ANALISE DA COR E DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
MICROCAPSULAS CONTENDO LACTOFERRINA BOVINA

LUCIANA HELENA MAIA PORTE*
MARIA HELENA MIGUEZ ROCHA LEAO**
ALEXANDRE PORTE***

Lactoferrina bovina (bLF), proveniente do soro de leite, foi
microencapsulada pela técnica de spray drying. Microcapsulas
contendo 20 % de bLF foram produzidas, utilizando-se como
material de parede dextrina: amido octenilsuccinato (OSA) em
diferentes proporcdes: 100:00, 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100 %.
Foram avaliadas a cor e a estabilidade de cor das microcapsulas
sob armazenamento em ambientes com diferentes umidades
relativas e a atividade antimicrobiana da lactoferrina liberada
das microcapsulas. As microcapsulas apresentaram cor clara e
tenderam a escurecer sob armazenamento em ambiente com alta
umidade relativa. Verificou-se atividade inibitéria das microcapsulas
de bLF produzidas para diferentes bactérias Gram positivas
(Bacillus subtilis CCT 2576, Staphylococcus aureus CCT 2740,
Micrococcus luteus CCT 2692, Enterococcus faecium CCT 5079,
Streptococcus faecium ATCC 10541, Rhodococcus equi CCT
0541), Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388,
Salmonella choleraesius CCT 4296, Escherichia coli CCT 0547) e
levedura (Candida albicans ATCC 10231). A concentragéo inibitéria
minima (MIC) das microcapsulas variou de acordo com o micro-
organismo testado (MIC entre 2,5-100 mg.mL?). Com excec¢édo de
B. subtilis (MIC entre 50-100 mg.mL*? para as microcapsulas), a
concentracdo de bLF contida nas microcapsulas necessaria para
inibir o crescimento dos micro-organismos foi menor do que a bLF
nativa. Esses resultados sugerem efeito de potencializagdo da
atividade antimicrobiana da bLF apds o processamento por spray
drying.
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1 INTRODUCAO

Restricdes ao emprego de conservantes em alimentos, bem como a demanda crescente
por produtos “all-natural”, tém voltado a atencao da indlstria para substéncias com propriedades
antimicrobianas naturalmente presentes em alimentos.

Alactoferrina bovina (bLF), glicoproteina ligante de ferro, € encontrada em fluidos exdcrinos
de mamiferos, como o leite (FARNAUD e EVANS, 2003). A lactoferrina, agente antimicrobiano
natural, apresenta ampla acéo contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (AL-NABULSI e
HOLLEY, 2007) e potencial para utilizagdo pela industria de alimentos (MURDOCK e MATTHEWS,
2002). Além disto, a bLF tem agao antioxidante, antiviral, antinflamatdria, moduladora do sistema
imunoldgico e pode melhorar o crescimento de bactérias probiéticas como Bifidobacterium sp.
(AGUILA e BROCK, 2001).

A atividade antimicrobiana da lactoferrina foi atribuida, por muitos anos, a sua habilidade de
sequestrar o ferro do meio privando os patdégenos desse nutriente essencial (FARNAUD e EVANS,
2003). Entretanto, estudos verificaram que a lactoferrina apresenta regides catidnicas em sua
superficie que facilitam sua interacdo com o lipideo A, que € um componente dos lipopolissacarideos
da membrana de bactérias Gram negativas. Essa interacdo ocasiona dano a parede celular
bacteriana, modificando sua permeabilidade e levando ao colapso da bactéria (APPELMELK et al.,
1994).

A utilizacdo da bLF como ingrediente em sistemas alimentares pode ser limitada pela
sua cor avermelhada. Ademais, segundo Shimazaki (2000), a sua funcionalidade como agente
antimicrobiano torna-se reduzida na presenca de cations divalentes, como calcio e magnésio,
encontrados em Vvarios alimentos.

Amicroencapsulacao, processo em que ingredientes sensiveis sdo protegidos de condi¢des
adversas do ambiente pelo agente encapsulante (HOGAN et al., 2001), representa alternativa para
a utilizacdo da lactoferrina nos mais diversos sistemas alimentares. As microcapsulas produzidas
por esse processo apresentam caracteristicas fisicas e quimicas resultantes da combinagéo entre o
material de parede e o nucleo utilizado. Dessa maneira, as microcapsulas podem apresentar estado
fisico, forma, textura e cor diferentes da sua matéria-prima de origem.

Durante o processamento térmico, o alimento pode ser exposto a temperaturas que
exercem efeito adverso na sua qualidade, tornando-o suscetivel a descoloracdo (AVILA e SILVA,
1999). Segundo Wong e Stanton (1992), a mudanca da cor do produto ocorre devido a componentes
reativos ativados no alimento durante o processo de secagem. A alteracdo da cor resulta de
varias reacdes como o0 escurecimento ndo enzimatico, a destruicdo de pigmentos e a oxidagdo de
cromaforos, como o ferro.

A avaliagdo da cor pode ser utilizada como meio indireto para estimar as alteraces
ocorridas nas microcapsulas, como a desintegracao da sua microestrutura por absorcéo de agua e
0 escurecimento das microcapsulas devido a oxidacdo do ndcleo por acéo do oxigénio, entre outras.

A andlise visual de objetos pode ser definida como o resultado da interagdo entre trés
elementos distintos: fonte de luz, o objeto iluminado e o mecanismo receptor da luz (observador).
Esses fatores sao, similarmente, essenciais para a medida e especificacdo instrumental da cor
(HUTCHINGS, 1994). A cor pode ser caracterizada mediante espectrofotdmetro em determinado
comprimento de onda ou por colorimetro triestimulo, sendo o Ultimo adequado e bastante utilizado
para avaliacdo da descoloracdo e para fornecer informacfes para o controle de qualidade de
produtos alimenticios (MASKAN, 2001).

A andlise instrumental da cor vem sendo utilizada para avaliagdo de microcapsulas. Rocha,
Favaro-Trindade e Grosso (2011) utilizaram a analise instrumental da cor para avaliacdo de sistemas
alimentares adicionados de licopeno microencapsulado, enquanto Pitalua et al. (2010) avaliaram a
cor e a estabilidade do suco de beterraba microencapsulado.

Considerando que a aparéncia do alimento concorre grandemente para a sua aceitabilidade
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e que o emprego de lactoferrina bovina como agente antimicrobiano em sistemas alimentares pode
ser limitado pela sua cor, o presente trabalho teve por objetivo microencapsular a bLF e avaliar a cor
das microcépsulas produzidas e suas altera¢cdes quando armazenadas em ambientes com diferentes
umidades relativas.Pretendeu-se também verificar a preservacédo da atividade antimicrobiana da
bLF apds a microencapsulacao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS

Para obtencdo das microcépsulas utilizou-se como nicleo a bLF purificada do soro
de leite, adquirida da Biopole S.A./NV. Os materiais de parede, dextrina (Nadex 772%) e amido
octenilsuccinato ou amido OSA (Capsul®) foram doados para o presente estudo pela National Starch
and Chemical Company.

2.2 PREPARO DAS SUSPENSOES

Foram preparados 400 mL de suspenséo contendo 120 g de sélidos (30 % p/v), sendo
24 g do teor de solidos correspondente ao nicleo e 96 g ao material de parede.

Os materiais de parede (somente dextrina, somente amido OSA ou combinacdes de
ambos em diferentes proporc¢des) foram dispersos em 300 mL de agua deionizada a 80 °C,
sendo o restante de 4gua (100 mL) utilizados para solubilizar a bLF. Apés o resfriamento da
suspensédo contendo o material de parede, a solugéo de bLF foi incorporada e homogeneizada
lentamente.

Foram elaboradas cinco formulacdes, variando-se o tipo e a concentracdo do material de
parede. A Tabela 1 apresenta as quantidades de bLF e de materiais de parede utilizados para
obtencédo das suspensfes, que apds secagem geraram as microcapsulas correspondentes.

TABELA 1 - FORMULAGCOES UTILIZADAS PARA O PREPARO DAS SUSPENSOES

Material de parede Nucleo
Formulagdo Dextrina Amido OSA bLF

g %* g %* g %*
CAPO 96 80 - - 24 20
CAP 25 72 60 24 20 24 20
CAP 50 48 40 48 40 24 20
CAP 75 24 20 72 60 24 20
CAP 100 - - 96 80 24 20

* percentual em relagdo ao teor de soélidos da suspensao.
2.3 PRODUC}AO DAS MICROCAPSULAS

As microcépsulas foram produzidas a partir da secagem das suspensdes, descritas na
Tabela 1, em spray dryer Mini Bichi 190 (Bichi Laboratoriums Technik AG) com as seguintes
condicbes de operacao: bico atomizador de 0,3 mm, vazado de alimentagdo de 18 mL.min?,
temperatura de entrada e saida igual a 180 °C e 90 °C, respectivamente (MAIA PORTE, ROCHA
LEAO e PORTE, 2011).
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2.4 ANALISE INSTRUMENTAL DE COR DAS MICROCAPSULAS

Realizou-se a avaliacdo instrumental da cor em espectrofotdmetro Minolta CM-3720d,
usando o modelo de calibracao de refletancia especular incluida, geometria 6tica D/O, iluminante
D, € angulo visual de 10°. As coordenadas CIELab (L* = luminosidade; a* = vermelho/verde e
b* = amarelo/azul) foram lidas diretamente do aparelho.

Efetuou-se a avaliacdo instrumental da cor do amido OSA, da dextrina, da bLF e das
microcapsulas produzidas, consideradas como Controle para verificar alteracdes da cor das
microcapsulas apds seu acondicionamento em dessecadores com diferentes umidades relativas
(produzidas por solucdes salinas saturadas). As solucdes salinas saturadas apresentadas na Tabela 2
foram preparadas para produzir diferentes umidades relativas (11,3 % a 97 %), sendo cada uma delas
colocada em dessecador (¢ 200 mm). Pesou-se 0,5 g das microcdpsulas (base seca) em placas de
Petri, as quais foram acondicionadas nos dessecadores e esses colocados em camara a 30 °C durante
22 dias. Efetuou-se a avaliacdo da cor das microcapsulas, em duplicata, ao final desse periodo.

TABELA 2 - UMIDADE RELATIVA (%) DAS SOLUGCOES SALINAS SATURADAS A 30 °C

Solucdes Salinas Saturadas Umidade Relativa

(%)

LiCl 11,3
MgCl, 32,9
K,CO, 44,7
NaCl 76,9
K,SO, 97,0

Fonte: GREENSPAN (1977); LABUZA (1983).

2.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS MICROCAPSULAS

As analises de atividade antimicrobiana das microcapsulas foram realizadas de acordo
com a metodologia de Ellof (1998).

Nos testes de atividade antimicrobiana das amostras estudadas foram utilizados os
seguintes micro-organismos: Bacillus subtilis CCT 2576, Escherichia coli CCT 0547, Staphylococcus
aureus CCT 2740, Micrococcus luteus CCT 2692, Rhodococcus equi CCT 0541, Salmonella
choleraesius CCT 4296, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388, Enterococcus faecium CCT 5079,
Streptococcus faecium ATCC 10541, Candida albicans ATCC 10231.

As bactérias foram preservadas em meio Nutriente Agar inclinado, contendo (g.L?): extrato
de carne, 3; peptona de carne, 5; agar-agar, 15; pH 7. Preservou-se a levedura Candida albicans em
Agar Saboraud Dextrose, contendo (g.L?): peptona, 10; glicose, 40; agar-agar, 15.

Efetuou-se a manutencdo das culturas por repicagem periédica no meio, seguida de
incubacdo a 36 °C no caso das bactérias e a 28 °C para Candida albicans até crescimento. A
estocagem ocorreu sob refrigeracdo a 5 °C, e réplicas das culturas foram preservadas em 6leo
mineral e em criotubos.

Em microplaca esterilizada de 96 orificios ou pocos (12 colunas [1-12] e 8 linhas [A-
H]) foram depositados 100 pL de caldo Mueller-Hinton, com excecdo da coluna 12, utilizada
para os controles do meio e de crescimento do micro-organismo. Dessa maneira, cada coluna
correspondia a uma amostra testada (CAP 0, CAP 25, CAP 50, CAP 75, CAP 100 e bLF) e do
padréo utilizado (cloranfenicol e nistatina). Por exemplo, na coluna 1 — linha A foram acrescentados
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50 uL da microcapsula CAP 0 de concentracdo conhecida. Em seguida, 100 uL do contetido do
orificio foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha seguinte (linha
B), repetindo-se esse procedimento até a linha H de modo a se obter concentragdo decrescente
do material. Os 100 pL finais foram desprezados. Em seguida, 100 pL de suspensao do micro-
organismo de crescimento recente (24 horas), cuja turvagéo foi comparada a escala de McFarland
n® 0,5 e diluidos para concentracéo final de 10* células.mL foram adicionados. As placas foram
seladas com parafilme e incubadas por 24 h a 37 °C. Apds esse periodo foi acrescentado 20 pL
de solucéo aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5 %, sendo a placa reincubada por
3 h na referida temperatura. A concentracgao inibitdria minima (MIC) foi definida como a menor
concentracdo da amostra capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliagdo estatistica dos resultados utilizou-se Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), sendo efetuadas andlises de varidncia com posterior comparagéo entre as
médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. As analises foram realizadas utilizando-
se o0 programa ASSISTAT verséo 6.7 beta (SILVA e AZEVEDO, 2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3 mostra os parametros de cor para a dextrina, 0 amido OSA e a bLF utilizados
como matérias-prima para a obtencdo das microcapsulas. A bLF apresentou menor luminosidade
que a dextrina e o amido OSA, além de altos valores dos parametros a* e b*, indicando a coloracéo
vermelho-amarelada (alaranjada) da proteina. A dextrina revelou cor mais amarelada (b*) que o
amido OSA, material mais claro devido sua maior luminosidade.

TABELA 3 - VALORES DA LUMINOSIDADE (L*) E DAS COORDENADAS DE CROMATICIDADE
(a* E b*) PARA DEXTRINA, AMIDO OSA E BLF

Material L* a* b*
Dextrina 92,72b 0,04b 12,96b
Amido OSA 94,172 0,03b 9,750c
bLF 59,01c 17,44a 15,42a

abc Médias na mesma coluna com letras diferentes diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. Médias de duplicatas.

Todas as microcpsulas produzidas apresentaram coloracdo creme, representada pelos
valores L* entre 92,15 e 93,01; a* entre 2,18 e 2,47 e b* entre 7,78 e 9,05.

Conforme a Tabela 4, as microcdpsulas CAP 50 evidenciaram a maior luminosidade entre
as amostras e as microcapsulas CAP 0 e CAP 100 (que néao diferiram significativamente entre si) a
menor luminosidade.

As microcapsulas CAP 0 apresentaram os maiores valores para os parametros a*(vermelho)
e b* (amarelo) e as microcapsulas CAP 50 o menor valor para a intensidade de vermelho (a*). Ja
as microcapsulas CAP 25, 75 e 100, estatisticamente iguais, mostraram intensidades de vermelho
intermediéarias (Tabela 4).

Para a intensidade do amarelo (b*), as microcapsulas CAP 25 apresentaram valor
intermediario e as CAP 50, 75 e 100 os menores valores (Tabela 4).
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O valor L* constitui medida da fracao claro-escuro da cor superficial do alimento (MASKAN,
2001). Analisando a Tabela 4 verifica-se que as microcapsulas produzidas apresentaram cor
clara, caracterizada pela alta luminosidade. Esse resultado indica que a dextrina e/ou amido OSA
foram os componentes que mais contribuiram para a luminosidade das microcapsulas, devido
possivelmente a maior proporgdo desses em relagédo a bLF (nucleo).

Os valores de L* obtidos para as microcapsulas produzidas também indicam auséncia
de escurecimento ndo enzimatico durante a producédo das microcapsulas por spray drying. lbarz,
Pagan e Garza (1999) propuseram que a variacdo da luminosidade de amostras secas pode ser
considerada como medida do escurecimento ndo enzimatico ocorrido.

Verifica-se pelaavaliacdo dos valores de a* e b* (Tabela 4), que o pardmetro de cromaticidade
mais acentuado nas microcapsulas foi o amarelo.

As solucdes contendo os diferentes materiais de parede e o nicleo, que deram origem as
microcapsulas CAP 0, CAP 25, CAP 50, CAP 75 e CAP 100 evidenciaram coloracdo alaranjada,
embora a dextrina e/ou amido OSA representassem a fracdo predominante da solucdo (material de
parede: nlcleo, 4:1). Apés o processo de atomizacdo das solugcbes para obtencdo das respectivas
microcapsulas ocorreu inversdo da cor predominante, de avermelhada (solucdo) para amarelada
(p6). Tal resultado sugere que a superficie externa das microcapsulas formadas foi constituida
principalmente pela dextrina e/ou amido OSA e, consequentemente, a bLF esta na parte mais
interna das microcapsulas.

Na Tabela 4 verifica-se a influéncia da umidade relativa de armazenamento nos
valores de luminosidade (L*) e nas coordenadas de cromaticidade (a* e b*) para as diferentes
microcapsulas produzidas. O aumento da umidade relativa de armazenamento afetou
diferentemente a luminosidade das microcapsulas, provocando escurecimento das CAP 0 em
relagdo a amostra controle. Verificou-se, respectivamente, o0 maior e o menor escurecimento
das amostras em umidade relativa de 97 % e 11,3 %. Nao houve diferenca significativa nos
valores de luminosidade da microcapsula CAP 0 em umidade relativa de 32,9 % e 44,7 %
e esses valores foram estatisticamente iguais aos obtidos em umidade relativa de 11,3 % e
76,9 %.

O armazenamento das microcapsulas CAP 25 (Tabela 4) em umidades relativas de
11,3 % a 76,9 % diminuiu sua luminosidade em relacdo ao controle, mas ndo foi constatada
diferenca significativa entre esses valores. Em umidade relativa de armazenamento de 97 % houve
significativa diminuicdo da luminosidade da amostra.

O aumento da umidade relativa de armazenamento provocou escurecimento significativo
das microcapsulas CAP 50, exceto para a umidade relativa de 44,7 % (Tabela 4).

Umidades relativas de armazenamento de 11,3 % a 44,7 % afetaram igualmente a
luminosidade das microcdpsulas CAP 75, provocando diminuicdo desses valores em relagédo ao
controle. A maior reducéo da luminosidade das microcapsulas CAP 75 ocorreu em umidade relativa
de 97 %.

O armazenamento das CAP 100 (Tabela 4) em umidades relativas de 11,3 % até 44,7 %
nao provocou o escurecimento das microcapsulas, o qual sé ocorreu durante armazenamento em
umidades relativas altas (76,9 % e 97 %).

Acredita-se que o escurecimento verificado nas microcapsulas estudadas durante o
armazenamento em ambientes com umidade relativa menor ou igual a 76,9 % seja causado
pela interacdo da dextrina e/ou amido OSA com a agua. Conforme verificado por Maia et al.
(2004), a dextrina apresenta maior capacidade de absor¢cdo de dgua que o amido OSA. Essa
teoria explicaria a diminuicdo da luminosidade das microcapsulas contendo dextrina e sua
manutencdo nas microcapsulas contendo somente o amido OSA como material de parede (CAP
100).

O escurecimento verificado durante o armazenamento em umidade relativa de
97 % sugere que a alta umidade do ambiente promoveu a desintegracdo das microcapsulas,
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mediante dissolucao do material da parede, resultando na exposi¢édo da bLF.

Quanto ao parametro de cromaticidade a* (intensidade de vermelho) n&o houve diferenca
significativa entre as microcapsulas CAP 0, controle e as armazenadas em umidade relativa de
11,3 % a 44,7 %. Contudo, verificou-se significativa acentuacdo da cor vermelha em umidades
relativas de armazenamento maiores que 44,7 %. Resultados similares foram observados para as
microcapsulas CAP 25 (Tabela 4).

As microcapsulas CAP 50 (Tabela 4) armazenadas em umidade relativa de 44,7 %
nao apresentaram variagdo no parametro a* em relacdo ao controle. Nado houve diferenca
significativa entre os valores de a* obtidos em umidades relativas de armazenamento de
11,3 % e 32,9 %, embora tenha ocorrido diminuicéo da cor vermelha das microcapsulas quando
comparadas ao controle. Para as demais umidades relativas de armazenamento, os valores de
a* aumentaram com a elevacao da umidade.

Umidades relativas de armazenamento de 11,3 % a 76,9 % afetaram igualmente o parametro
a* das microcapsulas CAP 75, provocando diminuicdo da sua cor vermelha. As microcapsulas
armazenadas em umidade relativa de 97 % apresentaram aumento da coloragdo vermelha (Tabela
4).

Microcapsulas CAP 100 (Tabela 4) armazenadas em umidades relativas de
11,3 % e 76,9 % apresentaram diminuicdo do parametro a* em relacdo ao controle, sendo os
menores valores obtidos em umidades relativas de 32,9 %, 44,7 % e 76,9 % (estatisticamente
iguais). Em umidade relativa de 97 % ocorreu acentuagdo da cor vermelha das microcépsulas,
assim como verificado para as demais.

Para os valores do parametro b* (intensidade de amarelo) houve intensificacdo da cor
amarela para todas as microcapsulas (CAP 0 a CAP 100) durante 0 armazenamento em todas as
umidades relativas estudadas (Tabela 4).

Constatou-se incremento dos valores de b* das microcapsulas CAP 0 conforme
elevacdo da umidade relativa de armazenamento, exceto para as umidades relativas de
32,9 % e 44, 7 % que ndo mostraram diferencga significativa entre si.

As microcapsulas CAP 25 (Tabela 4) apresentaram a mesma intensidade de amarelo
quando armazenadas em umidades relativas de 11,3 % e 76,9 %, maior que a verificada com
armazenamento em umidade relativa de 32,9 %. Contudo, a coloragcdo amarela mais intensa foi
obtida sob armazenamento em umidade relativa de 97 %.

Os valores de b* das microcapsulas CAP 50 (Tabela 4) em umidade relativa de
armazenamento de 11,3 % e de 32,9 % nao apresentaram diferenca significativa entre si e foram
maiores que os verificados para o armazenamento em umidade relativa de 44,7 %. O armazenamento
em umidades relativas de 97 % e de 76,9 % resultou na obtencdo dos maiores valores de b*,
respectivamente.

Com excecdao das microcapsulas armazenadas em umidades relativas de 11,3 % e 32,9 %,
gue ndo mostraram diferencga significativa entre si, as microcapsulas CAP 75 (Tabela 4) apresentaram
intensificag&o da coloracdo amarela conforme o aumento da umidade relativa de armazenamento.

O armazenamento em umidades relativas de 11,3% a 44,7% afetou igualmente o
parametro b* das microcapsulas CAP 100, provocando elevacao desses valores significativamente
menor que 0s aumentos obtidos em umidades relativas de armazenamento de 76,9 % e 97 %,
respectivamente.

Ramirez-Jiménez, Guerra-Hernandez e Garcia-Villanova (2003) verificaram que o
armazenamento de cereal matinal de arroz em atividade de agua de 0,65 a 25 °C por 4 semanas
favoreceu a ocorréncia de escurecimento ndo enzimatico no alimento, que pode ser monitorado pela
avaliacdo do parametro b* da andlise de cor.

No presente estudo, constatou-se aumento drastico do valor do parametro b* para todas
as microcapsulas estudadas (CAP 0 a CAP 100) acondicionadas em umidade relativa de 97 %,
sugerindo a ocorréncia de escurecimento nao enzimatico durante o armazenamento. Em ambientes
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com baixa umidade relativa, a mobilidade inadequada representa o fator limitante para a ocorréncia
do escurecimento enzimatico (KAREL, 1975).

Os valores de luminosidade mostraram-se similares para todas as microcapsulas
armazenadas em umidades relativas de 11,3 % a 76,9 %. Contudo, em umidade relativa de
97 %, as microcapsulas CAP 0 e CAP 25 apresentaram os maiores valores de luminosidade. As
microcdpsulas CAP 50 e CAP 100 néo revelaram diferenca significativa entre si e evidenciaram
0s menores valores de luminosidade.

Em umidade relativa de armazenamento de 11,3 %, a maior intensidade da cor vermelha
foi verificada nas microcapsulas CAP 0 e a menor nas microcapsulas CAP 50.

Quando o armazenamento ocorreu em umidade relativa de 32,9 %, as microcapsulas
gque apresentaram maior intensidade de vermelho foram CAP 0, CAP 25, CAP 75 e CAP 100,
respectivamente. As microcapsulas CAP 50 mostraram coloracdo vermelha menos intensa.

As microcapsulas CAP 50, CAP 75 e CAP 100 nao apresentaram diferenca significativa
para os valores de a* sob armazenamento em umidade relativa de 44,7 % (Tabela 4), revelando a
menor intensidade de vermelho. Os maiores valores de a* foram verificados nas microcipsulas CAP
0 e CAP 25.

Em umidade relativa de 76,9 % (Tabela 4), com exce¢édo das microcapsulas CAP 50, a
intensidade da cor vermelha das microcapsulas diminuiu com o aumento da proporcao de amido
OSA.

A intensidade da cor vermelha em umidade relativa de armazenamento de 97 % foi maior
para as microcapsulas CAP 100, CAP 50 e CAP 75, respectivamente. Ja os menores valores para
a cor vermelha foram verificados nas microcapsulas CAP 0 e CAP 25.

Para o parametro b* (Tabela 4), quanto maior a propor¢ao de amido OSA nas microcapsulas
sob armazenamento em umidades relativas de 11,3 %, 32,9 % e 76,9 % menor foi a intensidade
do amarelo. As amostras mais amarelas foram as microcapsulas CAP 0 e as menos amarelas
as microcapsulas CAP 100. Resultados similares foram verificados em umidade relativa de
armazenamento de 44,7 % (Tabela 4), com excec¢do das microcapsulas CAP 50 que apresentaram
coloracdo menos amarela que as CAP 75.

Sob armazenamento em umidade relativa de 97 %, as microcapsulas que apresentaram
colorac@o amarela mais acentuada foram CAP 50, CAP 75 e CAP 100, respectivamente.

As MIC da bLF e das microcéapsulas CAP 0 a CAP 100 para diferentes bactérias Gram
positivas, Gram negativas e levedura estdo apresentadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Analisando a Tabela 5 verifica-se que as microcapsulas estudadas apresentaram atividade
contra as bactérias, embora a MIC tenha variado conforme o tipo de micro-organismo testado.
Para as bactérias B. subitilis, S. aureus e M. luteus, a menor MIC (50 mg.mL?) foi constatada para
as microcapsulas CAP 50. J& para o E. faecium, a menor MIC verificada foi de 60 mg.mL* para as
microcapsulas CAP 25.

Com relagdo ao S. faecium, as microcdpsulas CAP 0, CAP 25, CAP 50 e CAP 75
evidenciaram a mesma MIC, entre 40-80 mg.mL™. Todas as microcapsulas apresentaram MIC maior
gue 80 mg.mL™* para R. equi.

Conforme a Tabela 6, as microcapsulas CAP 25 apresentaram a menor MIC (50 mg.mL)
para P. aeruginosa. Para S. choleraesius, a menor MIC foi verificada para as microcapsulas CAP
100 (60 mg.mL™). Todas as microcapsulas exibiram MIC maior que 80 mg.mL™ para E. coli.

Osresultados obtidos para C. albicans indicaram alta atividade antifingica das microcapsulas
CAP 75, com MIC igual a 2,5 mg.mL™.

Analisando-se as Tabelas 5 e 6 verifica-se que, com excecao do B. subtilis, a concentracao
de bLF contida nas microcapsulas necessaria para inibir o crescimento dos demais micro-organismos
foi menor do que a da bLF nativa.

Segundo Farnaud e Evans (2003), a combinacdo de bLF com fluconazol reduziu a MIC
necessaria para inibicdo de espécies de Candida sp., indicando o seu uso potencial em terapias
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contra infeccbes em pacientes contaminados com o virus HIV que apresentam frequentemente
infeccdes causadas por espécies de Candida sp. resistentes ao fluconazol.

TABELA 5 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC) DA
LACTOFERRINA BOVINA (bLF) E DAS MICROCAPSULAS
CONTENDO bLF (CAP 0 A CAP 100) PARA
BACTERIAS GRAM POSITIVAS

MIC (mg.mL-1)
Bactérias

Gram positivas CAPO CAP25 CAP50 CAP75 CAP100 bLF  PADRAO*
Bacillus subtilis 100 90 50 50 50 5 0,004
Staphylococcus aureus >80 >80 50 65 60 40 <0,002
Micrococcus luteus >80 90 50 50 >80 >80 0,008
Enterococcus faecium >80 60 >80 >80 >80 50 0,008
Streptococcus faecium 40-80 40-80 40-80  40-80 >80 >80 0,004
Rhodococcus equi >80 >80 >80 >80 >80 >80 0,004

* Padrao para bactérias Gram positivas = cloranfenicol.

Segundo Brock (2002), o mecanismo que tem sido proposto para a atividade antimicrobiana
da bLF baseia-se na sua capacidade de romper ou penetrar a membrana celular da bactéria.

Recio e Visser (2000) verificaram que o dominio catidbnico denominado de lactoferricina,
liberado por hidrélise péptica da regido N-terminal da bLF, apresenta atividade antimicrobiana maior
que a proteina intacta. As principais caracteristicas determinantes da atividade de perturbacdo da
membrana causada por esses peptideos envolvem seu carater anfifilico, conformacgéo de a-hélice
e carga liquida positiva.

TABELA 6 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC) DA
LACTOFERRINA BOVINA (bLF) E DAS MICROCAPSULAS
CONTENDO bLF (CAP 0 A CAP 100) PARA BACTERIAS
GRAM NEGATIVAS E LEVEDURA

MIC (mg.mL-1)

Bactérias Gram Negativas
CAP CAP CAP CAP CAP bLE PADRAO*

0 25 50 75 100
Pseudomonas aeruginosa >80 50 >80 >80 >80 >80 >0,25
Samonella choleraesius 100 90 >80 65 60 >80 0,008
Escherichia coli >80 >80 >80 >80 >80 >80 0,004
Levedura
Candida albicans >80 >80 >80 2,5 40 >80 <0,002

* Padrdo para bactérias Gram negativas = cloranfenicol; Padréo para leveduras = nistatina.

De acordo com Schibli et al. (2002), varios peptideos e proteinas com atividade
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antimicrobiana sao ricos em triptofano. Esse aminoacido apresenta a capacidade de se inserir nas
membranas dos micro-organismos, causando seu rompimento.

Os resultados obtidos sugerem efeito de potencializacdo da atividade antimicrobiana da
bLF apds o processamento por spray drying, embora né&o seja possivel elucidar os mecanismos de
acéo envolvidos por meio do presente estudo.

4 CONCLUSAO

Nas condi¢des experimentais utilizadas neste trabalho e de acordo com os resultados obtidos,
as microcapsulas produzidas apresentaram cor clara e tenderam a escurecer sob armazenamento
em ambientes com alta umidade relativa, indicando que o processo de microencapsulacao utilizado
foi eficiente para proteger e modificar a cor original da lactoferrina bovina. Além disso, verificou-se
gue o processo de microencapsulacdo resultou na potencializa¢do da atividade antimicrobiana da
bLF. Desta forma, a microencapsulacao da bLF representa alternativa viavel para sua utilizagéo
como agente antimicrobiano nos mais diferentes sistemas alimentares.

ABSTRACT

COLOR AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY ANALYSIS OF MICROCAPSULES
CONTAINING BOVINE LACTOFERRIN

Bovine Lactoferrin (bLF) derived from whey was microencapsulated by spray drying. Microcapsules with 20 %
of bLF were produced using, dextrin:octenylsuccinate starch (OSA) as wall materials at varied ratios of 100:00,
75:25, 50:50, 25:75 and 0:100 %. The color, and stability of color, under storage in different relative humidities,
as well as the antimicrobial activity of the microcapsules, were all analyzed. The microcapsules were clear
in color and tended to darken in storage in environments with high relative humidity. Inhibiting activity by the
microcapsules of bLF was found, which was produced by different Gram-positive bacteria (Bacillus subtilis CCT
2576, Staphylococcus aureus CCT 2740, Micrococcus luteus CCT 2692, Enterococcus faecium CCT 5079,
Streptococcus faecium ATCC 10541, Rhodococcus equi CCT 0541); Gram-negative bacteria (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 13388, Salmonella choleraesius CCT 4296, Escherichia coli CCT 0547) and yeast (Candida
albicans ATCC 10231). The minimum inhibitory concentration (MIC) of the microcapsules varied according to
the tested microorganisms (MICs between 2.5-100 mg.mL-%). With the exception of B. subtilis (MIC between 50-
100 mg.mL-1), the concentration of bLF contained in the microcapsules that was necessary to inhibit the growth
of microorganisms was lower than the native bLF. These results suggest a potential effect of bLF antimicrobial
activity after processing by spray drying.

KEY-WORDS: MICROENCAPSULATION; SPRAY DRYING; LACTOFERRIN.
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