicionais a fim de completar a reacdo de reticulagéo.

Posteriormente, estas esferas foram drenadas por meio de um funil de buchner sob vacuo e
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lavadas primeiramente com tampédo Tris/HCI 50 mM pH 7,0 e, em seguida, com &gua
destilada para promover a eliminacéo do excesso de K*. Por fim, as esferas foram secas a 4°C
em geladeira onde permaneceram até a obtencdo de massa constante.

O mesmo procedimento foi realizado para a obtencédo do hidrogel controle (sem adicao
de enzima). Neste caso a solugdo enzimatica foi substituida por 20 mL de tampéo Tris/HCI 50
mM pH 7,0.

Durante o preparo do hidrogel com a enzima foram coletadas aliquotas de 2 mL da
solucdo enzimatica e 2 mL do sobrenadante obtido apds as esferas serem drenadas. Também
foram coletadas aliquotas do hidrogel controle de 2 mL de tamp&o Tris/HCI 50 mM pH 7 e 2
mL do sobrenadante obtido ap6s a formacdo do hidrogel sem enzima. Estas aliquotas foram
usadas para analise do teste de atividade com o objetivo de avaliar a eficiéncia de

encapsulacao do hidrogel produzido.

4.3.2 Hidrogel de pectina

Para a obtencédo do hidrogel de pectina também se baseou no procedimento descrito no
trabalho de Zhang et al., (2016), porém para reticular a pectina necessita-se de ions divalentes,
como por exemplo Ca?*, por isso o CaCl, foi utilizado no preparo da solucdo salina
(SRIAMORNSAK, 2003). Como descrito da Tabela 2 diferentes concentracGes de pectina
(entre 1,0 e 4,0% m/v) e CaCl2 (entre 0,50 e 0,75% m/v), foram testadas para obtencéo de um
hidrogel mais rigido, esférico, homogéneo e que apresentasse superficie lisa, as diferentes
proporcoes foram escolhidas a fim de expandir as variacGes das concentra¢es do polimero e

do sal.

Tabela 2 - Concentracdes usadas de biopolimero e sal para obtencdo do hidrogel de

pectina.
Pectina, % (m/v) 1,5 3,0* 3,0 4,0
CaClz, % (m/v) 0,50 0,50* 0,75 0,75

Fonte: Do autor.
* concentragOes usadas para o preparo do hidrogel descrito
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Primeiramente foi preparado, em tampé&o Tris/fHCI 50 mM pH 7,0, 75 mL de uma
solugdo de B-galactosidase. Esta solucédo foi utilizada no preparo da triplicata de hidrogéis de
pectina.

Para o hidrogel, uma solucdo de pectina 6,0% (m/v) foi preparada e incubada em
banho de glicerina, a 60°C sob agitacdo magnética durante 30 minutos para a completa
solubilizagdo do polimero e, posteriormente, resfriada a 37°C. Retirou-se 20 mL da solucéo
de B-galactosidase preparada anteriormente que equivale a 2.000 U. As solucGes de pectina e
B-galactosidase foram misturadas (1:1, v/v) para formar uma solucdo contendo 3,0% de
pectina (m/v). Em seguida, esta solucdo foi transferida para uma seringa e gotejada em 40 mL
de uma solucdo aquosa de CaCl, 0,50% (m/v) sob agitacdo magnética. O processo de
drenagem e limpeza das esferas do hidrogel de pectina foi o0 mesmo descrito para o hidrogel
de carragenana. A fim de verificar a reprodutibilidade do hidrogel este procedimento também
foi feito em triplicata.

Igualmente ao hidrogel de carragenana, também foram preparados hidrogéis de
pectina controle, sem adigdo de B-galactosidase.

Durante o preparo do hidrogel de pectina também foram coletadas aliquotas usadas
para analise do teste de atividade com o objetivo de avaliar a eficiéncia de encapsulacdo do
hidrogel produzido.

4.3.3 Hidrogel de pectina/carragenana

Com a finalidade de agregar as propriedades dos dois biopolimeros simultaneamente,
foi feito o preparo do hidrogel hibrido contendo pectina/carragenana. Para isso, 0
procedimento adotado foi baseado num trabalho que descreve o preparo de hidrogel hibrido
composto por alginato e carragenana na proporcao 8:1 (m/m) e mistura dos sais CaCl, e KCI
na propor¢do 1:2 (m/m) para encapsulacdo de B-galactosidase (MAMMARELLA et al.,
2005). No entanto, neste trabalho o alginato foi substituido por pectina, uma vez que ambos
apresentam caracteristicas fisico-quimicas semelhantes e utilizam o mesmo agente reticulante
(CaCl,). Foram testadas diferentes proporcdes de pectina/carragenana 10:1, 8:1, 4:1 e 2:1

(m/m) como indicado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Concentrag¢fes empregadas de biopolimeros e sal para obtencéo do hidrogel de
pectina/carragenana.

Pectina, % (m/v) 3,0 3,0* 30 30
Carragenana, % (m/v) 0,38 0,75* 1,50 0,30
CaClz, % (m/v) 1,0 1,0* 10 10
KCI, % (m/v) 2,0 2,0* 20 20

Fonte: Do autor.
* concentracOes usadas para o preparo do hidrogel descrito

Uma solucdo polimérica de 20 mL foi preparada a partir de 10 mL de uma solucéo de
pectina 6,0% (m/v) e 10 mL de carragenana 1,50% (m/v) incubada em banho de glicerina, a
60°C sob agitacdo magnética durante 30 minutos para a completa homogeneizagédo, sendo
posteriormente resfriada a 37°C. A esta solucgéo foi acrescentado 20 mL da solu¢do com 2.000
U de B-galactosidase preparada anteriormente. Realizou-se nova homogeneizacgdo da solugéo
resultante que foi transferida para uma seringa.

Paralelamente foram preparados 40 mL de uma solucdo salina contendo
simultaneamente CaCl> 1,0% (m/v) e KCI 2,0% (m/v). A solucdo polimérica contendo a
enzima foi gotejada na solucdo salina e as esferas obtidas permaneceram sob agitacdo na
solucdo salina por 60 minutos adicionais, a temperatura ambiente a fim de completar a reacéo
de reticulacdo. O procedimento de drenagem e limpeza das esferas do hidrogel hibrido foi o
mesmo ja descrito para o hidrogel de carragenana.

O mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo de esferas sem enzima,
utilizadas como controle. Neste processo a solugdo enzimatica descrita anteriormente foi
substituida por 20 mL de tampéo Tris/HCI 50 mM pH 7,0.

Durante o preparo do hidrogel também foram coletadas aliquotas usadas para

determinacéo da atividade hidrolitica com o objetivo de avaliar a eficiéncia de encapsulagéo.

4.4 ATIVIDADE CATALITICA DA B-GALACTOSIDASE

O teste de atividade ¢ realizado a partir da reacdo de hidrélise da enzima f-
galactosidade com o substrato orto-nitrofenil--D-galactosideo (ONPG). Esta reacdo (Figura

9) é um teste colorimétrico onde o0 ONPG (liquido incolor) depois de hidrolisado forma
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galactose (incolor) e ortonitrofenol (O-NP) de coloragdo amarela, que absorve fortemente a
luz no comprimento de onda de 420 nm (NICHELE et al., 2011).

Galactose a-MP

Figura 9 - Reacdo de hidrélise do ONPG em galactose e O-NP.
Fonte: NICHELE et al (2011, p.11).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica durante o preparo dos hidrogéis (eficiéncia de
encapsulacdo), nos testes em diferentes pHs e temperatura (estudo da estabilidade dos
hidrogéis) e no teste de dissolucdo (estudo de liberacdo controlada in vitro) foi empregado o
método descrito na USP Pharmacopoeia. Baseado neste método, foi construida uma curva
analitica com diferentes concentragdes de [3-galactosidase (faixa de 50 a 500 U/L) a partir de
uma solucdo estoque de 500 U/L preparada em tampdo Tris/HCI 50 mM pH 7,0. Para a
construcdo da curva analitica foi considerado a concentra¢do da amostra (eixo X) e a resposta
do sistema — absorbancia (eixo y), onde x corresponde a concentragdo de B-galactosidase e y
corresponde a absorbancia, obtido nas seguintes concentragcfes: 50; 100; 200; 300; 400 e 500
U/L. Cada concentracdo foi analisada em triplicata. Uma unidade de atividade enzimatica (U)
é definida como a quantidade de enzima necesséaria para hidrolisar 1 pumol de ONPG por
minuto, nas condi¢cdes experimentais do ensaio.

O método consiste em transferir para tubos de ensaio 2.000 pL da solucdo de substrato
(ONPG) 3,7 mg/mL preparada com tampao acetato pH 4,5 que foram incubados durante 10
minutos em um banho de agua mantido a 37,0+0,1°C. Apds este tempo, adicionou-se em cada
tubo um total de 500 uL da solugado estoque de -galactosidase e/ou tampéo Tris/HCI 50 mM
pH 7,0 conforme indicado na Tabela 4. Cada tubo foi agitado em vortex por 10 segundos e
incubado por mais 15 minutos no banho de dgua a 37,0+0,1°C. Ap0s este periodo, adicionou-
se 2.500 pL de solucéo de carbonato de sodio a 10% (m/v) a cada tubo de ensaio para cessar a
reacdo enzimatica. O contetdo de cada tubo foi transferido para um béquer onde foram
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acrescentados 20,0 mL de agua destilada. O contetdo depois de diluido foi analisado em
espectrofotdmetro a 420 nm, utilizando cubeta de vidro de caminho Optico de 1 cm.

Para andlise das aliquotas coletadas repetiu-se o tratamento descrito acima
substituindo os 500 pL da solugdo estoque de B-galactosidase e/ou tampéao Tris/HCI por 500
pL de cada amostra apropriadamente diluida. Tanto nas aliquotas coletadas, quanto a curva

analitica foram realizadas analises em triplicata.

Tabela 4 - Solugdes de B-galactosidase utilizadas para construcdo da curva analitica (n=3)

Volume da solugio de B- Volume de Atividade de -
Tubo galactosidase 500 U/L (uL) tampao (uL) galactosidase (U/L)

0 0 500 0

1 50 450 50
2 100 400 100
3 200 300 200
4 300 200 300
5 400 100 400
6 500 0 500

Fonte: Do autor

4.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Como ja descrito anteriormente durante o preparo dos hidrogéis foram recolhidas
aliquotas: na solugdo enzimatica (considerada 100% de B-galactosidase utilizada no sistema) e
no sobrenadante apds o hidrogel ser recolhido por filtracdo para monitorar a eficiéncia de
encapsulacdo. O fator de diluicdo para a amostra de solucdo enzimatica foi de 500 vezes. Ja
para as amostras do sobrenadante do hidrogel com enzima o fator de diluicdo foi de 100
vezes. A atividade de B-galactosidase nas aliquotas foi determinada pelo método descrito na
seccdo 4.4. A eficiéncia de encapsulagdo de B-galactosidase nos hidrogéis foi determinada de
acordo com a diferenca entre a atividade de B-galactosidase presente na solugéo enzimatica e

a atividade no sobrenadante. O rendimento de encapsulagéo foi calculado da seguinte forma:

EE (%):[A‘ ;Af JxlOO

EE = eficiéncia de encapsulacdo (%), Ai= atividade de B-galactosidase (U) disponivel

no sistema e A= atividade de B-galactosidase (U) recuperada no sobrenadante.



38

4.6 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

Os hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido contendo a [-galactosidase

encapsulada foram caracterizados de acordo com as técnicas a seguir.

4.6.1 Andlises térmicas

A andlise térmica utilizada para caracterizar os trés hidrogéis foi a termogravimétrica e
baseou-se nos estudos de Pascaliu et al., (2012). As curvas termogravimétricas foram obtidas,
em triplicata, utilizando-se o equipamento de termobalanca TG/DTA, (DTA, do inglés
Differential Thermal Analysis). Para isso, 3 a 5 mg de cada amostra foram colocados em
cadinho de aluminio e submetidas a um aquecimento controlado de 30°C até 500°C, com uma
razdo de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio com fluxo continuo de 60

mL/min. O equipamento foi previamente calibrado com padrao de indio.

4.6.2 Infravermelho

Com base nos estudos também realizados por Pascaldu et al., (2012), os espectros
FTIR dos hidrogéis foram obtidos por meio de equipamento de espectroscopia no
infravermelho de transformacdo de Fourier (FTIR) (Thermo Scientific, USA, modelo iS50
FTIR). As amostras de hidrogéis foram avaliadas na regido de 400-4000 cm™, com a
resolucédo de 4 cm™ e 64 varreduras utilizando o acessério de ATR GladiATR diamante (Pike
Technologies, USA).

4.6.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
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As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV), em triplicata, foram
obtidas usando um microscopio TM3000 Hitachi Analytical Table Top (Tarrytown, NY,
EUA) com uma aceleracdo de tensdo a 15 kV. As amostras foram colocadas em fita adesiva

de carbono duplo sem qualquer pré-tratamento para obter as micrografias.

4.6.4 Intumescimento

Os ensaios de intumescimento foram realizados de acordo com Pascalau et al., (2012),
em triplicata. Primeiramente, 50 mg dos hidrogéis com enzima secos até massa constante
foram pesados em uma balanca analitica e posteriormente colocados em erlenmeyer para
intumescer com 20 mL nos seguintes meios: 1) gastrico simulado: solu¢do de HCI | M pH
1,2; 2) em meio intestinal simulado: tamp&o fosfato 100 mM pH 7,0 e 3) 4gua destilada. Para
este ensaio, os erlenmeyers foram submetidos a agitacdo de 100 rpm por meio de shaker
rotativo a 37°C durante 2 horas. Apds este periodo, os meios foram escoados e 0 excesso de
solucdo retirado da superficie das esferas dos hidrogéis cuidadosamente, empregando papel de
filtro. Em seguida, os hidrogéis intumescidos foram novamente pesados.

Os célculos do grau de intumescimento (Sw, do inglés Swelling degree) foram feitos
seguindo a equacdo abaixo, onde W; é a massa (g) do hidrogel intumescido e Wo a massa do

hidrogel (g) seco, conforme proposto por Gupta et al.,2006.

4.7 EFEITOS DO pH E DA TEMPERATURA

Em aplicacbes comerciais contendo enzimas alteracbes no pH ou na temperatura
durante o armazenamento ou durante a passagem pelo trato gastrointestinal pode alterar a

estrutura ou o estado de agregagdo destas enzimas, alterando assim sua atividade catalitica


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1093&bih=459&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjH24KJvufQAhXIjZAKHcscACYQBQgXKAA
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1093&bih=459&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjH24KJvufQAhXIjZAKHcscACYQBQgXKAA
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(ZHANG et al., 2016). Por esta razdo, foi avaliada a influéncia do pH e da temperatura na
estabilidade da [3-galactosidase.

O efeito do pH na atividade enzimatica foi estabelecido incubando 20 mg de cada
hidrogel em 10 mL de solucéo de pH 1,0-7,0 durante 30 minutos a 37°C, em shaker rotativo;
solugdes de HCI (0,1 M) foram usadas para medicdes realizadas em pH 1,0 e 2,0 e solugdes
Tris/HCI (50 mM), corrigidas com NaOH (0,1 M), foram utilizadas para medicgdes entre pH
3,0a7,0.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado pela incubagdo 20 mg
de cada hidrogel em 10 mL de tampé&o Tris/HCI 50 mM pH 7,0 a 25-60°C durante 30 min,
também em shaker rotativo. A atividade da P-galactosidase foi entdo avaliada usando os
procedimentos descritos na secdo 4.4. O mesmo procedimento foi feito utilizando 8,7 U de
padrio de P-galactosidase (enzima livre) para fins comparativos. Este procedimento foi
realizado com os hidrogéis secos recém preparados e também com os hidrogéis secos apds

trés meses armazenados em geladeira a 4°C. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.8 ESTUDO DE LIBERACAO DA B-GALACTOSIDASE IN VITRO

Os hidrogéis controle e contendo [B-galactosidase (60 mg) foram colocados em
capsulas gastroresistentes de hipromelose da marca Fagron. O efeito das condi¢des simuladas
do trato gastrointestinal dos hidrogéis foi feito utilizando 30 mL de fluido gastrico simulado
(FGS), HCI 0,1 M pH 1,2 por duas horas. Apés este periodo o meio foi trocado por fluido
intestinal simulado (FIS), tampdo de fosfato 100 mM pH 6,8 onde as capsulas permaneceram
por mais uma hora. O sistema permaneceu sob agitacdo a 100 rpm a 37°C por meio de um
shaker rotativo. Em intervalos de tempo especificados (30, 60, 90, 120, 135, 150, 165 e 180
min), uma aliquota de 500 pL foi recolhida e 0 meio correspondente foi reposto para manter o
volume inalterado. A atividade de B-galactosidase nas aliquotas foi determinada pelo método
descrito na secgdo 4.4. O mesmo procedimento foi feito utilizando 3,17 mg do comprimido
comercial contendo a B-galactosidase para fins comparativos. Essa massa continha cerca de

26,1 U da enzima. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados (expressos como meédia + padrdo desvio, n=3) foi
feita aplicando ANOVA e considerando teste t de stundent com um nivel de significancia de
95% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas secOes a seguir sdo apresentados o preparo dos hidrogéis, os resultados das

analises realizadas e a discussdo dos mesmos.

5.1 PREPARO DOS HIDROGEIS

A seguir serd retratado como foi o processo de obtencdo dos hidrogéis de

carragenana, pectina e hibrido.

5.1.1 Hidrogel de carragenana

Primeiramente foram preparados dois hidrogéis com concentracdo final de
carragenana de 1,0% (m/v) e solucgdo salina de 1,5 e 5% (m/v) de KCI. Estes hidrogéis ndo
possuiam aparéncia esférica, mas sim formato de discos e ndo possuiam resisténcia ao
manuseio, desmanchando-se facilmente. Entdo foi aumentada a concentracdo da solucdo de
carragenana para 1,5% (m/v), a fim de aumentar a reticulacdo, e mantida a solucdo de KCI de
5% (m/v). O hidrogel gerado com esta nova concentragdo tinha a aparéncia esférica, porém
possuia a superficie rugosa. Utilizando uma solucdo de carragenana de 1,75% (m/v) foram
preparados trés hidrogéis com solucdo de KCI de 4,0, 5,0 e 6,0% (m/v), respectivamente.
Neste caso, foi possivel notar que @ medida que a concentracdo do sal aumentava, formavam-
se hidrogéis esféricos, mais rigidos, com superficie mais lisa e esferas homogéneas entre si.
Testou-se ainda o preparo de um hidrogel com solucéo de carragenana 2% (m/v) e solucédo de
KCI 4% (m/v), porém ndo foi possivel a formagdo de hidrogel, uma vez que a solucdo de
carragenana ficou muito viscosa, gelificando dentro da seringa. Deste modo, verificou-se que
a concentragcdo maxima de solucao de carragenana deveria ser de 1,75% (m/v).

Os hidrogeéis gerados a partir de solugédo de KCI de 4,0 e 6,0% (m/v) e solugédo de

carragenana de 1,75% (m/v) foram avaliados preliminarmente por meio de testes
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espectrofotométricos (realizados conforme indicado na seccdo 3.4). Foi constatado que o
hidrogel formado com 6,0% (m/v) de KCI apresentou melhor rendimento quanto a quantidade
de hidrogel produzido 0,66 U/mg valor este 1,5 vezes maior que o encontrado no hidrogel
formado com 4,0% (m/v) de KCI. Por esses motivos, esta composicao foi a selecionada para a
producdo do hidrogel de carragenana, sendo a usada para o preparo das triplicatas.

As esferas formadas a partir do hidrogel de carragenana foram medidas em
microscopio optico apresentam diametro de aproximadamente 3,5 mm, apresentam-se
transparentes, possuem superficie lisa e homogeneidade entre si, porém séo frageis, clivando-
se facilmente.

Nguyen et al., (2014) apresentaram um estudo do efeito de diferentes concentragdes
dos ions de K* e Ca?* na gelificacio da k-carragenana e relataram que com o aumento da
concentracdo de KCI, a rigidez do gel aumenta e este permanece transparente, enquanto que
com o aumento da concentragcdo do CaCly, a rigidez do gel diminui o que o torna cada vez
mais turvo, essa diferenca no processo de gelificacdo se deve ao fato que com maiores
concentracdes de Ca?*, as hélices se acumulam em cadeias mais espessas formando géis mais
heterogéneos (NGUYEN et al., 2014).

5.1.2 Hidrogel de pectina

Primeiramente, foi testado um hidrogel com concentracdo final de pectina 1,5% (m/v)
e solucdo salina com 0,5% (m/v) de CaCl,. Entretanto, quando esta solucdo polimérica foi
gotejada a solucdo salina formava-se um gel que depositava no fundo da solucdo salina, ndo
sendo possivel a formacdo de esferas. Para tentar contornar este problema, aumentou-se a
concentracdo de pectina para 3,0% (m/v) e foram preparados dois hidrogéis com solu¢des de
CaClz de 0,50 e 0,75% (m/v), respectivamente. Este procedimento permitiu a formacéo de
esferas mais rigidas, com superficies lisas e mais homogéneas entre si. O aumento da
concentracdo de biopolimero promoveu maior interacdo entre as biomoléculas o que
proporcionou um aumento no grau de reticulacdo. Comparando os hidrogéis com 3,0% (m/v)
de pectina e 0,50 e 0,75% (m/v) de solugéo salina, por meio de da determinacédo da atividade
enzimatica, foi possivel observar que o hidrogel formado com 0,50% (m/v) de CaCl;
apresentou melhor resultado, obtendo eficiéncia de encapsulacdo de 74,5% , enquanto o

hidrogel formado com 0,75% (m/v) de CaCl: a eficiéncia de encapsulagéo foi de 69,3%. Esse
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fato pode esta relacionado a diminuicdo da difusdo do substrato com o aumento da
concentracdo de CaClz, uma vez que o aumento da concentragéo deste sal gera uma rede
polimérica com poros menores tornando mais dificil a passagem do substrato. Outra hipdtese
pode esta relacionada ao efeito “salting out”, que € a precipitacdo de proteina em solugdo por
altas concentracdes de sais. Os sais atraem as moléculas de agua do meio, de modo a ficar
menos &gua disponivel para as moléculas protéicas o que acarreta na diminuicdo da
solubilidade e precipitacdo das mesmas, deste modo uma maior quantidade de -galactosidase
estaria disponivel no sobrenadante do hidrogel formado com 0,75% (m/v) de CaCly,
diminuindo assim a eficiéncia de encapsulacao.

O hidrogel com 0,50% (m/v) de CaCl. apresentou ainda um rendimento 2 vezes maior
que o hidrogel com 0,75% (m/v) de CaCl,, quanto quantidade de hidrogel produzido depois
de seco em geladeira (cerca de 1,25 U/mg). Por essas razdes esta composicdo foi escolhida
para realizar o preparo das triplicatas.

O hidrogel de pectina descrito acima gerou esferas turvas e de superficie lisa. O
didametro das esferas medido no microscopio éptico era de aproximadamente 2 mm, esferas
1,7 vezes menor que as esferas do hidrogel de carragenana, porém ela apresentavam maior
resisténcia mecanica ao manuseio.

Também foi feita uma tentativa de formar o hidrogel com solucdo de pectina 4,0%
(m/v) e solucdo de CaClz 0,75% (m/v), porém a solugdo de pectina ficou muito viscosa,

dificultando a formacdo de esferas quando gotejada na solucéo salina.

5.1.3 Hidrogel de pectina/carragenana

Baseado no trabalho de Mammarella et al., (2005) preparou-se um hidrogel hibrido de
pectina/carragenana na proporcdo de 8:1 (m/m), em que as concentracOes de pectina e
carragenana foram de 3% (m/v) e 0,375% (m/v), respectivamente. Neste caso, foi usado como
aglutinante uma solucdo salina que possuia 1% (m/v) de CaCl. e 2% (m/v) de KCI. Por meio
de testes espectrofotométricos preliminares este hidrogel apresentou uma porcentagem de
encapsulacdo de PB-galactosidase de aproximadamente 52%. Foram ainda testadas outras
proporcOes de pectina/carragenana como: 4:1, 2:1, 10:1 (m/m). Empregando-se a proporg¢ao
2:1 (m/m) ndo foi possivel a formagdo das esferas de hidrogel, uma vez que a solucdo

contendo os polimeros se apresentou muito viscosa. Ja as proporgdes 4:1 e 10:1 (m/m)
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apresentaram capacidade de encapsulacdo de aproximadamente 76 e 75%; respectivamente.
Por esse motivo o hidrogel hibrido formado por pectina/carragenana na proporcéo 4:1 foi
escolhido como sendo o0 adequado para o preparado das triplicatas.

A Figura 10 retrata as esferas formadas pelos hidrogéis de carragenana, pectina e
hibrido. As esferas de hidrogel hibrido apresentaram homogeneidade entre si, resisténcia ao
manuseio e superficie lisa. Ao analisar as esferas no microscépio optico foi constatado que o
diametro era de aproximadamente 5 mm, indicando que as esferas formadas no hidrogel
hibrido foram 1,5 e 2,5 vezes maiores que as formadas no hidrogel de carragenana e pectina,

respectivamente.

Figura 10 - Fotografia dos hidrogéis.

Lengenda: a) Carragenana, b) Pectina e c) Hibridro.

Fonte: do autor

5.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE ENCAPSULACAO DOS HIDROGEIS

A Figura 11 apresenta a curva analitica obtida para calcular a atividade da B-
galactosidase, a partir da hidrdlise do nitrofenol-p-D-galactosideo (ONPG). A partir do
coeficiente angular da curva (0,0015) e do desvio padrdo (calculado baseado na média de
absorbéancia do branco) (0,00015U/L), calculou-se os limites de deteccdo (LD) e os limites de
quantificacdo (LQ): 0,33 e 1,00 U/L, respectivamente.
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Figura 11 - Curva analitica para avaliar a atividade da -galactosidase.

Fonte: Do autor

5.2.1 Hidrogel de carragenana

Considerando o volume da solucdo polimérica acrescida da solucdo enzimatica
utilizado no preparo do hidrogel, o volume da solucdo salina apds a drenagem do hidrogel
formado (41,0, 41,0 e 41,5 mL de sobrenadante das triplicatas dos hidrogéis de carragenana
denominados CAR.1, CAR.2 e CAR.3) e a partir dos valores provenientes das absorbancias
das amostras, foi calculado as atividades iniciais e finais do processo de encapsulacdo. Estes
valores estdo indicados na Tabela 5, aonde também foi realizado o balanco de massa a fim de
representar a quantidade de unidade enzimatica (U) disponivel no sistema e teoricamente
encapsulado no hidrogel formado.

Foram disponibilizados para o processo de encapsulagdo 2.272+14 U de B-
galactosidase, e ao final do processo foram encontrados 975+16, 956116, 930+19 U
referentes aos hidrogéis de CAR1, CAR 2 e CAR3, respectivamente. Este resultado indica
que houve encapsulacéo de 57,1+0,8%; 58,0+0,8% e 59,0+0,8% para CAR1; CAR2 e CARS,
respectivamente. ApOs 0 processo de secagem a temperatura de 4°C, os hidrogéis CARL,
CAR2 e CAR3 foram pesados e apresentaram massa igual a 1,24; 1,23 e 1,16 g,
respectivamente. Considerando estas massas foi calculada a quantidade de unidade enzimatica
por miligrama de hidrogel seco e os resultados obtidos foram de 1,046; 1,074 e 1,152 U/mg.



Tabela 5- Dados obtidos no preparo do hidrogel de carragenana (n=3).

galactosidase

Atividade de B- Atividade médiade Balanco
B-galactosidase =~ de massa EE (%)

(U/L) (U/L) )
Sol. enzimatica + sol 26.650
. enzimati .
polimérica 57.184 56.784+353 2.272+14

56.519
Sol. Sal. do 23.767

CAR1 Hidrogel com 24.167 23.767+400 975+16 57,1+0,8
enzima (final) 23 367
Sol. Sal. do 23.240

CAR2 Hidrogel com 22.987 23.316+373 956+16 58,0+0,8
enzima 23.720
Sol. Sal. do 22.227

CAR3 Hidrogel com 22.074 22.412+459 930+19 59,0+0,8
enzima (final) 22 934

Fonte: Do autor
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Zhang et al., (2016) investigaram o potencial das esferas de hidrogel de carragenana

na encapsulagdo de B-galactosidase, onde foi observado que cerca de 63% da enzima inicial

foi imobilizada nas esferas do hidrogel, dado que é semelhante ao encontrado neste trabalho.

Ressalta-se que no trabalho de Zhang et al., (2016) foram adotados composicdo de tampédo e

porcentagem de biopolimero e solucdo salina diferentes. Os autores relataram ainda que ions

de K* favorecem a atividade da enzima.

5.2.2 Hidrogel de pectina

Apds a drenagem dos hidrogéis foram obtidos 43,0, 42,0 e 42,0 mL de sobrenadante,

denominados PEC 1, PEC 2 e PEC 3 respectivamente. Estes volumes foram utilizados para

definir a atividade da enzima que ndo foi encapsulada durante o processo de geracdo dos

hidrogéis.

Os resultados de atividade obtidos a partir das aliquotas do hidrogel de pectina (Tabela

6) foram analisados e processados do mesmo modo que no hidrogel de carragenana.
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Analisando a tabela 6, pode-se constatar que foram disponibilizados para o processo de
encapsulacdo 2.411+144 U. Restaram no sobrenadante da producdo do hidrogel PEC1 63216
U, sendo imobilizados 73,8+0,4%. No hidrogel PEC2 foram imobilizados 72,2+0,4% e no
hidrogel PEC3 72,0+0,8% de [-galactosidase. ApOs o processo de secagem os hidrogéis
PEC1, 2 e 3 foram pesados e apresentaram massa de 1,04; 1,08 e 1,08g, respectivamente. A
quantidade de unidade enzimética por miligrama de hidrogel seco encontrada foi de 1,72; 1,61
e 1,60 U/mg. Estes resultados mostram que o hidrogel de pectina apresenta uma maior
capacidade de encapsulacdo de que os reportados nos hidrogéis de carragenana (cerca de 1,5

vezes superior).

Tabela 6- Dados obtidos no preparo do hidrogel de pectina (n=3).

Atividade de B- Atividade média  Balanco
galactosidase  de B-galactosidase de massa EE (%)

(U/L) (U/L) (V)
o 58.467
Sol. enzimatica + sol. 62.050 60.261+1.792  2.411+72
polimérica (inicial)
60.267
Sol. Sal. do 14.767
PEC1 Hidrogel com 14.540 14.687+128 632+6 73,8104
enzima (final) 14.754
Sol. Sal. do 15673
PEC2 Hidrogel com 16.020 15.953+254 670£11 72,2+0,4
enzima (final) 16.167
Sol. Sal. do 15.840
PEC3 Hidrogel com 16.547 16.092+396 67617 72,0+0,8
enzima (final) 15.887

Fonte: Do autor

Wahba (2016), em seu trabalho realizou imobilizagdo de p-galactosidase por ligagéo
covalente usando pectina previamente tratada com glutaraldeido e polietilenoimina. Este
estudo apresentou uma eficiéncia de encapsulacéo de 79,3% e um rendimento de 6,29 £ 0,22
U/g de B-galactosidase imobilizada. Vale ressaltar que o método de imobilizagdo de Wahba é
diferente do meétodo utilizado neste trabalho, a imobilizacdo covalente € obtida por ligacdes
quimicas, enquanto a encapsulacdo é um metodo obtido por retencéo fisica.

Sriamomsak et al., (1998), imobilizou albumina de soro bovino em hidrogel de
pectina. Para o preparo dos hidrogeéis foram usados diferentes tipos de pectinas comerciais
(PG36, PG28, combinacdes PG36+PS28, PG28+PS28 e PG28+PGA). A uma solucdo de
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pectina 5% (m/v) adicionou-se, sob agitagdo, uma solucdo de albumina de soro bovino. A
solucdo resultante foi entdo gotejada numa solucdo a 5% (m/v) de cloreto de céalcio com
agitacdo suave a temperatura ambiente. As esferas formadas foram deixadas em repouso na
solucdo durante 20 min, filtradas e lavadas com agua destilada. Os hidrogeis formados com
diferentes combinacgdes de pectina apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 27,4 a 52,3%
preparados com as combinacOes de pectinas PG36+PS28 e PG28+PS28, respectivamente.
Esse resultado foi inferior ao observado neste trabalho.

Jung et al., (2013), estudaram a capacidade de diferentes pectinas comerciais (CP28,
CP55 e MP38) com baixo grau de esterificacdo, para encapsular a indometacina em esferas de
hidrogel. A solucdo indometacina 0,5 ou 1,0% (m/v) foi adicionada a solugdo de pectina. A
solucdo resultante foi gotejada por meio de bomba peristaltica em solucdo de CaCl, (100, 200
ou 300 mM). A eficiéncia de encapsulacdo variou entre 26% e 81%, sendo que as esferas de
CP28 com 1,0% (m/v) de indometacina mostraram a menor eficiéncia de encapsulagdo como
26%, enquanto o hidrogel MP38 com indometacina 0,5% (m/v) apresentou a eficiéncia de
encapsulacdo mais alta em 81%. Os autores relataram ainda que existe maior eficiéncia de
encapsulacdo em esferas preparadas com concentracdo mais elevada de CaCl; (300 mM) e a

uma proporgdo mais baixa de indometacina 0,5% (m/v) para todas as pectinas.

5.2.3 Hidrogel de pectina/carragenana

Apos a drenagem dos hidrogéis hibridos foram obtidos 43,0 46,0 e 43,0 mL de
sobrenadante, denominados PEC/CAR 1, PEC/CAR 2 e PEC/CAR 3, respectivamente.

Conforme a Tabela 7, os hidrogéis hibridos PEC/CARL, 2 e 3 apresentaram uma
porcentagem de encapsulacdo de aproximadamente de 78,1+0,2, 75,1+0,4 e 78,1+0,4% de -
galactosidase, respectivamente. Entre os trés hidrogeis preparados este foi 0 que apresentou
melhor porcentagem de encapsulagdo. Foi realizada uma segunda triplicata do hidrogel
hibrido que apresentou uma média de porcentagem de encapsulacdo de 78%0,6%;
confirmando a reprodutibilidade do processo. Por outro lado, resultados demonstram que apds
0 processo de secagem os hidrogeis PEC/CARL, 2 e 3 apresentaram massa igual a 1,87; 1,87
e 1,94 g, respectivamente, o que corresponde a 0,98; 0,94 e 0,95 U/mg. O rendimento de

hidrogel seco foi inferior ao descrito no hidrogel de pectina.
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Tabela 7- Dados obtidos no preparo do hidrogel de pectina/carragenana (n=3).
Atividade média

Atividade de f- de p- Balanco
galactosidase | . de massa EE (%)
U/L galactosidase L)
U/L
| o | 59.084
Sol. enzimatica+ Sol. 58.450 585064553  2.341+23
polimérica (inicial)
57.984
Sol. Sal. do 11.754
PEC/CAR1 Hidrogel com 12.034 11.883+142 512+7 78,1+0,2
enzima (final) 11.860
Sol. Sal. do 12.507
PEC/CAR2 Hidrogel com 12.767 12.665+139 5836  75,1+0,4
enzima (final) 12.720
Sol. Sal. do 12.107
PEC/CAR3 Hidrogel com 11.860 11.927+158 5137 78,1+0,4
enzima (final) 11.813

Fonte: Do autor

Abdulla et al., (2013), fizeram a imobilizacdo da lipase por meio de hidrogéis hibridos
de alginato/carragenana. O procedimento para a imobilizacdo foi dividido em duas partes.
Inicialmente, a lipase foi reticulada utilizando uma solucdo de glutaraldeido a 25% (m/v).
Simultaneamente, foi preparada uma solucdo de carragenana tipo Kappa 1,5% (m/v) e
adicionou-se uma solucdo de alginato de sodio 1,5% (m/v). Na segunda etapa a lipase
reticulada foi misturada a solugdo alginato-carragenana. A mistura foi entdo gotejada em uma
solucéo de CaCl, 0,1M para formar as esferas de hidrogel contendo lipase imobilizada. Os

estudos demonstraram uma eficiéncia de encapsulacéo de 89,26%.

5.3 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

A seguir serdo discutidos os resultados das analises realizadas na etapa de

caracterizagéo dos hidrogeéis.
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5.3.1 Andlises térmicas

Nas andlises termogravimétricas (TG) a amostra é submetida a um aquecimento
controlado e sua massa € avaliada em funcdo da temperatura ou tempo. Deste modo, um
solido ao ser aquecido pode sofrer mudangas fisicas e quimicas tais como: transicao de fases,
fusdo, sublimacdo, decomposicdo e oxidacdo. Porém, nem todos 0s eventos térmicos sdo
acompanhados de mudancgas na massa da amostra. No caso dos processos de decomposigédo
térmica, dessorcdo e oxidacdo, ha variacdo de massa e assim as curvas TG/DTG podem ser
usadas para avaliar as condi¢fes experimentais que degradariam um polimero (PREZOTTI,
2013)

As andlises termogravimétricas foram realizadas para avaliar a estabilidade dos
hidrogéis e para determinar a interacdo entre os dois polissacarideos no hidrogel hibrido. Os
termogramas (TG/DTG) apresentados na Figura 12 mostram a temperatura dos eventos.
Observa-se que todos os hidrogéis apresentaram trés eventos de perda de massa. No hidrogel
de carragenana primeiro evento € registrado até 175°C que representa 6% em perda de massa
que pode ser atribuido a desidratacdo, a literatura relata que a perda de dgua ocorre até 120°C,
houve um aumento dessa temperatura em todos os hidrogeéis analisados, esse aumento na
temperatura pode ser atribuido ao fato de que para que ocorra da desidratacdo no hidrogel as
moléculas de agua devem transpor a barreira da rede formada pelo polimero. O segundo
evento ocorreu de 175 a 240°C indicando de perda de massa de 14% atribuido a destruicdo da
cadeia glicosidica e o terceiro evento entre 240 e 500°C mostra uma redugdo de massa de

13% que pode ser atribuido a decomposicao de polissacarideos (MARTINS et al., 2012).
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Figura 12 - Andlises termogravimétrica dos hidrogéis de carragenana,
pectina e pectina/carragenana.

Fonte: Do autor.

O hidrogel de pectina apresenta a primeira perda de massa de 13% ate 150°C (perda
de agua), outro evento entre 150 e 320°C com perda de massa de 40% relacionado a
decomposigdo da pectina e um altimo entre 320 e 500°C perda de massa de 10% (BIGUCCI
et al., 2008; GHAFFARI et al., 2007).
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O hidrogel hibrido apresenta semelhancas tanto com o hidrogel de carragenana, quanto
com o hidrogel de pectina mostrando haver interacdo entre os polimeros. O primeiro evento
pode ser observado até 160°C (perda de dgua) com perda de massa de 9% o segundo evento
ocorre entre 160 e 250°C que confere perda de massa de 34% com pico em 180°C,
comportamento semelhante ao apresentado no segundo evento do hidrogel de carragenana
onde o pico ocorre a 185°C e por fim outro evento que ocorre de 250 a 500°C com perda de
massa de 12% com pico em 271°C temperatura intermediaria entre o terceiro evento do
hidrogel de carragenana com pico em 305°C e o segundo evento do hidrogel de pectina com
pico de 236°C.

Prezotti e colaboradores (2014), produziram microesferas de gelana:pectina (1:1 e 4:1,
m/m) através da geleificaco ionotropica usando AI** para a liberacio controlada de farmacos.
Ao analisar as curvas TG deste hidrogel foi possivel observar que todas as amostras
apresentaram dois eventos semelhantes: uma perda de massa de 2 a 7,5% entre 50 e 100°C
atribuida a perda de umidade por evaporacdo durante o processo de aquecimento e outro de
125 a 200°C devido a degradacdo de ambos os polimeros. Este evento apareceu na forma de
um unico pico integrado devido a reacdo de reticulacao.

De acordo com estudos realizados por Pascalcau et al., (2012), as esferas de hidrogel
de carragenana possuem trés estagios de perda de massa. O primeiro esta relacionado a
dessor¢do de agua e ocorre a temperaturas abaixo de 100°C. Um segundo com temperaturas
entre 100 e 200°C atribuido a destruicdo de ligagBes glicosidicas e o terceiro com
temperaturas de 200 a 260°C.

Ma et al., (2011), desenvolveram um expansor de tecido para implante orbital formado
por hidrogel de pectina e acrilato de sédio. As analises de TG mostrou uma perda de massa a
215°C atribuida a decomposicdo da pectina. Péde-se observar ainda que com o aumento da
concentracdo de pectina a temperatura de decomposicdo diminuiu devido a menor
estabilidade da pectina, além de que a temperatura de decomposicdo dos hidrogéis de
pectina/acrilato de sodio foi superior aos hidrogéis puros.

Bigucci et al., (2008), estudaram hidrogéis compostos de quitosana e pectina para
liberagdo controlada da vancomicina. Os termogramas da quitosana, pectina e
quitosana/pectina (1:1, m/m) mostram que a quitosana e a pectina degradaram-se em torno de
300 e 235°C, respectivamente. No TG do hidrogel hibrido havia dois picos a 235 e 300°C que
foram relacionados com a perda de massa da pectina e quitosana, respectivamente. Ghaffari et
al., (2007), estudaram as propriedades fisico-quimicas de filmes mistos entre

pectina/quitosana/Eudragit, pectina/Eudragit e pectina/quitosana. Os resultados mostraram
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que a degradacdo térmica da pectina pura ocorreu em dois estagios: o primeiro evento térmico
foi uma perda de massa de 10% na faixa de 50-100°C e o segundo evento comegou a 200°C
com o0 maximo a 234°C e estava relacionado com a despolimerizacdo de cadeias de pectina.
Na mistura de pectina/quitosana também foi notado um evento térmico semelhante ao
termograma da quitosana e da pectina puras e um outro evento com dois picos relacionada a

perda de massa da pectina e quitosana nas temperaturas de 240 e 300°C, respectivamente.

5.3.2 Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho € um método permite estudar as interagdes
intermoleculares entre diferentes compostos. A espectrometria com transformacdes de Fourier
(FTIR) apresenta algumas vantagens como a utilizacdo de pouca quantidade de amostra por
analise, ganho de tempo e sensibilidade, além dos espectros serem de alta resolucéo
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Nos espectros dos hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido (Figura 13) podem ser
observadas duas bandas comuns. Uma banda larga entre 3650 e 3000 cm™ referente a
vibracdo de estiramento de hidroxila (—OH) formadas por ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares e outra banda que ocorre na regido entre 3000 e 2990 cm™ onde se encontra
as bandas de estiramento simétrico e assimétrico das ligagdes C—H de grupamentos metila
(PASCALAU et al., 2012; PREZOTTI et al., 2014).
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Figura 13- Espectros de infravermelho, comparando os hidrogéis de carragenana, pectina
e pectina/carragenana.

Fonte: Do autor.

No hidrogel de carragenana a presenca de grupos sulfato da origem a bandas
caracteristicas dependendo da posicdo do sulfato no anel de galactose ou de 3,6-
anidrogalactose. Por exemplo, quando o grupo sulfato ocupa a posi¢cdo Cs no anel de 3,6-
anidrogalactose, o0 que corresponde a carragenana tipo kapa, a banda é esperada em
aproximadamente 845-850 cm™. Desse modo, a banda de 845 cm™ observada neste hidrogel é
atribuida ao grupo sulfato ligado a posigdo C4 (no anel de galactose) (WEBBER V., 2010).
Outras bandas caracteristicas da carragenana podem ser notadas como: banda de 1234 cm™
atribuida & ligagdo S=0O de ésteres sulfato; banda de 924 cm referente & ligagdo C-O de 3,6-
anidrogalactose e banda de 1070 cm™ atribuida a ligagdo glicosidica (MAHMOOD et al.,
2014; MARTINS et al., 2012; PASCALAU et al., 2012; PEREIRA et al., 2009; UY et al.,
2005).

Entre os 1600 e 1800 cm™ encontra-se a regido mais interessante do espectro do
hidrogel de pectina, pois nesta encontram-se as bandas de absorbancia do grupo carbonilo
(C=0) do &cido carboxilico e do éster metil carboxilico. Deste modo, é observada uma banda
de baixa intensidade em 1740 cm™ corresponde & deformagcéo axial de C=0 do metil éster,
sua baixa intensidade é atribuida ao baixo grau de esterificacdo da pectina. Outra banda em



56

1600 cm™ referente ao grupo C=0 na sua forma COO™ (BIGUCCI et al., 2008; MA et al.,
2011; MARUDOVA et al., 2004).

O espectro do hidrogel hibrido apresentou bandas semelhantes as detectadas nos
hidrogéis de pectina e carragenana, porém menos intensas ou levemente deslocadas,

indicando boa miscibilidade dos polimeros.

5.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos hidrogéis secos de carragenana, pectina e o hibrido podem ser
observados na Figura 14. Foi observado que os hidrogéis possuem tamanhos diferentes, 0s
hidrogéis de carragenana, pectina e o hibrido possuem aproximadamente 0,99; 0,73 e 1,19
mm de diametro respectivamente. As esferas de todos os hidrogéis apresentavam forma
esférica distorcida (Fig.14a, 14c e 14e) com algumas rugas na superficie presumivelmente
devido ao processo de secagem.

Como os hidrogéis sdo formados na presenca de uma grande quantidade de &gua,
devido a baixa concentracdo da solucdo polimérica, estes sofrem deformacdo consideravel
durante o processo de secagem (mesmo ocorrendo a 4°C). A forma esférica das pérolas em
estado Umido € geralmente alterada depois de secas formando uma superficie relativamente
irregular e, no caso do hidrogel de pectina, as esferas tendem a se aglomerarem. A evaporacao
da agua durante o processo de secagem provavelmente é responsavel pela determinacdo das
morfologias obtidas (JUNG et al., 2013).
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Figura 14- Imagens de MEV dos hidrogéis.

Legenda: a) Carragenana, com aumento de 50 X, b) Carragenana, com aumento de 2000 X, ¢) Pectina
com aumento de 50 x, d) Pectina com aumento de 2000 x, e) Hibrido com aumento de 50 x
e f) Hibrido com aumento de 2000 x.

Fonte: Do autor.
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O hidrogel de carragenana apresenta grdos com formas geomeétricas irregulares
formando conglomerados, como pode ser visto na Fig. 14b, a mesma caracteristica é
apresentada nos hidrogéis de carragenana preparados no trabalho de Pagcalcau et al., 2012.
No entanto no presente trabalho esses grdos ndo estdo igualmente distribuidos na superficie,
formando esferas com superficie heterogénea (Fig. 14a). Enquanto que o hidrogel de pectina
apresenta uma superficie rugosa com grandes fissuras. O hidrogel hibrido também apresenta
grdos como no hidrogel de carragenana, porém menores e mais dispersos sobre a superficie

das esferas, como observado na Fig. 14f.

5.3.4 Intumescimento

O intumescimento é definido como sendo a ampliacdo de volume do polimero
imerso em um solvente. Quando um hidrogel é colocado em agua ou em outro meio, sua rede
polimérica pode interagir com o solvente, levando a expansdo da mesma (BORTOLIN et al.,
2012). A liberacdo do material imobilizado a partir do hidrogel seco geralmente envolve
absorcdo de &gua e dessorcdo do material através de um mecanismo controlado por inchaco
(GUPTA, et al., 2002). A quantidade de meio absorvido pelo hidrogel depende da temperatura
e da interacdo especifica entre as moléculas de agua (provenientes do meio) e da cadeia do
polimero (ULLAH et al., 2015). O hidrogel é composto por uma rede polimérica reticulada
responsavel pela expansdo e contracdo do hidrogel, quando as interacGes eletrostaticas entre
cadeias do polimero sdo de atracdo, as cadeias poliméricas ficam préximas, mantendo o
tamanho dos poros pequenos, quando as interacdes eletrostaticas sdo de repulsdo as cadeias
poliméricas se afastam uma das outras, expandindo a rede polimérica e consequentemente
aumentando o tamanho dos poros desta rede (MCCLEMENTS, 2017).

A Tabela 8 descreve a porcentagem de intumescimento dos hidrogéis em diferentes
meios: &gua destilada, meio géastrico simulado pH 1,2 composto por solu¢do de HCI I M e

meio intestinal simulado pH 7,0 composto por tampéo fosfato 100 mM.
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Tabela 8- Grau de intumescimento dos hidrogéis imobilizados com [-galactosidase em
diferentes meios (n=3).

Agua Meio géstrico Meio intestinal
simulado simulado
Carragenana 3.313+269% 613+128% 911+72 %
Pectina 5.767£547% 219+7% ® Valor ndo calculado ”
Pectina/carragenana 2.371+327% 224+11% ® Valor no calculado”

Fonte: Do autor.
* Impossibilidade de célculo devido ao fato dos hidrogéis terem desmanchado.
a Valores estatisticamente iguais, seguindo o teste ANOVA .

Em 4&gua destilada o hidrogel de pectina apresentou maior intumescimento. No
entanto, em meio gastrico simulado, o hidrogel de pectina e o hidrogel hibrido apresentaram
resultados estatisticamente iguais usando o teste t com 95% de confiabilidade. Neste meio,
tais hidrogéis apresentaram menor dilatacdo da rede polimérica a fim de evitar que a enzima
seja lixiviada do interior do hidrogel. Este comportamento é desejavel uma vez que o local de
acao da PB-galactosidase devera ocorrer, preferencialmente, no intestino delgado. Em meio
intestinal simulado, houve rompimento da estrutura polimérica dos hidrogéis de pectina e do
hibrido, destaca-se que esse rompimento foi detectado passado o periodo de duas horas, de
modo que ndo foi avaliado o intumescimento no decorrer do teste. Por sua vez, o hidrogel de
carragenana apresentou resultado satisfatério considerando que o seu grau de intumescimento
foi maior em meio intestinal do que em meio gastrico simulado. Mediante tais dados,
considera-se que todos os hidrogéis analisados sdo adequados para a liberacdo controlada da

[B-galactosidase.

5.4 INFLUENCIA DO pH E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Neste estudo foram selecionados valores de pH entre 1,0 a 7,0 para avaliar as
condicBes encontradas no trato gastrointestinal. Além disso, a atividade liberada (8,7 U) pelo
hidrogel de pectina em pH 7,0, material que apresentou melhor resultado nesta condigéo, foi
usada como parametro para determinar a quantidade de enzima livre empregada no ensaio. A
Figura 15 mostra o comportamento dos materiais quando submetidos a variacdo de pH

(Figura 15a) e de temperatura (Figura 15b).
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Figura 15 - Influéncia do pH e da temperatura na estabilidade dos hidrogéis e também na
B-galactosidase sem ser submetida ao processo de reticulacao.

Legenda: a) efeito de pH e b) efeito de temperatura. Para a realizacdo deste teste os
materiais avaliados ficaram durante 30 minutos em contato com 0s respectivos meios.

Nota: A atividade catalitica foi determinada por anélise espectrofotométrica (n=3).

Fonte: Do autor.

De acordo com os resultados disponiveis na Figura 15a, em pH 1,0 e 2,0 foi observada
atividade enzimética proxima ao limite de quantificacdo (<LQ=0,01 U) em todos os hidrogéis
e também na enzima livre. Este efeito pode ser atribuido a mudangas na estrutura
tridimensional da enzima quando o pH é reduzido, o que leva a alteragdes na morfologia e na

superficie do sitio ativo da mesma, indicando que as esferas de hidrogel ndo inibem a perda de
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atividade enzimatica em meio acido. Isso ocorreu, provavelmente, devido ao fato dos ions H*
provenientes do meio serem pequenos o suficiente para migrarem através dos poros das
esferas para dentro da matriz do hidrogel alterando as propriedades do sitio ativo da enzima
(ZHANG et al., 2016). Um novo estudo analisou a utilizacdo de um tampéo basico (hidroxido
de magnésio) com a finalidade de evitar a desativagdo da B-galactosidase devido a presenca
do ion H* no interior do hidrogel, criando um pH interno diferente do pH no meio externo,
dessa forma o tampao foi utilizado para controlar o pH interno do hidrogel, quando o hidrogel
contendo Mg(OH). foi exposto a um ambiente gastrico altamente &cido, 0 microambiente
dentro do hidrogel permaneceu proximo do neutro, possivelmente porque quando 0s ions
hidrogénio (H™) entram no hidrogel e sdo neutralizados pelo ion hidroxila (OH") provenientes
do tampdo (ZHANG et al., 2017). Além disso, ha relatos na literatura que indicam que ions de
Mg?* favorecem a atividade da B-galactosidade, no entanto, existe uma concentragdo 6tima de
fons Mg?* (0,03 mol L) acima do qual o grau de hidrdlise comeca a diminuir. (DEMIRHAN
et al., 2008).

O hidrogel de carragenana também ndo apresentou atividade significativa em pH 3,0,
indicando que a PB-galactosidase ndo foi liberada no meio nesta condi¢cdo, uma vez que a
enzima livre mostrou-se ativa neste pH. Este hidrogel apresentou melhor resultado em pH 4,0,
valor proximo ao pH étimo da enzima que é de 4,5. Por outro lado, o hidrogel de pectina em
pH 3,0 apresentou 5,0+0,3 U, ou seja, 57,4% da atividade esperada em pH 7,0 (8,7+0,3 U).
Ao se comparar com a enzima livre, o hidrogel de pectina teve resultado 5 vezes maior de
atividade. Todos estes dados demonstram o carater parcial de preservacdo da estrutura
tridimensional da enzima encapsulada neste material.

O hidrogel de pectina foi o material que apresentou maior atividade de f-galactosidase
nos pHs 3,0, 4,0 e 6,0. Em pH 5,0 e 7,0, a atividade encontrada foi estatisticamente igual
(teste t de student, com grau de confiabilidade de 95%) quando comparado a enzima livre. O
hidrogel de pectina apresentou atividade significativamente igual na faixa de pH de 4,0 a 7,0.
Especificamente em pH 7,0, pode-se observar que o hidrogel de pectina apresentou atividade
de pB-galactosidase 1,7 e 5,8 vezes maior que o hidrogel de carragenana e o hibrido,
respectivamente.

Comportamento semelhante ao relatado aqui foi observado no trabalho de Zhang et al.,
(2016). O estudo de estabilidade do hidrogel de carragenana em diferentes valores de pH
demonstraram que a atividade enzimatica foi nula dentro do intervalo de pH de 2,0 a 4,0,
sendo incapaz de proteger a enzima do é&cido, induzindo a perda de atividade. O

encapsulamento da B-galactosidase nas esferas de hidrogel levou a um aumento de 76% de
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atividade quando comparada a enzima livre (p-galactosidase produzido por fermentacdo da
levedura Kluyveromyces lactis) em pH 7,0 (ZHANG et al., 2016).

Nichele et al., (2011), imobilizaram a B-galactosidase em gel de silica usando o
método sol-gel, eles avaliaram o efeito do pH (faixa de 2,0 a 8,5). Neste estudo foi constatado
que a atividade da enzima encapsulada atinge seu méximo em pH 7,4, isto é, préximo ao pH
intestinal e ainda que houve preservacao parcial de atividade (15% da atividade apresenta em
pH 7,4) em pH fortemente acido (pH 2,0) (NICHELE et al., 2011).

O hidrogel hibrido foi o material que apresentou menores quantidades de enzima
liberada, fato que nos surpreendeu negativamente, uma vez que este hidrogel foi o que
apresentou maior eficiéncia de encapsulacdo. Uma possivel hipotese pode ser atribuida ao fato
de que uma maior quantidade de enzima tenha sido encapsulada no hidrogel hibrido, porém
sem preservar sua estrutura tridimensional, afetando o resultado de atividade em diferentes
valores de pH.

Todos os hidrogéis apresentaram uma atividade maior em pH mais alto (pH 7,0) do
que em relacdo a condicgdo acida (pH 3,0). Isso é explicado pelo fato de hidrogéis anidnicos,
como é o caso de hidrogéis formados por carragenana e pectina, terem grupos (por exemplo, -
COO" ou - SO*), onde a desprotonacio ocorre quando o pH do meio esta acima da capacidade
de ionizacdo destes grupos que, por sua vez, aumenta o inchaco do hidrogel, expandindo a
rede polimérica e permitindo a liberacdo da enzima (ULLAH et al., 2015).

A atividade enzimatica depende da temperatura do meio a qual ela esta inserida, sendo
que existe uma temperatura otima, que no caso da [3-galactosidase é de 50°C para a atuagdo da
mesma. Acima desta temperatura a atividade enzimatica diminui devido & desnaturacdo da
biomolécula. Conforme mostrado na Figura 15b, em geral, a B-galactosidase encapsulada no
hidrogel de pectina apresentou comportamento semelhante ao da enzima livre mantendo-se
estavel, ou seja, com mesma atividade entre 35-55°C (dados estatisticamente iguais ao nivel
de 95% de confiabilidade pelo teste t de student). Ja o hidrogel de carragenana ndo sofreu
influéncia da temperatura entre 40-55°C. Por sua vez, o hidrogel hibrido apresentou a mesma
atividade de enzima em toda a faixa de temperatura avaliada, exceto a 60°C.

Em temperaturas mais baixas como 25 e 30°C todos os hidrogéis apresentaram
diminuicdo acentuada na atividade enzimatica. O hidrogel de pectina, por exemplo,
apresentou uma perda de 51 e 42% nas temperaturas de 25 e 30°C respectivamente, quando
comparada com sua atividade temperatura 6tima (50°C), indicando que em temperaturas
menores a rede polimérica expande-se menos e, consequentemente, libera menor quantidade

de enzima no meio. Ressalta-se ainda que nenhum hidrogel manteve-se estavel na temperatura
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de 60°C. De acordo com os resultados obtidos, houve uma reducéo de 59, 68 e 47% para 0s
hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido, respectivamente, considerando o maior valor de
atividade enzimatica encontrado para cada um destes materiais no teste em questéo.

Enfatiza-se que o perfil de liberagdao da [B-galactosidase encontrado no presente
trabalho difere do relatado por Zhang et al., 2016. No trabalho destes autores, a atividade da
B-galactosidase encapsulada em hidrogel de carragenana foi menor a partir de 40°C, sendo
nula a partir de 55°C. Nesse sentido, os hidrogéis preparados com a metodologia apresentada
aqui podem ser considerados mais estaveis a altas temperaturas.

O estudo realizado por Freitas et al.,, 2011, descreve a imobilizagdo da B-
galactosidade Aspergillus oryzae em esferas de alginato-gelatina reticulados com
glutaraldeido. Foi estudado o efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica da enzima
livre e imobilizada. Os autores relatam a enzima livre e imobilizada apresentaram perfis
semelhantes, comportamento semelhante ao apresentado no presente trabalho. A atividade
maxima para B-galactosidase livre foi encontrada a 55°C enquanto que para a enzima
imobilizada foi a 60°C indicando que a enzima imobilizada possui melhor tolerancia ao calor,
a partir dessas temperaturas a atividade diminuiu rapidamente devido a desnaturacdo
enzimatica (FREITAS et al., 2011).

5.5 INFLUENCIA DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO NA ESTABILIDADE DOS
HIDROGEIS

Neste teste foi verificado se o periodo de armazenamento associado a diferentes pH do
meio e a temperatura influenciava no perfil de liberagdo/atividade da -galactosidase.

A Figura 16 revela o comportamento dos hidrogéis ap6s um periodo de trés meses de
armazenamento em geladeira a 4°C embalados hermeticamente quando submetidos ao teste
de liberagcdo da enzima em diferentes valores de pH. O hidrogel hibrido foi o que demonstrou
maior perda relativa de atividade ja que apds o periodo de incubacdo ndo foi observada
nenhuma atividade (<LQ=0,01 U). A Figura 16 mostra ainda que o hidrogel de pectina, apesar
de apresentar maior atividade/liberacdo de [-galactosidase em toda a faixa de pH avaliada no
material recém preparado, apos os trés meses houve uma perda de atividade de 79% em pH
4,0 e de 69% em pH 7,0. Por outro lado, o hidrogel de carragenana apresentou maior

estabilidade. Foi notada uma diminuigéo de apenas 8 e 29% de atividade em pH 4,0 e 7,0,
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respectivamente. Este fato fez com que o hidrogel de carragenana armazenado por 3 meses
apresentasse resultados de atividade/liberacdo superiores ao do hidrogel de pectina incubado

nas mesmas condicdes.

Atividade (U)
wu

Tempo 0 3 meses Tempo 0 3 meses Tempo 0 3 meses

H. Carragenana H. Pectina H. Hibrido

Figura 16 - Comparagdo da quantidade de B-galactosidase liberada (n=3) a diferentes pH em
hidrogéis usando amostras recém preparadas e amostras armazenadas a 4°C por 3
meses.

Nota: Para a realizagdo deste teste os materiais avaliados ficaram durante 30 minutos em contato
com o0s respectivos meios. A atividade -catalitica foi determinada por andlise

espectrofotométrica (<LQ=0,01 U).

Fonte: Do autor.

A Figura 17 representa 0 comportamento dos hidrogéis recém formados e apds o
periodo de armazenamento quando submetidos ao teste de liberacdo da enzima em diferentes

temperaturas.
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Figura 17 - Comparagdo da quantidade de B-galactosidase liberada (n=3) em diferentes
temperaturas em hidrogéis usando amostras recém preparadas e amostras
armazenadas por 3 meses a 4°C.

Legenda: a) Hidrogel de carragenana; b) hidrogel de pectina; c) hidrogel hibrido.

Nota: Para a realizacdo deste teste os materiais avaliados ficaram durante 30 minutos em
solucdo tampdo trissTHCI 50 mM pH 7,0 nas respectivas temperaturas. A atividade
catalitica foi determinada por analise espectrofotométrica (<LQ=0,01 U).

Fonte: Do autor.
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No hidrogel de carragenana, uma maior influéncia do armazenamento pode ser
observada em temperaturas mais baixas, de 25 a 35°C. Nas temperaturas de 40 a 60°C o
armazenamento demonstrou ter pouca ou nenhuma influéncia na liberacdo, uma vez que nas
temperaturas de 50 e 60°C a atividade enzimética antes e depois do armazenamento sdo
estatisticamente iguais (dados com 95% de confiabilidade pelo teste t de student). A maior
perda de atividade no hidrogel de carragenana pode ser observada a 25°C com perda de
aproximadamente 60%.

O hidrogel de pectina foi o que apresentou maior perda de atividade apds o
armazenamento, entretanto, a temperatura nao influencia na libera¢do da B-galactosidase dos
hidrogéis armazenados apds 3 meses, uma vez que a atividade apresentada nas temperaturas
de 25 a 60°C sdo estatisticamente iguais (dados ao nivel de 95% de confiabilidade pelo teste t
de student) com perda de aproximadamente 74% de atividade.

O hidrogel hibrido, assim como observado na Figura 16, também foi o que
demonstrou maior perda de atividade durante a estocagem, sendo que apds o periodo de
armazenamento a atividade ndo pode ser determinada por estar abaixo do limite de

quantificacdo (<LQ=0,01 U).

5.6 ESTUDO DE LIBERACAO DA B-GALACTOSIDASE IN VITRO

Este estudo foi realizado para avaliar o comportamento dos hidrogéis simulando as
condigdes no trato gastrointestinal. Os hidrogéis foram colocados em cépsulas
gastroresistentes de hipromelose, uma vez que o teste de influéncia do pH revelou que em pH
préximo do estomacal (pH 1,2) a enzima, mesmo encapsulada ndo apresentou atividade. Esse
procedimento ndo inviabiliza a questdo da liberacdo controlada, uma vez que € esperado que
em meio intestinal a liberacdo seja continua, de modo que libertacdo da enzima seja
controlada pela taxa de absor¢do de &gua da rede polimérica. Além disso, procedimento
semelhante envolvendo a P-galactosidase para a avaliagdo de “delivery system” foi adotado
por He, et al., (2014) e Perissinato, et al., (2017).

Estudos recentes de Perissinato, et al., (2017) mostraram que comprimidos comerciais
contendo a P-galactosidase ao serem submetidos as condi¢cBes simuladas do trato

gastrointestinal apresentaram um tempo de desintegracdo de aproximadamente 2 minutos,
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ainda em meio acido. Isso indica que estes comprimidos possuem uma liberacdo imediata da
enzima. Neste sentido, foi comprovado que o comprimido comercial ndo forneceu protecao
em fluido géastrico simulado, uma vez que 86,0+0,8% de B-galactosidase foi liberada em 5
minutos do ensaio de dissolucdo, restando no final do teste (210 min.) somente 14,0% da
atividade indicada no rétulo. No entanto, ao colocar os comprimidos comerciais em cépsulas
gastroresistentes a atividade enzimatica foi 6,7 vezes maior (PERISSINATO et al., 2017).

De acordo com o perfil apresentado na Figura 18, nota-se que as capsulas
gastroresitentes apresentaram protecdo durante todo o periodo de permanéncia em meio
gastrico (até 120 minutos) ndo havendo liberagcdo da enzima (<LQ=0,01 U). Depois do meio
gastrico ter sido substituido pelo meio intestinal, as capsulas se desintegram em
aproximadamente 8 minutos. Apds a desintegracdo, os hidrogéis de carragenana e pectina
liberaram a B-galactosidase a medida que o tempo avancava, atingindo atividade maior que a

encontrada no comprimido comercial ao final do teste (180 minutos).
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Figura 18 - Perfil de liberacdo dos hidrogéis e do produto comercial colocado nas capsulas
gastroresistentes (n=3).
Fonte: Do autor.
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Especificamente, em 150 min. de teste, ou seja, em 30 min. no meio intestinal
simulado, os hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido obtiveram liberacdo de 1442, 22+2 e
3,0+0,3U, respectivamente. Estes dados conferem com a atividade encontrada no teste da
influéncia do pH onde foi observada a liberacdo de 5,0+0,5, 8,5+0,5 e 1,5+0,2 U para 0s
hidrogéis de carragenana, pectina e hibrido em pH 7,0, considerando que naquele caso a
massa de hidrogel utilizada foi trés vezes menor do que a usada no teste de liberacéo in vitro.

Foi possivel notar ainda que a liberagdo da -galactosidase do hidrogel de carragenana
é mais lenta quando comparada com o hidrogel de pectina. Uma vez que foi observado que a
atividade liberada pelo hidrogel de carragenana aos 165 minutos é igual a atividade liberada
pelo hidrogel de pectina aos 150 minutos. O mesmo comportamento ocorre ao comparar a
atividade liberada pelo hidrogel de carragenana aos 180 min. com o hidrogel de pectina aos
165 min. Este resultado pode estar relacionado ao fato do hidrogel de carragenana gerar
esferas maiores. De acordo com o resultado de MEV, o diametro das esferas do hidrogel de
carragenana é 1,4 vezes maior que as esferas do hidrogel de pectina. As dimensbes do
hidrogel ttm um grande impacto na sua capacidade de reter e liberar agentes bioativos
imobilizados. A taxa de liberacdo do agente bioativo diminui com o aumento do tamanho do
hidrogel, uma vez que as moléculas entdo tém uma distancia adicional para migrar até o meio
circundante. Um cuidadoso controle das dimensdes do hidrogel é, portanto, muitas vezes
necessario para garantir um perfil de retencdo e liberacdo adequado de um agente bioativo
encapsulado (MCCLEMENTS, 2017).

Os dados do teste revelam também que a partir de 135 min. a atividade liberada pelo
comprimido comercial permanece constante, indicando que toda a enzima colocada na
capsula esta disponivel quando ela se desintegra. Além disso, houve uma diminuicao de 50%
em relacdo a atividade esperada para este material (26 U). Os hidrogéis de pectina e
carragenana foram 2,4 e 2,0 vezes, respectivamente, mais eficazes na liberacdo que o
comprimido comercial no tempo de 180 minutos.

Resultado semelhante foi apresentado no trabalho de He, et al., (2014) onde foram
preparadas nanocéapsulas poliméricas composta por poli(acido lactico) contendo a f-
galactosidase. Apds o preparo as nanocapsulas foram liofilizadas e colocadas em cépsula de
gelatina que posteriormente foram revestidas com hidroxipropil metil celulose ftalato (HP55).
Os resultados in vitro revelaram que a céapsula revestida com HP55 permaneceu intacta no
fluido gastrico simulado e protegeu de forma eficiente da B-galactosidase da desnaturagédo

acida. Sob a condicdo intestinal simulada, o revestimento entérico se dissolveu rapidamente e
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liberou as nanocapsulas carregadas com [-galactosidase, que apresentaram maior estabilidade

que a B-galactosidase livre (HE et al., 2014)
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6 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que os resultados provenientes dos testes de atividade
enzimética indicaram que houve uma encapsulacdo de aproximadamente 58+1,0, 73+1,0 e
77+2,0% de PB-galactosidase nos hidrogéis de carragenana, pectina e pectina/carragenana,
respectivamente. Apesar do hidrogel hibrido ter apresentado maior eficiéncia de
encapsulacdo, o hidrogel de pectina obteve o melhor rendimento ao ser considerado o
parametro relacionado a quantidade de unidade enzimatica por miligrama de hidrogel seco
produzido. O hidrogel de pectina apresentou cerca de 1,5 vezes maior rendimento que o
hidrogel de carragenana e 2 vezes maior que o hidrogel hibrido.

A caracterizacdo dos hidrogéis por espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) e andlise termogravimétrica (TG/DTG) mostrou que o hidrogel hibrido
apresentou semelhangas tanto com o hidrogel de pectina quanto com o hidrogel de
carragenana. Isso indica que houve interacdo entre os dois materiais para a formacdo deste
hidrogel. Por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi possivel observar que os
hidrogéis de carragenana, pectina e o hibrido secos possuem didmetro de aproximadamente
1,0, 0,7 e 1,2 mm, respectivamente. O teste de intumescimento revelou que todos os hidrogéis
apresentaram uma elevada capacidade de absorver liquidos e que o intumescimento em pH
estomacal € menor que em pH intestinal simulado. Este comportamento € ideal para materiais
que devam ser utilizados para liberacdo de principios ativos, preferencialmente na porcao
intestinal, como € o caso da pB-galactosidase.

O estudo da influéncia do pH na atividade enzimatica indicou que a imobilizacdo da
enzima nas esferas de hidrogel néo foi suficiente para evitar a perda de atividade induzida por
valores de pH extremamente acidos. O estudo da influéncia da temperatura mostrou ainda que
todos os hidrogéis apresentaram estabilidade térmica entre 40 a 55°C, sendo que o hidrogel de
pectina apresentou atividade semelhante a enzima livre. Apds o armazenamento de 3 meses, 0
hidrogel de carragenana foi o que apresentou melhor estabilidade, inclusive com
atividade/liberacéo superior ao do hidrogel de pectina.

O estudo de liberacdo da P-galactosidase in vitro indicou que os hidrogéis de
carragenana e pectina foram mais eficazes na liberacdo que o comprimido comercial. No
entanto, a liberacdo da P-galactosidase do hidrogel de carragenana é mais lenta quando
comparada com o hidrogel de pectina. Este resultado pode estar relacionado ao fato do

hidrogel de carragenana gerar esferas 1,4 vezes maiores que as esferas do hidrogel de pectina.
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Desse modo, as moléculas de B-galactosidase tém uma distancia maior para migrar até o meio
circundante.

O presente trabalho confirmou que é possivel a imobilizacdo da enzima [-
galactosidase usando diferentes biopolimeros por meio da gelificacdo ionotrépica. Contudo, a
estratégia de formar um hidrogel hibrido (unindo as propriedades quimicas de ambos 0s
materiais), muitas vezes relatada para melhorar a eficiéncia do material, ndo foi adequada para
encapsular e depois liberar a 3-galactosidase em local apropriado.

Ambos os hidrogéis de pectina e carragenana apresentaram pontos positivos. No
entanto para fim terapéutico, como proposto nesse trabalho, o hidrogel de carragenana pode
ser considerado o melhor biopolimero gerado, visto que, este foi 0 que apresentou maior
estabilidade ap6s o armazenamento. Esta caracteristica € um ponto importante e deve ser

considerado.
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