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LISTA DE ABREVIACOES

AL: Alginato

AL1: Alginato 0,75 g m[*

AL2: Alginato 1,0 g mL*

AL3: Alginato 1,5 g mL*

AL4: Alginato 2,0 g mL*

CA: Carragena

CA1: Alginato 0,75 g mL*-Carragena 1,25 g miL
CAZ2: Alginato 1,0 g m[*-Carragena 1,25 g miL

CH: Quitosana

CH1: Alginato 0,75 g mt:-Quitosana 0,5 g mt

CH2: Alginato 1,0 g mI*-Quitosana 0,5 g mit.

EE: Eficiéncia de Encapsulamento

FDA: Food and Drug Administration

FGS: Fluido Géstrico Simulado

FIS: Fluido Intestinal Simulado

FSANZ: Food Standards Australia New Zealand
GRAS: Geralmente Reconhecido como Seguro

K: Indice de consisténcia

MCVL: Microscopia Confocal de Varredura a Laser
MEV: Microscopia Eletrénica de Varredura

n: indice de comportamento ao escoamento

Pl: Ponto Isoelétrico

UFP: Unidade Formadora de Placa

UFV-AREG1: Bacteriofagos descherichia coli0157:H7
WP: Proteina do soro de leite

WP1: Alginato 0,75 g mt-Proteina do soro 1,5 g niL
WP2: Alginato 1,0 g mI*-Proteina do soro 1,5 g iiL

Vi


https://pt.wikipedia.org/wiki/Geralmente_reconhecido_como_seguro_(GRAS)
https://www.tuasaude.com/escherichia-coli/

RESUMO

BATALHA, Lais Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2017.
Encapsulamento de bacteriéfagos em diferentes matrizes e avaliacdo do poteng&@h a
fagoterapia. Orientadora: Regina Célia Santos Mendonca. Coorientadores: Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira e Igor José Boggione Santos.

O uso de bacteriofagos (fagos) para modular a microbiota intestinal de animais reduz o risco
de contaminacdo de alimentos por micro-organismos causadores de doencas de origem
alimentar. No entanto, a viabilidade dos fagos € baixa em ambiente gastrointestinal, tornando
0 encapsulamento, uma alternativa promissora para aplicacdo em sistemas de administracéo
oral. O objetivo desta pesquisa foi investigar as caracteristicas de protecéo e liberdigiio

dos fagos dé&scherichia coliO157:H7 (UFV-AREGL1) encapsulados em esferas de alginato-
polimeros preparadas por método de extrusdo. Um dispositivo de encapsulamento por
extrusdo foi montado para producdo de esferas carregadas com fagos usando alginato,
carragena, proteina do soro de leite e quitosana como polimeros base. O comportamento
reologico e a eficiéncia de encapsulamento para cada formulagéo foram determinados. Testes
in vitro (fluido gastrico simulado-FGS, fluido intestinal simulado-FIS e sais biliares) foram
realizados simulando as condi¢cdes as quais os fagos sao expostos quando administrados
oralmente. A viabilidade dos fagos encapsulados foi avaliada durante o armazenamento e
apos secagem das esferas. O sistema montado apresentou potencial para imobilizar outras
biomoléculas, além dos fagos, para sistemas de liberacdo controlada. As formulacfes
apresentaram comportamento de fluido ndo-newtoniano pseudopléstico e cerca de 99% dos
fagos foram encapsulados nas esferas. O titulo dos fagos UFV-AREGL1 livres reduziu a um
nivel indetectavel 5 min apds exposicdo em pH abaixo de 3,4 e ap6s 150 s em FGS (pH 2,5),
indicando que os mesmos foram sensiveis a ambientes acidos. No entanto, a viabilidade dos
fagos foi mantida em esferas de alginato-proteina do soro, com reducdo de somente 0,04
ciclos logo no titulo. Sais biliares ndo afetaram a estabilidade dos fagos livres ou
encapsulados, mesmo incubados por 3 h em solucfes de bile a 1 % e 2 %. Os fagos foram
liberados rapidamente em FIS (pH 6,8) nos tempos iniciais e gradualmente nos tempos
seguintes. A viabilidade dos fagos encapsulados foi mantida sob refrigeracdo durante cinco
meses, no entanto, o processo de secagem das esferas reduziu o titulo a um nivel ndo
detectavel. O sistema montado foi compativel com polissacarideos e proteinas para
encapsulamento de biomoléculas e as esferas produzidas, mantiveram os fagos UFV-AREGL1
biologicamente ativos e com potencial para fagoterapia.
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ABSTRACT

BATALHA, Lais Silva, M.Sc., Federal University of Vicosa, February, 2@ntapsulation

of bacteriophages in different matrices and evaluation of potential for phage therapy.
Advisor: Regina Célia Santos Mendonga. Co-advisors: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho
Teixeira and Igor José Boggione Santos.

The use of bacteriophages (phages) to modulate intestinal microbiota of animals reduces the
risk of food contamination by foodborne microorganisms. However, the phage viability in the
gastrointestinal environment is low, making encapsulation a promising alternative for oral
delivery systems application. The objective of this research was to investigate witr®
protection and release characteristics ofEkeherichia coliO157:H7 phage (UFV-AREG1)
encapsulated in alginate-polymer spheres prepared by the extrusion method. An extrusion
encapsulation device was assembled, producing phage loaded spheres using alginate,
carrageenan, whey protein and chitosan as base polymers. The rheological behavior and the
encapsulation efficiency for each formulation were determitedvitro tests (simulated

gastric fluid-SGF, simulated intestinal fluid-SIF and bile salts) were performed, simulating
conditions in which the phages are exposed when orally administered. The viability of the
encapsulated phages was evaluated during storage and after drying of the spheres. The
assembled system presented potential to immobilize other biomolecules, in addition to the
phages, for controlled release systems. The formulations showed behavior of nhon-Newtonian
pseudoplastic fluids and about 99% of the phages were encapsulated in the spheres. The titer
of the free UFV-AREG1 phages reduced to an undetectable levels 5 min after exposure at pH
under 3.4 and after 150 s at SGF (pH 2.5), indicating that they were sensitive to acidic
environments. However, the viability of the phages was maintained in alginate-whey protein
spheres, reducing only 0.04 lggycles in the titer. Bile salts did not affect the stability of

free or encapsulated phages, even incubated for 3 h in 1% and 2% bile solutions. Phages were
rapidly released in SIF (pH 6.8) at the initial times and gradually at the following times. Th
viability of the encapsulated phages was kept under refrigeration for five months, however,
the drying of the spheres reduced the titer to an undetectable levels. The assembled system
was compatibléo polysaccharides and proteins for the encapsulation of biomolecules and the
spheres produced maintained the UFV-AREG1 phages biologically active with potential for
phage therapy.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este documento esta dividido em trés capitulos:

- Capitulo 1: contém eeviséo de literatura e apresenta uma contextualizacdo dos aspectos
abordados neste trabalho. A revisdo sobre bacteriéfagos apresenta a definicdo, caracterizacao,
classificac@o e ciclos bioldgicos, produtos a base de fagos e suas aplicagbes na industria de
alimentos e os principais fatores que afetam os fagos. A revisdo sobre encapsulamento
apresenta as técnicas de encapsulamento, os principais materiais utilizados e os métodos de
gelificacdo. Ainda, uma revisdo sobre a bactéria patog&scherichia coliO157:H7 e

algumas técnicas de caracterizacdo empregadas como, reologia, microscopia eletronica de

varredura e microscopia confocal de varredura a laser.

- Capitulo 2: compreende ao artigo “Dispositivo de encapsulamento por extrusdo com
alginato-polimeros gelificantes para uso em sistemas de transporte de moléculas
bioativas’. Apresenta a montagem do sistema de encapsulamento por extrusdo e
determinacdo dos parametros operacionais, encapsulamento dos fagos UFV-AREG1 em
esferas de alginato, carragena, proteina do soro de leite e quitosana, a eficiéncia de
encapsulamento dos fagos em cada formulacéo, determinacdo do comportamento reoldgico

das solucdes encapsulantes e a caracterizacao morfolégica das esferas contendo os fagos.

- Capitulo 3: compreende ao artigo “Caracterizacao e liberacdo controlada de fagos UFV-
AREGL1 para modular a microbiota intestinal de animai$. Apresenta a caracterizagdo dos

fagos UFV-AREGL1 quanto a viabilidade em diferentes temperaturas, luzes e pH, avaliacdo da
resisténcia dos fagos livres e encapsulados em fluido gastrico simulado, avaliacdo da
estabilidade dos fagos livres e encapsulados em sais biliares, avaliacdo da liberacdo dos fagos
encapsulados em fluido intestinal simulado e avaliacdo da viabilidade dos fagos encapsulados

durante o armazenamento e apc')s a secagem das esferas.



INTRODUCAO GERAL

A principal forma de controle de infec¢des bacterianas sdo os antibioticos, no entanto,
seu uso indiscriminado tem levado a selecdo de micro-organismos resistentes. O uso de
bacteriéfagos (fagos) no combate a bactérias resistemestidrogas isolados de animais,
humanos e alimentos vem se tornando uma realidade promissora (GOUVEA et al., 2016;
SCHROEDER et al., 2002).

A terapia com fagos para diminuir a colonizacdoEdecoli O157:H7 em animais
vivos, tem sido desenvolvida, principalmente, para bovinos e aves, mas a administragéo direta
dos mesmos em &gua ou no alimento para animais pode ndo ser bem sucedida
(SILLANKORVA et al., 2012). Fatores fisico-quimicos, como temperatura, acidez, salinidade
e conteudo ibnico podem afetar a viabilidade dos fagos durante a passagem pelo trato
gastrointestinalJONCZYK et al., 2011) devido a danos nos elementos estruturais, perdas de
lipideos e alteragcBes estruturais no material genético (ACKERMANN et al., 2004).

Uma alternativa para proteger os fagos expostos a um ambiente adverso é o
encapsulamento. O encapsulamento de fagos é uma técnica com possibilidade de reduzir a
morte viral durante a passagem pelo trato gastrointestinal, bem como uma alternativa para o
controle da liberacdo destas particulas (COLOM et al., 2017; STANFORD et al., 2010).
Normalmente sdo usadas matrizes poliméricas como materiais encapsulante e o alginato
sozinho ou combinado com outros polimeros, incluindo outros carboidratos, proteinas e
lipidios, € um dos polimeros mais estudados e com mecanismo de acgdo elucidada para
administragéao oral (WANDREY et al., 2010).

Dessa forma, o encapsulamento de fagos para administracdo oral € uma estratégia para
aumentar a seguranca alimentar, pois reduz a contamina¢do microbiana no inicio dacadeia d

processamento de alimentos.

JUSTIFICATIVA

A administracéo oral de fagos resulta em perda de viabilidade associada a passagem
pelo trato gastrointestinal dos animais, o que é atribuido a acidez, sais biliares e enzimas
presentes.

Tais perdas de viabilidade podem ser reduzidas por encapsulamento dos fagos em uma
matriz de polimero. O encapsulamento melhora a sobrevivéncia dos fagos em ambientes

acidos, preserva a capacidade de infectar bactérias entéricas patodestbasidhia coli
1



Salmonellaspp., Campylobacterspp., Listeria monocytogengsano intestinoe asseguraa
viabilidade durante o armazenamento dos produtos (por exemplo racao) a longo prazo.

Assim, o presente trabalho traz uma alternativa para a reducédo de patdégenos entéricos
em aves e/ou suinos utilizando a tecnologia de encapsulamento de fagos e, consequentemente

reduzir o risco de contaminacgdo de produtos alimenticios derivados desses animais.

OBJETIVOS

Geral
Investigar as caracteristicas de protecédo e liberacéitoro dos fagos dé&scherichia
coli 0157:H7 (UFV-AREGL1) encapsulados em esferas de alginato-polimeros preparadas por

método de extrusao.

Especificos
v" Montar um sistema de encapsulamento por extrusdo e determinar os parametros
operacionais;
v' Encapsular fagos UFV-AREGL1 em esferas de alginato, carragena, proteina do soro de
leite e quitosana,
Avaliar a eficiéncia de encapsulamento dos fagos UFV-AREG1;
Determinar o comportamento reolégico das solucfes encapsulantes;
Caracterizar morfologicamente as esferas contendo fagos UFV-AREG1,;

D N N NN

Caracterizar os fagos UFV-AREG1 quanto a viabilidade em diferentes temperaturas,

luzes e pH;

v Avaliar a resisténcia dos fagos UFV-AREGL livres e encapsulados em fluido gastrico
simulado;

v Avaliar a estabilidade dos fagos UFV-AREGL1 livres e encapsulados em sais biliares;

v' Avaliar a liberacdo dos fagos UFV-AREG1 encapsulados em fluido intestinal
simulado;

v Avaliar a viabilidade dos fagos UFV-AREGL1 encapsulados durante o armazenamento;

v' Avaliar a viabilidade dos fagos UFV-AREG1 encapsulados apés a secagem das

esferas.



CAPITULO 1

Revisao de literatura

1. BACTERIOFAGOS

Definicdo, caracterizagao, classificacao e ciclos bioldgicos
Bacteriofagos sdo entidades virais capazes de infectar micro-organismos procariotos e

sdo responsaveis pelo processo de infec¢cdo bacteriana que resulta na lise celular e
inviabilizacdo de bactérias nos mais diversos ambientes ou em sigtevias(MUNOZ e
KOSKELLA, 2014; VERBEKEN et al., 2014; WITTEBOLE et al., 2014). Os fagos
necessitam do metabolismo de outro sistema biolégico para sua replicacdo, sendo parasitas
intracelulares obrigatorios por falta de metabolismo préprio (HUNGARO et al., 2014; MONK

et al.,, 2010; ROHWER e EDWARDS, 2002). Devido sua atuacdo sobre bactérias, os fagos
desempenham funcdo fundamental na regulacdo da ecologia microbiana em diversos
ecossistemas (HUNGARO et al., 2014).

Existem trés meios bésicos de caracterizar os fagos: o fenétipo da infeccao (inclui a
gama de hospedeiros), morfologia (incluindo a forma da particula, suas dimensdes,
propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de acidos nucleicos) e a sequéncia do genoma.
Em relacdo a morfologia, fagos podem medir de 24 a 200 nandmetros, apresentar capsideo
com forma icosaédrica, cubica, filamentosa ou pleomoérfica e presenca de cauda
(ACKERMANN, 2005). Tais caracteristicas sao utilizadas como parametros na classificacéo
de acordo com sua taxonomia O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
classifica os fagos com base no tipo de morfologia e de acidos nucleicos agrupando-os em 13
familias (Figura 1) (ICTV, 2012).
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Figura 1 - Tipos de morfologias e familias de bacteriéfagos. Fonte: Albino, 2015.

A grande maioria dos fagos estudados com o objetivo de biocontrole e identificacdo de
bactérias faz parte da ordem dBaudoviralese apresentam caudas com comprimentos
variaveis e cabecas icosaédricas contendo dsDNA (ACKERMANN, 1998; MUNOZ e
KOSKELLA, 2014; WITTEBOLE, DE ROOCK e OPAL, 2014). Esses fagos podem ser
classificados em trés grupos morfolégichsoviridae (caudas contrateis, longas e rigidas),
Podoviridade(caudas ndo contrateis e curta§ighoviridae(caudas nao contrateis, longas e
flexiveis) (GREGORACCI et al. 2006; MONK et al., 2010; HUNGARO et al., 2014).

Fagos podem apresentar diferentes ciclos de infeccdo, sendo os principais, o ciclo
litico, ciclo lisogénico e ciclo pseudo-lisogénico. Para isso, se aderem a superficie da célula
microbiana, intermediado por proteinas ou outras estruturas acessorias e, injetam seu material
genético no interior do hospedeiro. Para serem aplicados como ferramentas de controle de
patdégenos, devem-se empregar fagos liticos, que apresentam o ciclo litico de infeccdo. Nesse
ciclo, os fagos injetam seu material genético no interior da célula para a producdo de novas
particulas virais, causando a lise celular (MUNOZ e KOSKELLA, 2014; WITTEBOLE, et al.
2014). Na auséncia de um sistema bioldgico para infectar, a existéncia dos fagos se limita a
um estado metabolicamente inerte. A capacidade de infectar somente organismos procariotos
€ uma distincdo dos fagos em relacdo a outros virus (BREITBART et al., 2003; PETTY et al.,
2007; WITHEY et al., 2005).

Aplicacbes de bacteriofagos em escala comercial
A principal forma de controle de infec¢des bacterianas atualmente sdo os antibidticos.

No entanto, seu uso indiscriminado tem proporcionado a selecdo de bactérias
multirresistentes, responsaveis por milhares de mortes anualmente. O desenvolvimento de

antibioticos pela industria farmacéutica esta estagnado, intensificando as pesquisas com
4



bacteri6fagos em diversas areas da saude e seguranca alimentar a fim de obser forma
alternativas de controle de bactérias nos mais diversos campos de aplicacdo (GOLKAR et al.,
2014; MUNOZ e KOSKELLA, 2014; SERWER et al., 2014). Em relacdo a seguranca
alimentar, fagos estritamente liticos sdo um dos métodos antibacterianos mais inofensivos
disponiveis (SILLANKORVA et al., 2012).

Algumas empresas ja comercializam produtos a base de fagos, incluindo produtos para
controle de patdégenos de interesse alimentar. Esses produtos sdo considerados como seguro:
para o consumidor e aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) como, por
exemplo, o ListShield e SalmFre®", usados no controle de monocytogenesSalmonella
em superficies, respectivamente (ENDERSEN et al., 2014). Em 2006, o FDA aprovou 0 uso e
a preparacao de fagos como aditivo alimemtaBeralmente Reconhecido como Seguro
(GRAS), para o controle da bactéria patogéricanonocytogenegem carne de aves e
derivados. Na Europa, o uso de Listéxambém foi aprovado na Suica para fabricacéo de
queijos e recentemente a aprovacdo se estendeu para outros tipos de alimentos' MO Listex
também foi aprovado para uso no processamento de alimentos pelo Food Standards Australia
Nova Zelandia (FSANZ) em 2012. Véarias empresas estdo atualmente realizando experimentos

pré-clinicos com fagos e produtos a base de fagos (Quadro 1).



Quadro 1 - Empresas envolvidas em pesquisa com fagos e produtos a base de fagos

Fabricante Localizacao Produto Alvo Situagao
do teste
Pseudomonas
AmpliPhi Richmond, Coquetel de aeruginosa Aprovado
P Estados Unidos fagos Staphylococcus aureus| em 2015
Clostridium difficile
ContraFect Yonkers, Lisinas fagicas S aureus Inciado em
Corp Estados Unidog 9 ' 2015
. Fago
EnBiotix Cambrldgt_'-), geneticamente S. aureus Pré-clinico
Estados Unidos o
modificado
. San Francisco,, Coquetel de E. colie Shigella L
EpiBiome . Pré-clinico
Estados Unidog fagos
Fixed-Phage | ©!2590w, Reing Fago fixado em|  S. aureusesistente a | , . ...
9 Unido superficies meticilina - MRSA
Intralytix Baltimore, Coquetel de | S. aureus, P. aeruginos Pré-clinico
Estados Unidog fagos eE. coli
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Lisboa Coquetel de Ulceras cronicas,
TechnoPhage ' 9 infeccdes respiratorias | Pré-clinico
Portugal fagos na pele

Fonte: Madhusoodanan, (2016) adaptado.

Fagos oferecem vantagens como agentes de biocontrole por diversas razoes: (1)
especificidade para atingir seu hospedeiro alvo determinado pelos receptores presentes na
parede celular bacteriana, uma propriedade que favorece os fagos em relagdo a outros
antimicrobianos, jA que ndo causam danos colaterais a microbiota enddgena; (2)
autorreplicacdo e autolimitacdo, o que significa que doses baixas ou individuais vao se
multiplicar enquanto um limiar de hospedeiro ainda exista; (3) se adaptam continuamente aos
mecanismos de defesa de bactérias; (4) baixa toxicidade inerente, uma vez que consistem
principalmente de acidos nucleicos e proteinas; (5) sdo relativamente baratos e faceis de isolar
e propagar; (6) geralmente suportam as condi¢gdes adversas dos alimentos e, (7) possuem vida
atil prolongada (SILLANKORVA et al., 2012).



Fatores que afetam os bacteridfagos

A existéncia, a viabilidade e a duracdo do periodo de armazenamento de fagos sao
afetadas por diferentes fatores fisico-quimicos externos, tais como a temperatura, acidez,
salinidade e presenca de iofONCZYK et al., 2011). Tais fatores podem inativar os fagos
por meio de danos em seus elementos estruturais (cabeca, cauda e envelope), perdas de
lipideos e alteracdes no material genético (ACKERMANN et al., 2004). No entanto, a
capacidade que os bacteriéfagos tém para sobreviver em condi¢cdes desfavoraveis € bastante
diversificada [ONCZYK et al., 2011).

Acidez

Processos de agregacdo de fagos tém sido descritos como fator determinante para
explicar a reducéo no titulo quando o pH do meio diminui. O declinio no titulo de fagos pode
ser devido a inativacdo (perda de infecciosidade), adesdo ao recipiente (GASSILLOUD e
GANTZER, 2005) ou agregacdo (FLOYD e SHARP, 1979). Sabe-se que os dois ultimos
fendbmenos sao reversiveis, embora interpretados como inativacao.

A agregacdo é um fenbmeno que depende de parametros ambientais tais como pH,
forca ibnica, temperatura e também estd relacionado com as propriedades superficiais
coloidais (FLOYD e SHARP, 19797 agregacao de fagos ocorre quando o pH do meio se
encontra proximo ou abaixo do ponto isoelétrico (Pl) das proteinas dos fagos, ocasionado pelo
aumento da concentracdo de ions de hidrogénio no meio. As repulsdes eletrostaticas se
tornam menos importantes que a forca de Van der Waals e interacdes hidrofébicas, tornando-
as significativas. A neutralizacdo das interacfes eletrostaticas favorece o contato entre os
fagos resultando em agregacdo da maioria das particulas virais, levando ao declinio na
contagem dos mesmos (LANGLET et al., 2007).

Temperatura

A temperatura vem sendo citada como um fator critico para a sobrevivéncia de fagos,
uma vez influencia na adsorcéo, penetracdo, replicacdo e na duracdo do periodo de laténcia
(NASSER e OMAN, 1999; OLSON et al., 2004). O comportamento dos &gakferentes
temperaturas de armazenamento varia de acordo com a familia, a fonte de isolamento e a
composicdo do meio de armazenamento (ACKERMANN et al., 2008CZYK et al.,
2011; THORNE e HOLT, 1974). Cada fago tem sua temperatura Otima para infecgcdo do

hospedeiro, em temperaturas inferiores a 6tima, menos material genético do fago penetra nas



células hospedeiras desfavorecendo a replicacdo viral e, temperaturas superiores a 6tima,
podem prolongar a durag&o do estado de laténcia de fagos (TEY et al., 2009).

A perda de viabilidade causada por baixas temperaturas pode estar relacionada com a
contracdo das caudas dos fagos da ordemCdanmlovirales inibindo sua capacidade de
infectar o hospedeiro (THORNE e HOLT, 1974). Além disso, a reducédo do titulo de fagos
armazenados em temperaturas negativas (-20 °C) pode ocorrer devido a destruicdo das
particulas causada pelos cristais de gelo formados durante o congelamento EN/ARR
HATCH, 1969). Ja temperaturas em torno de 70 °C ou acima, sdo capazes de inativar fagos
que infectam bactérias mesdfilas (COFFEY et al., 2011; LEE et al., 2016) deladtruicdo
de ligacdes dissulfeto. O efeito protetor das ligagdes dissulfeto nas proteinas dos fagos é o
mesmo encontrado naturalmente em outras proteinas, reforcando a importancia de tais
ligacdes na estabilizacdo térmica em outros sistemas biolégicos (CALDEIRA e PEABODY,
2007).

Luz

Fagos podem ser inativados exponencialmente por luz ultravioleta a taxas variaveis
(ADAMS, 1959) e isto € geralmente devido a danos causados no material genético. Raios UV
incluem UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC (100 a 280 nm). A radiacBo UV
causa danos diretos ao DNA com a producdo de dimeros de bases pirimidicas (PFEIFER,
1997) e a UVC impede a adsorcéo dos fagos (HANDELSMAN e STABB, 1996).

2. ENCAPSULAMENTO

O encapsulamento é definido como um processo que aprisiona uma substancia dentro
de outra, formando particulas com tamanhos que variam de nandmetros a milimetros de
didmetro. A substancia encapsulada € denominada material do nucleo, agente ativo, material
de preenchimento ou fase interna e que encapsula, de revestimento, membrana, material de
parede, matriz ou fase externa (ZUIDAM e SHIMONI, 2010

Materiais de encapsulamento
A etapa inicial para o encapsulamento € a selecdo do material de parede adequado.

Substancias de revestimento podem ser selecionadas a partir de uma variedade de polimeros



naturais ou sintéticos (Tabela 1), dependendo do material a ser revestido e das caracteristicas
desejadas nas capsulas (CUI et al., 2000).

Tabela 1 -Materiais naturais utilizados para encapsulamento

Origem Carboidratos Proteinas ) Lipidios
Gldten (milho) Acidos/alcoois

Isolados de (ervilha graxos
Amido e derivados ; : Glicerideos
soja)
Ceras
Fosfolipidios
Celulose e derivados
Exsudados de plantas
Vegetal o
- Goma arabica
- Goma de karaya
- Goma mesquite
Extratos de plantas
- Galactomanana
- Soja soluvel
Polissacarideos
Marinha - Carragena
- Alginato
Acidos/alcoois
Xantana ,
) . . Gelena Cgselnas gra>§os
Microbiana/animal Proteinas do soro Glicerideos
Dextrano g
: Gelatina Ceras
Quitosana

Fosfolipidios

Fonte: Wandrey et al. (2010) adaptado.

Os principais materiais de parede utilizados incluem carboidratos (derivados de amido
e celulose), extratos e exsudados de plantas (diversas gomas e pectina), extratos marinho
(alginato e carragena), polissacarideos de origem animal/microbiano (xantana e quitosana),
lipidios (ceras, fosfolipidios e acidos graxos) e proteinas (gluten, caseina, gelatina, proteinas
do soro de leite) (WANDREY et al., 2010).

O material de parede ideal deve ter baixa viscosidade em concentracdes elevadas; facil
manipulagcédo durante o processo; baixa higroscopicidade para evitar aglomeracéo; habilidade
para dispersar ou emulsificar e estabilizar o agente ativo; ndo ser reativo com o material a ser
encapsulado; habilidade de aprisionar o material ativo dentro da estrutura da capsula e ter
baixo custo (SHAHIDI e HAN, 1993).



Alginato

As algas séo fonte de diferentes tipos de polissacarideos que podem ser usados para
muitas aplicacdes industriais. Alginato e carragena sdo exemplos de materiais de parede Uteis
para encapsulamento no setor de alimentos (WANDREY et al., 2010). Alginato de sédio € um
material comumente usado como suporte, compativel com quase todos os métodos de
encapsulamento e geralmente, usado em combinag&o com outros componentes (BURGAIN et
al., 2011).

Alginatos sédo polimeros pertencentds familia dos polissacarideos lineares nao
ramificados. Sdo constituidos por duas unidades monoméricas, o acido p-D-manurdnico (M) e
o acido a-L-gulurdnico (G) (WANDREY et al.,, 2010). As unidades M e G em alginatos
podem ser organizadas em sequencias homogéneas ou heterogéneas de forma aleatéria. A
composicdo quimica e a distribuicdo da sequéncia no alginato de sédio dependem das
espécies de algas e das pecas utilizadas na extragédo (FU et al., 2011). As caateissdioe
compostas por regides homopoliméricas de unidadeéd deés intercaladas com regides de
sequencias mistas de unidades MG (GRASDALEN et al., 1979) (Figura 2

COONa COONa H COONa
H 0, H o) H (o] H o]
H H COONa H
OH OH) O KoH oHJ © OH OHJ O OH OH
H H H H
H H H H H H H H
M M G M

Figura 2 - Principais unidades estruturais de uma cadeia de alginato de sddio. Fonte:
Wandrey et al. (2010).

A propor¢cdo e o arranjo sequencial das duas unidades estruturais variam muito
dependendo do extrato de algas marinhas, do processo de isolamento ou do processo
biotecnoldgico utilizado (Figura 3) (WANDREY et al., 2010).

MGM

Figura 3 - Formula estrutural do alginato. Fonte: Cook et al. (2012).
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Alginato de sodio é amplamente usado como agente de gelificacdo em funcéo de sua
capacidade de formar géis em presenca de cations bivalentes, tais édrBafCau SF* sob
condicbes moderadas. E particularmente adequado para encapsulamento devido as suas
condicOes de GRAS e auséncia de toxicidade (GOMBOTZ e WEE, 1998). Devido a presenca
de grupos de acido carboxilico nos dois monémeros, o alginato apresenta carga negativa
acima de seu pKa (3,3-3,5). O gel é formado por ligacdo das unidades de G com cations,
resultando em uma rede tridimensional que é mantida por interacdes ibnicas. A estrutura que
melhor descreve esta rede € o "modelo caixa de ovos" entre quatro residuos de &acido
gulurénico (Figura #(SIMPSON et al., 2004).

|

I

o
o
I
d|
o
- -4

o——-

OH 00¢ oH 00C

Figura 4 - Modelo caixa_de ovos em alginato de calcio. Fonte: Marriott et al. (2014).

Carragena

Carragena € um polissacarideo extraido com 4gua ou solucdo aquosa alcalina a partir
de algas marinhas vermelhas comestiveis da dRtssgophyceaeNa industria de alimentos,

a goma carragena tem aplicaces como agente gelificante, espessante e estabilizante (NECAS
e BARTOSIKOVA, 2013; KOLESNYK et al, 2015). Esse carboidrato também é
amplamente usado como matriz de encapsulamento para liberacdo controlada seja de forma
combinada, principalmente com alginato, ou isoladamente (BURG@tINal., 2011,
KOLESNYK et al., 2015, WANDREY et al., 2010).

A molécula de carragena é um polissacarideo hidrofilico linear de alto peso molecular
constituido por moléculas do dissacarideo formado por B-D-galactose e 3-6 anidwpD-
galactose (3,6-AG) unidos por ligacdes glicasidp(1-4) e entre si, por ligagdes a(1-3). As
moléculas de galactose e anidro-galactose encontram-se parcialmente substituidas por grupos
sulfato, de forma que o polimero € geralmente encontrado na natureza na forma de sais de
s6dio ou potassio (NECAS e BARTOSIKOVA, 2013; KOLESNYK et al., 2015;
WUSTENBERG, 2015). A quantidade e a distribuicdo dos grupos éster sulfato na molécula

sd@o responsaveis pelas diferencas fisico-quimicas observadas entre os diferentes tipos de
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carragenas e a proporgdo desses varia em funcdo da espécie, habitat e estacdo do ano d
colheita das algas (WUSTENBERG, 2015).

Carragenas podem ser divididas eirios grupos, como A, K, 1, €, it. No entanto, as de
aplicacdo comercial sdao divididas em trés grupos: Kappa (x), Iota (1) e Lambda (L) e sdo
diferenciadas de acordo com a posi¢cdo e o numero de grupos de éster sulfato e pelo o
contetdo de 3,6G. k-carragena contém (25 % a 30 %) de éster sulfato e (28 % a 35 %) de
3,6-AG. 1-carragena contém (28 % a 30 %) de éster sulfato e (25 % a 30 %) Al6.3,6-
carragena contém (32 % a 39 %) de éster sulfato e ndo contém 3,6-AG (NECAS e
BARTOSIKOVA, 2013; WUSTENBERG, 2015). Quanto maior o grau de sulfatacdo, devido
a repulsao eletrostatica entre as cadeias lineares, menor é a temperatura de solubilizacdo e géi
mais fracos (NECAS e BARTOSIKOVA, 2013). A Figura 5 mostra a estrutura principal dos

diferentes tipos de carragena.

H

OSO3™

A—cCarrageenan O—carrageenan
Figura 5 - Principais unidades estruturais das diferentes cadeias de carragena. Fonte: Necas e
Bartosikova (2013).
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As moléculas de k-carragena e 1-carragena formam gel na presenca de ions potassio ou
calcio, enquanto a A-carragena nao forma gel devido ao alto grau de sulfatacdo, sendo a
espécie mais soluvel. Esse polissacarideo é capaz de aumentar a viscosidade de uma solucac
de forma quase exponencial com o aumento da concentracdo de polimero. Entretanto, em
solu¢des muito 4cidas ou em temperaturas elevadas esta sujeita a hidrélise, o que leva a uma
perda de sua funcionalidade (NECAS e BARTOSIKOVA, 2013; WUSTENBERG, 2815).
Kk-carragena € capaz de formar capsulas de diferentes formas e tamanhos pela técnica da
extrusdo, devido sua capacidade de formar géis helicoidais estaveis na presenca de cations,
especialmente potassio e calcio (BANERJEE e BHATTACHARYA, 2012; BURGAIN et al.,
2011; KOLESNYK et al., 2015). Durante a gelificagéo, ocorre formacdo de uma estrutura
helicoidal da molécula seguida pela agregacdo entre as cadeias helicoidais por meio de
ligacdes intermoleculares (BANERJEE e BHATTACHARYA, 2012).

Proteinas do soro de leite

O leite de vaca tem uma composi¢cdao média de 87,2 % (m/m) de agua, 3,5 % (m/m) de
proteinas, 3,7 % (m/m) de gordura, 4,9 % (m/m) de lactose e 0,72 % (m/m) de minerais
(KONTE, 1999; GUETOUACHE et al., 2014). A fragao proteica do leite pode ser dividida
em duas porc¢des: a fracdo coloidal, que compreende as caseinas (80 %, m/m) e a fracao
aquosa, que compreende as proteinas do soro (20 %, m/m) (GUETOUACHE et al., 2014;
SZWAJKOWSKA et al., 2011; WONG et al., 1996). Proteinas do soro de leite sdo formadas
basicamente de B-lactoglobulinag-lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas
e glico-macropeptideos (SZWAJKOWSKA et al., 2011) e sdo consideradas coprodutos da
industria de laticinios, muitas vezes tendo fins para racdo animal ou outros produtos lacteos
(SZWAJKOWSKA et al., 2011; TSAKALI et al., 2010).

Proteinas do soro de leite vém sendo usadas como agentes de encapsulamento pelo
baixo custo, facil obtencéo e boa estabilidade (TSAKALI et al., 2010). O uso das proteinas do
soro desnaturadas (VIDHYALAKSHMI et al.,, 2009) ou combinadas com polimeros de
carboidratos, especialmente o alginato (CHEN et al., 2014), vem sendo usada para o
encapsulamento de bactérias probidticas devido sua capacidade de formar géis estaveis
(VIDHYALAKSHMI et al., 2009). Também s&o usadas no encapsulamento de farmacos e
aromas hidrofobicos (GIROUX e BRITTEN, 2011; SATPATHY e ROSENBERG, 2003), em
sistemas de liberagdo controlada (GUNASEKARAN, KO e XIAO, 2007) e no
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encapsulamento de fagos para ensaios gastrointestingi® (MA et al., 2016; VONASEK,
LE e NITIN, 2014).

A formacéo de gel pelas proteinas do soro, bem como dos géis formados pelas demais
proteinas, pode ser por meio de ligagbes cruzadas ndo covalentes (interacdes hidrofébicas,
ligacBes de hidrogénio e interacBes eletrostaticas) e menos frequentemente, por interacdes
covalentes, como ligagbes dissulfeto (TOTOSAUS et al.,, 2002). A estabilidade e as
caracteristicas fisicas e quimicas do gel de proteina influenciam diretamente nas
caracteristicas e propriedades das capsulas, bem como nas propriedades dos polimeros usado
em formulagdes combinadas (CHEN et al., 2014; TOTOSAUS et al., 2002).

Quitosana

A quitina é a principal fonte de quitosana na natureza, sendo encontrada em alguns
micro-organismos e em certos fungos. O principal processo de obtencdo da quitosana € por
desacetilagéo alcalina da quitina de crustaceos (WANDREY et al., 2010).

Quitosana € um polissacarideo linear considerado um copolimero formado de ligac6es
B-(1-4) de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina distribuidos aleatoriamente (Figura 6)
(WINTEROWD e SANDFORD, 1995) e a fracdo de unidades de acetil-glucosamina, indica o
grau de acetilagédo (DA).

CH,OM + NH,

|
O- A A H
OH H
H
O H | o -
CH,OH
A B

Figura 6 - Principal estrutura quimica da quitosana, acetilada (A) e desacetilad#o(Be:
Wandrey et al. (2010).

Quitosana pode ser classificada como um ndo permanente polieletrélito catidnico,
sendo mais multifuncional quimicamente que a quitina, em razdo da presenca de grupos
amino livres e também de sua solubilidade em certas solugcbes acidas. Quitosana forma
solugdes viscosas em meio &cido, ndo toxicas e biodegradaveis, sendo capazes de formar
filmes, fibras e membranas (MATHUR e NARANG, 1990; MUZZARELLI, 1973). Devido
aos residuos de amina na cadeia, 0 composto apresenta pKa de 6,3-7,0, sendo insoltvel em

pH acima deste pKa (SOGIAS et al., 2010). A quitosana tem sido bastante utilizada no
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encapsulamento, principalmente no revestimento de microcapsulas, por ser biodegradavel por
bactérias do célon, apresentar biocompatibilidade, hipoalergenicidade e propriedades muco
adesivas que otimizam a penetracdo de macromoléculas pelas barreiras intestinais
(KANMANI et al., 2011). O aumento da natureza catibnica da quitosana (aumento da

capacidade para tamponar o &cido) em relagcédo ao alginato, explica a protecdo em ambientes

acidos.

Métodos de encapsulamento

A selecdo do método de encapsulamento depende do tipo de agente ativo, das
propriedades fisico-quimicas da matriz, das aplicacbes do material encapsulado, do
mecanismo de liberacdo necessario e do custo. Esses parametros devem ser estudados par
cada biomolécula e processo especificos (BURGAIN et al., 2011; HUERTAS, 2010

Dois tipos principais de encapsulamentos podem ser distinguidos: o tipo reservatério e
o tipo matriz. O tipo reservatério forma uma camada ao redor do agente ativo e, pode ser
denominado de capsula. O tipo matriz possui varias camaras de reservatério em uma particula

e 0 agente ativo esta disperso sobre o material de suporte, bem como na superficie(Figura 7

Figura 7 - Encapsulamentos dos tipos reservatoério (A) e matriz (B). Agente ativo (branco) e
material de parede (cinza). Fonte: Zuidam e Shimoni, (2010) adaptado.

Véarios métodos podem ser utilizados para encapsulamento, dentre os quais se
destacam os métodos fisicos gpray drying spray cooling pulverizacdo em banho térmico,
leito fluidizado, extrusdo, cocristalizacédo e liofilizacdo; quimicos (ii): inclusdo molecular e
polimerizacao interfacial; e os fisico-quimicos (iii): coacervacdo, emulsificacdo seguida de
evaporacao do solvente, pulverizacdo em agente formador de reticulacdo e envolvimento
lipossémico (SANTOS et al., 2000).

O Quadro 2 resume as tecnologias de encapsulamento mais comuns.

15



Quadro 2 - Visao geral dos processos de encapsulamento

Tecnologia

Etapas do processo

Morfologia

Tamanho da
particula

(Lm)

Spray-drying

1. Dispersar ou dissolver o agente ativo em
solugéao aquosa de revestimento

2. Atomizar

3. Desidratar

Matriz

10 - 400

Leito
fluidizado

1.Fluidificar as particulas
2. Revestimento por pulverizagéo
3. Desidratar ou resfriar

Reservatoric

5-5000

Emulsificagéo

1.Dissolver o agente ativo e emulsificantes
agua ou Oleo

2. Misturar as fases de 6leo e agua sob
cisalhamento

Matriz

0,2 -5000

Coacervacao

1. Preparar emulsao O/A com agente ativo
lipofilico na fase oleosa

2. Misturar sob condi¢des de turbuléncia
3.induzir trés fases imisciveis

4. Refrigerar

Reservatoric

10 - 800

Esferas por
extrusao

1. Dissolver ou dispersar o agente ativo na
solucéo de alginato
2. Gotejar em banho de gelificacao

Matriz

200 - 5 000

Co-extrusao

1.Dissolver ou dispersar o agente ativo em
oleo

2. Preparar revestimento aquoso ou oleoso
3. Usar um bico concéntrico e pressionar
simultaneamente a

fase oleosa através do bocal interno e a fas
aquosa através de um externo

4. Queda em banho de gelificacdo ou de
resfriamento

Reservatoric

150 - 8 000

Complexos
de inclusao

1. Misturar o agente ativo, agua e material
parede
2. Incubar e secar

Inclusdo
molecular

0,001 -0,01

Liofilizacdo

1. Dissolver ou dispersar o agente ativo e 0
material de parede em agua

2. Congelar a amostra

3. Secar sob baixa pressao

Matriz

20 - 5000

Fonte: Zuidam e Shimoni, (2010) adaptado.

Os mecanismos de liberacdo mais comuns séo térmico, fisico e por dissolugdo. No
mecanismo de liberacdo térmico, o material de parede se funde liberando o agente ativo
durante a mudanca de temperatura. A liberacéo fisica ocorre por ruptura fisica das, capsulas

normalmente empregado para liberar o agente ativo durante a mastigagdo. No método de

dissolugéo, o material de parede é soluvel em agua (LAKKIS)2016
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3. GELIFICACAO

Gel pode ser definido como o sistema formado pela estrutura rigida de particulas
coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida
nos seus intersticios (ILER, 1979). Uma variedade de sistemas que exibem consisténcia
semissolida como, solugdes de polimeros sintéticos ou naturais, surfactantes com polimeros,
suspensdes coloidais, sdo denominados de gel (DJABOUROV, 1991; KUMAR e DOUGLAS,
2001). Géis séao particularmente usados na industria de alimentos como agentes texturizantes,
e na industria farmacéutica em cosmeéticos, tintas e no encapsulamento de drogas para
liberacdo controlada (DJABOUROV, 1991; MALDAL et al., 2010; RAO et al., 2010).

Os mecanismos de formagéo de géis sdo diversos, sendo os principais formados por
reacfes quimicas, unido fisica ou complexacéao idnica. Os géis formados por reacdes quimicas
(como copolimerizagdo e policondensacao) apresentam redes ramificadas de polimeros de
cadeias lineares flexiveis covalentemente ligados e cercados por uma grande quantidade de
solvente. Esta é a principal forma de gelificacdo em géis de proteinas e polimeros sintéticos,
tal como a poliacrilamida (FiguraB(ALLEONI, 2006; DJABOUROQV, 1991).

Outro método de gelificacdo € uma cristalizacédo parcial de cadeias lineares ou uma
transicao helicoidal conformacional que da origem a géis termicamente reversiveis. Estes sdo
denominados géis fisicos (Figura 8b) e sdo geralmente macios, podendo sustentar grandes
deformacg@es, como a gelatina. Entretanto, alguns podem ser fortes e quebradicos como géis
de agarose, geralmente formados por biopolimeros em solventes aquosos sob baixas
temperaturas (DJABOUROV, 1991; KUMAR e DOUGLAS, 2001).

A terceira forma conhecida de gelificagdo é a complexacgéo ibnica, como egorre
alginatos e pectinas, formando géis na presenca de calcio (estrutura "caixa de ovos") (Figura
8c).

7

Ca*

.

la) (b} ic)

Figura 8 - Edrutura de géiguimicos do tipo “redes de pesca” (a), géis de tripla-hélice de
gelatina (gel fisico) (bgéis com estrutura “caixa de ovos” de pectina e alginato
(c). Fonte: Djabourov (1991) adaptado.
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4. Escherichia coliO157:H7 E PATOGENOS DE ORIGEM ALIMENTAR

Para a industria de alimentos, as bactérias podem ser divididas em dois grandes
grupos: deterioradoras e patogénicas. As bactérias deterioradoras podem causar alteracdo nas
caracteristicas sensoriais dos alimentos, no entanto, ndo provocam nenhum risco direto ao
consumidor (RAWAT, 2015; RAYBAUDI-MASSILIA et al.,, 2009). Por outro lado, as
bactérias patogénicas podem acarretar em algum tipo de toxinfec¢cdo alimentar ao homem,
mesmo quando presentes em pequeno numero em produtos alimenticios contaminados
(BEHLING et al., 2010). As bactérias patogénicas podem ser ainda, subdivididas em duas
classes: as causadoras de infec¢des e as causadoras de intoxicacdes alimentaresePara exerc
efeito patogénico, as bactérias causadoras de infeccbes devem adentrar por via oral no
hospedeiro e colonizar os tecidos internos do corpo, sendo a mucosa intestinal o alvo
principal. Por outro lado, as bactérias causadoras de intoxica¢gdes multiplicam-se no préprio
alimento e nele produzem enterotoxinas, que ao serem consumidas causam algum tipo de
gastroenterite (BEHLING et al., 2010; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009).

As bactérias patogénicas veiculadas por alimentos sdo um caso de saude publica, uma
vez que a globalizacdo e o aumento no consumo de produtos industrializados ndo seguros
podem causar surtos em populacées inteiras (PANIZZON et al., 2015; ROASTO, HORMAN
e HANNINEN, 2012). Sendo assim, o controle de bactérias patogénicas € um assunto de
grande importancia nos dias atuais. Os quatro principais agentes patogénicos alimentares de
origem animal sad&scherichia coli CampylobacterSalmonella e Listeria. Estas bactérias
sdo contaminantes comuns de ruminantes, aves e suinos e, geralmente, estdo presentes em se
trato gastrointestinal de forma assintomética (SILLANKORVA et al., 2012).

Escherichia colié uma bactéria gram-negativa e o sorotipo O157:H7, em particular,
classificada como produtora da Shiga toxina, € um agente patogénico de intoxicacao alimentar
bem conhecida (CDC, 2011). Seu principal reservatério compreende ruminantes e, uma vez
gue podem sobreviver em condic¢des intestinais, se os cuidados adequados nao foresn tomado
duranteo abate, os conteudos dos intestinos e material fecal podem contaminar as carnes
(KAPER, 1998). A via comum de transmissdoklecoli aos seres humanos é por meio de
alimentos contaminados mal cozidos, enquanto a agua e o leite cru estdo relacionados a
contaminagao cruzada, por contato direto ou indireto com fezes. Este micro-organismo €
altamente virulento e uma ameaca a saude publica, pois a ingestdo de uma concentragéo tac

baixa como 10 células € capaz de causar infec¢cdo (CDC, 2011; RUSSELL et al., 2000;
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WHICHARD et al., 2003). A terapia com fagos para diminuir os nivels.@®li em animais

tem se concentrado, principalmente, em aves e ruminantes (SILLANKORVA et al., 2012).
Apesar de alguns resultados bem sucedidos na terapia com fagos em ruminantes, a maioria
dos artigos publicados relata que a administracéo oral de fagos, direta ou adicionados a agua
potavel ou na racdo animal, ndo tem sido bem sucedido na reducdo dos nkEeiolie

devido a baixa resisténcia dos fagos em ambiente gastrico acido (SILLANKORVA et al.,
2012).

5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Reologia

A reologia € a area da ciéncia em que se estuda a deformacdo e o escoamento de
fluidos complexos (liquidos e gases) exercidos de alguma tensdo ou forca externa. Sobre
algum tipo de tensdo, os materiais solidos exercem uma resposta elastica e podem resistir a
essa forga e retornar a sua forma original. No entanto, fluidos deformam e escoam-se quando
aplicado alguma tensao (CHHABRA, 2010; NGUYEN e NGUYEN, 2012), sendo utilizado o
termo viscosidade e nao, elasticidade. A viscosidade de um fluido, seja ele liquido ou gas, é
definida como a resisténcia ao escoamento quando aplicada uma tenséo de cisalhamento sok
temperatura constante (CHHABRA, 2010).

Para fluidos complexos, o comportamento reologico é determinado pelo equipamento
denominado reémetro. O equipamento fornece a curva de fluxo, mostrando a relacdo entre a
taxa de deformacao, no eixo das abscissas, e a tensdo de cisalhamento, no eixo das ordenada:
sob condi¢cdes estabelecidas de temperatura e pressado (IBARZ, CASTELL-PEREZ e
BARBOSA-CANOVAS, 2009; NGUYEN e NGUYEN, 2012). Os fluidos podem ser
divididos em newtonianos, nao-newtonianos e viscoelasticos, de acordo com o
comportamento reoldgico.

Fluidos newtonianos apresentam uma relacao linear e diretamente proporcional entre a
tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacdo, enquanto os fluidos n&o-newtonianos a
viscosidade depende da taxa de deformacao. Ja os fluidos viscoelasticos, ainda muito pouco
compreendidos, sdo aqueles que apresentam caracteristicas intermediarias entre fluidos e
sélidos, isto é, apresentam comportamento viscoso e elastico simultaneamente (IBARZ,
CASTELL-PEREZ e BARBOSA-CANOVAS, 2009). Fluidos ndo-newtonianos podem ser

classificados em dois grupos: independentes e dependentes do tempo, de acordo com a
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relacédo entre a taxa de deformacéo e a tensédo de cisalhamento, podendo mostrar uma meno!
ou maior dependéncia da duracdo do cisalhamento, respectivamente. Os fluidos néo-
newtonianos independentes do tempo sao, ainda, subdivididos em dilatantes, pseudoplasticos
e plasticos de Bingham, enquanto os dependentes do tempo em tixotrépicos e reopéticos
(CHHABRA, 2010; IBARZ, CASTELL-PEREZ e BARBOSA-CANOVAS, 2009).

Fluidos n&do-newtonianos independentes do tempo séo classificados como dilatantes
guando se observa um comportamento diretamente proporcional entre a viscosidade aparente
e a taxa de deformacéo, enquanto fluido pseudoplastico, a viscosidade aparente diminui com o
aumento da taxa de deformacdo (ALVAREZ e CANET, 2013; CHHABRA, 2010; NGUYEN
e NGUYEN, 2012). Ja os fluidos do tipo plasticos de Bingham comportam-se como sélidos
até uma tensdo critica, absorvendo a energia de tensdo sem escoar; alcancado o limiar do
estresse critico, 0 material passa a escoar. Além disso, os fluidos plasticos de Bingham podem
ser comparados aos fluidos newtonianos em tensdes de cisalhamentes opagorzero
(CHHABRA, 2010). O comportamento reoldgico de fluidos ndo-newtonianos independentes

do tempo encontra-se representado na Figura 9.

4  Herschel-Bulldey

.

Plastice de Bigham

Newtonano

Psendoplastico

N

Tensido de cisalhamento

Dilatanta

Taxa de deformacio
Figura 9 - Comportamento reoldgico de fluidos nédo-newtonianos independentes do tempo.
Fonte Nguyen e Nguyen (2012) adaptado.

Um fluido tixotropico € aguele no qual a viscosidade aparente diminui com o tempo a
uma taxa de deformacéo constante, enquanto os fluidos reopéticos, a viscosidade aparente do
fluido aumenta nas mesmas condicdes (CHHABRA, 2010; POTANIN, 2004). O

comportamento reoldgico de fluidos n&do-newtonianos dependentes do tempo encontra-se

representado na Figura 10.
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Figura 10 - Comportamento reoldgico de fluidos ndo-newtonianos dependentes do tempo.
Fonte: Chhabra (2010) adaptado.

De acordo com a caracteristica do fluido, existe uma modelagem matematica

apropriada para o estudo do comportamento reoldgico (Quadro 3).

Quadro 3 - Equacdes de modelos matematicos para a caracterizacao reoldgica

Modelo matematico Equacéo
Newtoniano T=ly
Ostwald-de-Waele t=Ky" <1
Dilatante t=Ky" 1
Plastico de Bingham T=10+ WUy
Herschel-Bulkley =10+ Ky"

Fonte: Castro, Covas e Diogo (2001) adaptadeensdo de cisalhamentp; viscosidade
aparentey: taxa de deformacam: indice de comportamento do escoameftojndice de
consisténciagy: tensédo critica de cisalhamento.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura € um equipamento que gera imagens de alta
resolucdo e magnifagao na faixa de 1 um a 1 nm, usando elétrons de alta energia, entre 2 e
1000 keV. Dessa forma, se o material for significativamente espesso, os elétrons ndo séo
transmitidos através do material, o que fornece informacéo para a formacdo da imagem séo as
particulas (elétrons, raios X e fétons) que emergem da superficie do analito (VERNON-
PARRY, 2000).
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Em microscopia eletrdnica de varredura, a sonda fina de elétrons com energias em
torno de 40 keV é focada no analito e € escaneada ao longo de um padréo de linhas paralelas.
Com isso, varios sinais sdo gerados e coletados para formar uma imagem da superficie da
amostra. Ocorre a partir da amostra a emissdo de elétrons secundarios, com energia menor
que os elétrons emitidos pela sonda, elétrons de alta energia retrodispersos do feixe primério e
raios-X caracteristicos (BOGNER et al., 2007). Essa resposta é coletada por varios detectores
para formar a imagem (VERNON-PARRY, 2000). A MEV pode fornecer informacdes sobre
a topografia de superficies, estrutura cristalina de materiais, composicdo quimica e
comportamento elétrico da parte superior 1 um ou mais da amostra (BOGNER et al., 2007;
VERNON-PARRY, 2000).

Para a analise de materiais biolégicos, é necessario um revestimento com algum
material metalico condutor (aluminio, ouro, platina, cromo, tungsténio, tantalo, paladio e
outros) sobre a amostra fixada e seca, o que altera a estrutura do material (BOGNER et al.,
2007; SAMMONS e MARQUIS, 1997; VERNON-PARRY, 2000). O uso do MEV sob baixo
Vacuo permite a observacao de espécimes que nao foram fixados, secos ou revestidos com um
material condutor, de forma que a imagem gerada corresponde a morfologia real do espécime
(MIYAZAKI et al., 2012; SAMMONS e MARQUIS, 1997)

Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

O microscopio confocal de varredura a laser € capaz de perceber emissdo de
fluorescéncia variando de 400 a 750 nm (DEY, 2011; PADDOCK, 1999; TATA e RAJ, 1998)
e tem a capacidade de distinguir e descartar a luz emitida de planos diferentes ao plano focal,
gerando imagens com melhor foco (TATA e RAJ, 1998). Este microscopio gera imagens com
contrastes nos mais diferentes tipos de materiais, se tornando uma ferramenta essencial em
diversas areas. Os equipamentos mais modernos sdo equipados com sistemas de lase
controlados por filtros sintonizdveis acusticos de alta velocidade, que permitem uma
regulacdo muito precisa do comprimento de onda e da intensidade de excitacédo (DEY, 2011).

As vantagens de usar MCVL incluem alta resolucdo das imagens e riqueza de
detalhes, devido ao agente contrastante. Para o0 estudo de bacteriofagos, o fluoréforo
isotiocianato de fluoresceina (FITC), é o corante mais usado na marcacado de proteinas
(excitagdo entre 495 e 521 nm) (BAKHSHAYESHI et al., 2011; GITIS et al., 2002). Este
fluoréforo interage com o grupamento amina livre do aminoacido lisina, presente em grande

qguantidade no capsideo de fagos e outras entidades virais (BAKHSHAYESHI et al., 2011).
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CAPITULO 2

Dispositivo de encapsulamento por extrusdo com alginato-polimeros gelificantes para

uso em sistemas de transporte de moléculas bioativas

RESUMO

O encapsulamento € uma tecnologia para protecdo de compostos gastro-sensiveis aplicados
em sistemas de administracdo oral. O bacteriéfago (fagedareerichia colO157:H7 (UFV-

AREGL1) foi utilizado como modelo de biomolécula a ser encapsu@dabjetivo deste
trabalho foi investigar o encapsulamento de moléculas bioativas por extrusdo para sistemas de
administracdo oral, usando materiais poliméricos. Um dispositivo de encapsulamento por
extrusdo foi montado para producédo das esferas carregadas com fagos. Alginato, carragena,
quitosana (polissacarideos) e proteina do soro de leite foram os polimeros base utilizados. O
comportamento reoldgico das solugcbes encapsulantes foi determinado e o modelo reolégico
de Ostwald-de-Waele foi ajustado para as curvas experimentais obtidas. A eficiéncia de
encapsulamento de cada formulacdo foi determinada e as esferas foram caracterizadas
morfologicamente quanto ao tamanho, forma e aparéncia fisica. O sistema montado
apresentou potencial para imobilizar outras biomoléculas, além dos fagos, para sistemas de
liberacdo controlada. A elevada carga de fagos nas esferas (cerca de 99 %) foi devido as
condicGes brandas durante o processo de encapsulamento, incluindo a producéo e dissolugéo
das esferas. Alginato, carragena, proteina do soro e quitosana foram compativeis com o fago e
tém potencial para encapsulamento por extrusdo. As formulagcdes apresentaram
comportamento de fluido ndo-newtoniano pseudoplastico. O tamanho, forma e aparéncia das
esferas variaram com o tipo de material de encapsulamento, mas concentracdo total de
polimero ndo afetou estes parametros. O alginato e os demais polimeros contribuiram para o
aumento da viscosidade das formulacdes, com a quitosana tendo maior efeito no valor do
indice de consisténci&). A concentracdo de alginato ndo influenciou o diametro, a forma e

o peso das esferas, mas a adicdo de quitosana nas formulacfes afetou as caracteristicas
morfolégicas devido ao aumento dos valoreskde reducdo dos valores do indice de
comportamento ao escoamentd). (O sistema de encapsulamento montado a partir de
equipamentos convencionais foi compativel com polissacarideos e proteinas para uso em

sistemas de transporte de moléculas bioativas.
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Palavras-chave:Bacteriofagos, biomoléculas, encapsulamento, entrega oral, polimeros
naturais, UFV-AREGL1.

1. INTRODUCAO

7

O encapsulamento € um processo que aprisiona uma substancia em um material
protetor, formando particulas com tamanhos entre nanémetros a milimetros de didmetro. A
substancia encapsulada pode ser chamada de material do nucleo, agente ativo, material de
preenchimento ou fase interna, e a que encapsula de revestimento, membrana, material de
parede, matriz ou fase externa (ZUIDAM e SHIMONI, 2010).

O encapsulamento € uma tecnologia promissora para protecdo de substancias gastro-
sensiveis em sistemas de administracdo oral, ja que alguns quimicos (especialmente os de
carater organico) podem perder, quando administrados oralmente, a viabilidade e/ou estrutura
devido ao pH &cido e as enzimas no estdbmago durante a passagem pelo trato gastrointestinal
(AHMAD et al., 2017; FUCINOS et al., 2017).

O método fisico de encapsulamento por extrusdo se destaca dentre os diversos
métodos de encapsulamento, tendo o agente ativo disperso na solucdo encapsulante a qual ¢
gotejada em uma solucdo gelificante, formando particulas ligeiramente esféricas (LAKKIS,
2016). A importancia do encapsulamento por extrusdo tem aumentado devido as suas
vantagens, incluindo a formacéo de esferas sob condicfes brandas de temperatura e pressao
alta eficiéncia energética, pouca geracédo de efluentes, versatilidade de escotirdelatvg
e da matriz encapsulante e variedades de forma e texturas das esferas obtidas (LAKKIS, 2016
WANDREY et al., 2010).

Os materiais encapsulantes mais comuns, geralmente de natureza proteica ou
polissacaridica, sdo isolados de matérias-primas de origem animal, vegetal, microbiana,
marinha ou sintética (WANDREY et al., 2010). O polimero usado como agente encapsulante
deve proteger a biomolécula encapsulada das condi¢cdes gastrointestinais e permear as
barreiras gastrointestinais ou permitir sua liberacdo no sitio especifico do agente ativo
(PEREZ et al., 2016).

Os alginatos séo polimeros da familia dos polissacarideos lineares nao ramificados,
isolados de algas marimhe constituidos por unidades monoméricas, acidos B-D-manurdnico
e a-L-gulurénico, organizadas de forma aleatéria (WANDREY et al. 2010). O alginato de

sédio, um carboidrato capaz de formar géis com cations bivalentes céfn@B&aou Si?
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(GOMBOTZ e WEE, 2012), é um material usado como suporte, compativel com quase todos
os métodos de encapsulamento e geralmente, combinado com outros componentes
(BURGAIN et al., 2011).

Carragena € um polissacarideo hidrofilico linear de origem marinha constituido por
moléculas de dissacarideo formado por B-D-galactose e 3-6 anidwp-D-galactose unidos por
ligagdes glicosidicas B(1-4) e, entre si, por ligagdes a(1-3). Esse carboidrato é, também, usado
como matriz de encapsulamento para liberagdo controlada de forma combinada,
principalmente, com alginato, ou isoladamente (BURGAtNl. 2011; KOLESNYK et al.,

2015, WANDREY et al., 2010). A carragena pode formar particulas de diferentes formas e
tamanhos devido a sua capacidade de formar géis em presenca de cations! eoB®' K
(BANERJEE e BHATTACHARYA, 2012).

Quitosana, um polissacarideo linear, € considerado um copolimero formado por
ligagoes B-(1-4) de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina distribuidos aleatoriamente
(WANDREY et al., 2010). Esse polissacarideo forma, em meio acido, solu¢des viscosas nao
toxicas e biodegradaveis. A matriz de quitosana pode formar filmes e fibras, sendo utilizada
no encapsulamento e, principalmente, no revestimento de microparticulas (MATHUR e
NARANG, 1990; MUZZARELLI, 1973; KANMANI et al., 2011).

Proteinas do soro de leite sdo formadas basicamente de p-lactoglobulina, o-
lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas e glico-macropeptideos
(SZWAJKOWSKA et al., 2011). Proteinas do soro, desnaturadas ou combinadas com
polimeros de carboidratos, especialmente o alginato, tem sido usadas para o encapsulamento
(CHEN et al., 2014; VIDHYALAKSHMI et al., 2009). Esse polipeptideo forma gel por
ligacBes cruzadas nao covalentes (interacdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas) e, menos frequentemente, por interacbes covalentes como ligacdes dissulfeto
(TOTOSAUS et al., 2002).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar o encapsulamento de moléculas

bioativas por extrusédo para sistemas de administracéo oral, usando materiais poliméricos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacéo da estirpe bacteriana e bacteriofagos
O bacteriofago UFV-AREG1, isolado de agua residual de estabulo, apresenta

especificidade par&scherichia coliO157:H7 (LOPEZ et al., 2016). A sequéncia genémica
do fago UFV-AREG1 esta depositada no GenBank sob numero de acesso KX009778.3.
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Escherichia coliO157:H7 (ATCC 43895) foi utilizada como estirpe hospedeira do fago. O
fago foi propagado por técnica de plagueamento em dupla camada adaptada de Sambrook e
Russell (2001). Uma solu¢ao de fago (100 uL) foi misturada com 500 puL de E. coliem fase

de crescimento exponencial em 5 mL st#t-agar Brain Heart Infusion (0,7 %) (BHI-
Himedia, india) pré-aquecida a 45 °C e vertida na superficie de placas com agar BHI (1,2 %).
As placas foram incubadas durante 18-24 h a 37,0 + 0,5 °C. Seis mililitros de tamp&o SM
estéril (0,1 g mL* de gelatina- Merck, EUA; 100 mmol*LNaCl- Vetec, Brasil; 8 mmol t

MgSQ:- Chemco, Brasil; 50 mmol L Tris-HCI- Sigma-Aldrich, EUA, pH 7,5) foram
adicionados a superficie de cada placa. Os fagos eluiram para o tampaocvdrnigitem

uma plataforma agitadorahaker(Sartorius, Alemanha) a 100 rpm. A suspenséao de fago foi
coletada e centrifugada (20 min, 10 500 rpm, 4 °C; Beckman J2-MC) e o sobrenadante
filtrado em membrana com poro de 0,22 pm. O titulo dos fagos UFV-AREG1 foi determinado

em unidades formadoras de placas (UFP). A solugdo estoque de fagos foi armazenada em

tamp&o SM a 7 °C até a utilizac&o.

2.2. Montagem do sistema de encapsulamento por extrusao
O sistema foi montado com um compressor de ar (Olidef cz, Brasil), uma bomba de

seringa (PHD2000, Harvard Apparatus, EUA) e uma agulha (0,80 mm x 25 mm - 21 G,
Becton Dickinson, Brasil). A vazdo do liquido e o fluxo de ar foram regulados,
respectivamente, pela bomba de seringa e compressor de ar.

2.3. Determinacao dos parametros operacionais
O fluxo de ar do compressor, a vazdo do liquido da bomba de seringa e as

concentracdes das solugdes encapsulantes foram testados para obter gotejamento regular ¢
tamanho adequado das esferas. Os fluxos de ar maximo-médio-minimo, vazfes do liquido de
250 a 2500 puL min™, as concentraces das solugdes de alginato (baixa viscosidade- Sigma-
Aldrich, Brasil) de 0,1 a 3,0 g miLe as concentracbes das formulacbes de alginato-
(carragena- Sigma-Aldrich, EUA; proteina de soro de leite- 80%, Davisco Foods
International, EUA; quitosana- peso molecular médio, Sigma-Aldrich, EUA) de 0,8 a 2,5 g

mL™, foram os parametros operacionais testados.

2.4. Preparacéo dos fagos UFV-AREG1 encapsulados
As solucdes de encapsulamento foram preparadas como ségjoato: dissolvido

em Tris-HCI (pH 7,5 - 8,0) 50 mmol ™. carragena: dissolvida em &gua destilada pré-

aguecida;proteina de soro de leitaeidratada em agua destilada, aquecida a 80 - 90 °C
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durante 15 min e resfriada a temperatura ambiguitgsana:dissolvida em solugéo de &cido
acético 1,0 % (v/v). As solucdes foram agitadashakera 250 rpmdvernighta temperatura
ambiente de 25,0 £ 0,5 °C para a dissolu¢cdo completa dos polimeros.

Esferas carregadas com fagos UFV-AREG1 foram encapsuladas por extrusdo, como
descrito. Uma suspensé&o contenddUBP mL* de fagos foi adicionada em cada formulacéo
(razédo de 1:9 mL'b e homogeneizada (IKA Ultra Turrax, Alemanha). Essa mistura foi
expelida em solugdo de CaQSigma-Aldrich, Brasil) 0,1 mol £ a 25,0 + 0,5 °C sob
agitacdo com barra magnética. As esferas formadas foram deixadas endurecer durante 30 min
na solugcdo de Cagllavadas em agua destilada, filtradas e armazenadas em tubos estéreis

(esferas umidas) a 7 °C durante cinco meses.

2.5. Determinacao dos fagos UFV-AREGL livres e encapsulados viaveis
Fagos UFV-AREG1 encapsulados foram liberados dissolvendo 0,1 g de esferas em 0,9

mL de solucdo contendo 50 mmot te citrato de sédio (Neon Comercial, Brasil), 0,2 niol L
! de bicarbonato de sédio (Neon Comercial, Brasil) e 50 mmale.Tris-HCI (pH 7,5) sob
agitacdo a 25,0 + 0,5 °C. Os titulos dos fag6®/\AREG1 livres e liberados das esferas
foram determinados como descrito anteriormente e expressos em UFR WEP ¢ de

esferas Umidas, respectivamente.

2.6. Eficiéncia de encapsulamento e marcacdo com fluorescéncia para evidénciaalisu
de encapsulamento
A eficiéncia de encapsulamento foi determinada pelo célculo do titulo dos fagos livres

e encapsulados. A porcentagem de eficiéncia de encapsulamento (EE) dos fagos UFV-
AREG1 foi calculada como: EE (%)= [(quantidade de fagos liberados das esferas
Uumidas/quantidade de fagos inicialmente utilizada para preparar as esferas) x 100].

A marcacédo por fluorescéncia dos fagos UFV-AREGL foi realizada de acordo com a
metodologia adaptada de Bakhshayeshi et al. (2011). Um total de 1,2 mL da suspensao de
fagos (18 UFP mLY), 0,021 g de fluoresceina-5-isotiocianato (FITC- Sigma-Aldrich, EUA)

e 5 mL de N, N-dimetilformamida (DMF- Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados em 4 mL

de tampdo borato 0,1 mol‘L(pH 9,2). A suspensdo de fagos resultante foi dialisada em
tampdo SM em membrana de dialise (peso molecular limite de 14 000 Da, Sigma-Aldrich,
Brasil). O tampéao de dialise foi trocado duas vezes a cada 4 h para remover FITC livre. Os
fagos UFV-AREG1 marcados foram encapsulados e visualizados em microscépio canfocal d

varredura a laser (LSM 510 Meta Laser Scanning-Zeiss, Alemanha).

34



2.7. Caracterizacao reoldgica das solugbes encapsulantes
O comportamento reoldgico das solu¢des encapsulantes foi deterramaddmetro

rotacional de cilindros concéntricos (R/S plus SST 2000, Brookfield) utilizando-se o sensor
CC45. O equipamento forneceu os dados de tenséo de cisalhamento e taxa de deformacéo por
meio do software RHEOCALC V 1.1. As analises reologicas foram obtidas com variacdo da
taxa de deformacao de 0 a 300(surva ascendente) e de 300 &'@aurva descendente) com

tempo de 2 min para cada curva. As medi¢des foram realizadas a 25,0 £ 0,5 °C e tomadas a
cada 4 s. O modelo reoldgico de OstwadeM/aele ¢=Ky") foi ajustado para as curvas

experimentais obtidas.

2.8. Caracterizacdo morfolégica das esferas
Trinta esferas, por formulacdo, foram medidas para a caracterizagdo morfolégica

(aparéncia, forma e tamanho) em microscopio optico (Carl Zeiss, Alemanha).

2.9. Andlise estatistica
Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado em

triplicata e os resultados apresentados como média + desvio padrdo (DP). Diferencas
significativas p< 0,05) foram analisadas com o teste Tukey no software Minitab 16 (Minitab
Inc., EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Montagem do sistema de encapsulamento por extrusao
Os componentes basicos utilizados para a montagem do sistema (compressor de ar,

bomba de seringa e agulha) foram adequados para o encapsulamento por extrusdo dos fagos
UFV-AREGL1. As esferas foram formadas pela quebra do jato de liquido laminar quando foi

aplicado um fluxo de ar adequado ao jato de liquido (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema do sistema de encapsulamento montado com bomba de seringa (1),
compressor de ar (2) e agulha (3). Detalhe do bocal de saida da solucdo pela
agulha (A).

O sistema montado foi eficaz para encapsular fagos UFV-AREG1 em esferas de
alginato, alginato-carragena, alginato-proteina do soro e alginato-quitosana pelo método de
extrusdo e gelificacdo induzida por CaGD sistema mostra potencial para aplicagbes na
medicina, cosméticos e perfumaria, industrias de alimentos e biotecnologia e na culinéria.
Este equipamento pode, também, imobilizar células, enzimas, farmacos, micro-organismos,
Oleos essenciais e outros (proteinas, carboidratos e lipidios) para sistemas de liberacéo
controlada e em processos de esferificacdo de alimentos na gastronomia.

O sistema foi compativel com diversos polimeros naturais, operou em temperaturas
brandas, manteve a viabilidade das particulas virais devido a baixa tensdo de cisalhamento
durante a formacéo das esferas, produziu esferas com ampla gama de tamanhos, otimizou a
formacao das esferas pelo ajuste da vazao do liquido e fluxo de ar, possibilitou condi¢cdes
estéreis de trabalho, foi de facil montagem e operacédo do sistema, produziu maior quantidade
de esferas/min em relacdo a extrusdo manual com seringa e tornou acessivel a técnica de

extrusdo sem necessidade de equipamentos comerciais.

3.2. Determinacao dos parametros operacionais
O tamanho e o numero de esferas produzidas por unidade de tempo variaram com a

concentracdo da solugéo, vazao do liquido e fluxo de ar. O fluxo de ar méximo produziu
esferas pequenas e em maior numero, independentemente da vazdo do liquido ou

concentracdo das solucdes (Material suplementar).
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A concentracdo de alginato nas solugbes foi um fator relevante que influenciou a
formacdo das esferas. Concentracéo inferior a 0,5 gmib produziu esferas e, superior a
3,0 g mL*, ndo permitiu a passagem da solucéo pela agulha devido & elevada viscosidade.

O tamanho homogéneo, a forma esférica regular e a velocidade da producdo das
esferas, foram os parametros observados para selecionar o fluxo de ar, vazdo do liquido e as
concentracdes das formulacdes encapsulantes. Os melhores resultados foram obtidos com
fluxo de ar médio, vazéo do liquido d®@ pL min™ e concentracdes finais de alginato de
0,75 g mL* e 1,0 g mL}, sozinho ou combinado (razdo de 1:1 mL¥jLem ambas as
concentracdes, com carragena (1,25 g)mproteina do soro de leite (1,5 g Mle quitosana
(0,5 g mLY) (Tabela 1).

Tabela 1 - Formulacdes (Form) com diferentes concentraces (g) mé alginato (Alg),
caragena (Car), proteina do soro de leite (Prot), quitosana (Qui), total de
polimero (Tot) e pH das solu¢des.

Form Alg Car Prot Qui Tot pH

AL1 0,75 - - - 0,75 7,63 +0,01
AL2 1,0 - - - 1,0 7,62 +0,01
AL3 15 - - - 15 7,47 £0,01
AL4 2,0 - - - 2,0 7,56 + 0,06
CAl 0,75 1,25 - - 2,0 7,45 + 0,05
CA2 1,0 1,25 - - 2,25 7,38+ 0,01
WP1 0,75 - 1,5 - 2,25 7,08 £ 0,02
WP2 1,0 - 15 - 2,5 7,14 £ 0,01
CH1 0,75 - - 0,5 1,25 4,58 + 0,01
CH2 1,0 - - 0,5 1,5 4,58 + 0,04

Alginato 0,75 g mL* (AL1), Alginato 1,0 g mL* (AL2), Alginato 1,5 g mL* (AL3), Alginato
2,0 g mL! (AL4), Alginato 0,75 g m[*-Carragena 1,25 g miL(CA1), Alginato 1,0 g mL-
Carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 0,75 g mt-Proteina do soro 1,5 g rtL(WP1),
Alginato 1,0 g m[-Proteina do soro 1,5 g ml(WP2), Alginato 0,75 g mt-Quitosana 0,5 g
mL™ (CH1), Alginato 1,0 g mt-Quitosana 0,5 g mt.(CH2).

3.3. Formacao das esferas carregadas com fagos UFV-AREGL1
O titulo inicial do fago UFV-AREG1 antes do encapsulamento estava entre 9,7 e 9,9

logio UFP mL! e as esferas foram preparadas com sucesso em todas as formulacdes com
elevada carga de fagde 9,6 a 9,9 log, UFP ¢' de esferas imidas. O método de extruséo
com gelificagdo do alginato na presenca de £aflesentou vantagens como elevada carga
de fagos UFV-AREG1 nas esferas e manutencdo de seu niumero, com perdas muito baixas no
titulo.

A elevada carga de fagos UFV-AREGL1 nas esferas, sem perda significativa no titulo,

foi devido as condi¢fes brandas utilizadas durante o processo de encapsulamento, incluindo a
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producdo e dissolucdo das esferas. Este resultado é semelhante ao encontrado de baixa
reducédo no titulo (< 1%) de fagos K encapsulados por extrusdo em microesferas de alginato-

proteina do soro, em equipamento comercial (TANG et al., 2015).

3.4. Eficiéncia de encapsulamento e evidéncia visual do encapsulamento
As eficiéncias de encapsulamento das formulacées foram semell@En®65) com

média de 99,9 % + 1,1 %. O titulo do fago por esfera variou de 7,8 a & U esfera
sem diferencape 0,05) entre as formulagbes, mostrando que o fago UFV-AREG1 foi

eficientemente aprisionado nas dez formulacées das matrizes com alginato (Tabela 2).

Tabela 2 - Formulacdo (Form), producao das esferas (Prod), eficiéncia de encapsulamento
(EE) e titulo do fago por esfera (Tit) (média + DP).

Form Prod (Esferas mif EE (%) Tit (logio UFP esfera)
AL1 220 + 12 98,7+1,7 8,6+09
AL2 204 + 5% 98,3+1,7 8,7+1,3
AL3 208 + 7% 99,7 +0,8 8,2+0,f
AL4 234+ 8 100,0 + 0,7 8,1+0,2
CA1 213 + 19 101,0 + 1,7 79+0,5
CA2 228 + 12° 99,9 +1,7 79+04
WP1 266 + 16 1012 +1,7 8,1+0,F
WP2 241+ & 100,2 +0,3 8,4+0,2
CH1 194 + 13° 101,3+1,8 78+03
CH2 189 + 12 98,7+ 1,F 78+0,5

Valores seguidos de mesma letra por coluna ndo diferem enpre @j05). Alginato 0,75 ¢
mL? (AL1), Alginato 1,0 g mL* (AL2), Alginato 1,5 g m[* (AL3), Alginato 2,0 g mr*
(AL4), Alginato 0,75 g mL[}-Carragena 1,25 g mL(CA1), Alginato 1,0 g ml-Carragena
1,25 g mL* (CA2), Alginato 0,75 g mE-Proteina do soro 1,5 g ritl(WP1), Alginato 1,0 g
mL™*-Proteina do soro 1,5 g iL(WP2), Alginato 0,75 g mt-Quitosana 0,5 g mt (CH1),
Alginato 1,0 g m[*-Quitosana 0,5 g mt (CH2).

As elevadas eficiéncias de encapsulamento dos fagos UFV-AREG1 nas dez
formulacdes mostrou que os polimeros alginato, carragena, proteina do soro e quitosana
apresentaram boa compatibilidade com o fago, sem efeitos prejudiciais significativos na
viabilidade dos mesmos. As eficiéncias de encapsulamento de fagos UFV-AREG1 podem ser
comparadas aquelas dos fagos Felix O1 em microesferas de alginato, 93,3% * 5,7% (MA et
al., 2008) e em matriz de alginato-proteina do soro, proximo de 99% (TANG et al., 2013) e a
dos fagos K em microesferas de alginato com ou sem carbonato de calcio, 93% - 95% (MA et
al., 2012). Isso mostra que a composi¢cdo e concentracao total de polimero nas esferas néo
afetaram a eficiéncia de encapsulamento dos fagos UFV-AREG1.
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As proteinas do capsideo dos fagos UFV-AREG1 foram marcadas via reagdo dos
grupos amina livres nos aminoécidos lisina com FITC (Figura 2a). A fotomicrografia
confocal mostrou que fagosFW-AREG1 estavam inteiramente encapsulados dentro da
esfera ao invés de adsorvidos superficialmente, além disso, estavam homogeneamente

distribuidos na esfera (Figura 2b).

H
|
N—,
1
H

N=C=s

Fluoresceina-5-isotiocianato
(FITC)

b) Fago UFV-AREG1

s | ] B SN, t 1
100 pm 100 pm S 100 pim

Figura 2 - Reacdo dos grupos amina livres nos aminoacidos lisina com fluoresceina-5-
isotiocianato (FITC) (a). Fotomicrografia confocal de uma esfera de alginato-Ca
contendo fagos UFV-AREG1 marcados com FITC (excitacdo: 490 nm e
emissdo: 525 nm) (b). Campo fluorescente (A), campo claro (B), sobreposicao
das fotomicrografias A e B (C). Ampliacao de 20X.

A confirmacéo, pela emissédo de fluorescéncia do FITC, de que os fagos UFV-AREGL1
estavam dentro das esferas reforca o resultado de elevada eficiéncia de encapsulamento dos
mesmos. A técnica de fluorescéncia pode marcar outros fagos e uma diversidade de virus de
mamiferos, pois quase todas estas particulas virais possuem residuos de lisina em seu
capsideo (BAKHSHAYESHI et al., 2011; GITIS et al., 2002). Esta técnica, além de ser uma
forma de confirmar o encapsulamento de fagos pelo método de extrusdo
(PUAPERMPOONSIRI et al., 2009), permite o estudo das dimensfes, forma e propriedades
fisicas de fagos (BAKHSHAYESHI et al., 2011), uma vez que o tamanho e a forma dos

mesmos nao sao afetados por esse tipo de marcacéo fluorescente (GITIS efal., 2002
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3.5. Caracterizacao reoldgica das solugbes encapsulantes
A relacao entre tenséo de cisalhamento e taxa de deformacé&o de todas as formulagcdes

usadas para o encapsulamento ndo foi constante, dessa forma, possuem comportamento
reologico de fluido ndo-newtoniano. As formulacbes CA1l, CA2, CH1 e CH2 apresentaram
tixotropia, diminuindo sua viscosidade mesmo sob taxa de deformacéo constanté/%300 s
min). As demais formulacbes podem ser classificadas como fluidos n&o-newtonianos
independentes do tempo, por terem propriedades reolégicas independentes do tempo de

aplicacdo da tenséo de cisalhamento (Figura 3).
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Figura 3 - Reogramas com valores médios de tensdo de cisalhamento (t, Pa) e taxa de
deformacaoy, s) por formulacdo a 25 °C (apds a quebra da tixotropia). Rampa
ascendente e descendente. Linhas: Modelo de Ostwald-de-Waele. Alginato 0,75 g
mL? (AL1), Alginato 1,0 g mL* (AL2), Alginato 1,5 g m[* (AL3), Alginato 2,0
g mL* (AL4), Alginato 0,75 g m[*-Carragena 1,25 L™ (CA1), Alginato 1,0 g
mL*-Carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 0,75 g mt'-Proteina do soro 1,5 g
mL™? (WP1), Alginato 1,0 g mE-Proteina do soro 1,5 g rtl(WP2), Alginato
0,75 g mL*-Quitosana 0,5 g mt (CH1), Alginato 1,0 g mE-Quitosana 0,5 g
mL™ (CH2).
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O comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico de todas as formulagdes ocorre pelo
fato de que em repouso, as moléculas das solu¢gBes se encontram em um estado desordenad
e, em elevadas taxas de deformacédo, ficam aproximadamente alinhadas, diminuindo a
viscosidade aparente. A ordenacdo aumenta com essa forca e, consequentemente, a
viscosidade aparente diminui (SCHRAMM, 2006). Emulsdes, suspensdes e dispersdes sao
exemplos (HAMINIUK, 2005).

Os valores do indice de comportamento ao escoamentte (todas as formulacdes
foram menor que a unidade, evidenciando comportamento ndo-newtoniano e pseudoplastico
das solugbes, com viscosidade aparente diminuindo com o aumento da taxa de deformacéo
aplicada (Tabela 3, Figura 4).

Tabela 3 - Formulacdo, Modelo de Ostwald-de-Waele e Soma dos Quadrados dos Desvios

(SQD).
~ Ostwald-de-Waeler(= Ky™)

Formulacéo K(Pa.9) N SQD
ALl 0,0776 0,93 146,11
AL2 0,2545 0,83 40,81
AL3 1,3232 0,71 4208,14
AL4 4,3672 0,62 1232,08
CAl 1,1626 0,60 96,75
CA2 1,8934 0,60 198,14
WP1 0,1576 0,85 61,55
WP2 0,4252 0,77 13,02
CH1 7,0565 0,44 275,22
CH2 7,689 0,44 5907,82

T tensdo de cisalhamento (Pa); y: taxa de deformac&o s K: indice de consisténcia (P¥;s
n: indice de comportamento ao escoamento (adimensional).
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Figura 4 - Curvas de viscosidade aparentg) (por formulagdo a 25 °C (apos a quebra da

tixotropia). Rampa ascendente e descendente. Alginato 0,75 g (A&iL1),
Alginato 1,0 g m[* (AL2), Alginato 1,5 g m[* (AL3), Alginato 2,0 g mr*
(AL4), Alginato 0,75 g m[*-Carragena 1,25 g miL(CA1), Alginato 1,0 g mt-
Carragena 1,25 g mL(CA2), Alginato 0,75 g mL-Proteina do soro 1,5 g ritL
(WP1), Alginato 1,0 g mt-Protefna do soro 1,5 g ritl(WP2), Alginato 0,75 g
mL™*-Quitosana 0,5 g mt (CH1), Alginato 1,0 g mt-Quitosana 0,5 g mt
(CH2).

43



O comportamento ndo-newtoniano e peseudoplastico das solugbes com valores de
menores que 1 indica o grau de pseudoplasticidade e, quanto menor este valor, mais
pseudoplastico € o material (CHHABRA and RICHARDSON, 2008). A reducéo do valor de
n para uma mesma concentracdo de alginato (0,75 ou 1,0y fimiLobservada quando
carragena, proteina do soro e quitosana foram adicionados as formulac¢des, sendo que a adigac
de quitosana levou a maior reducao no valon,dedicando maior pseudoplasticidade nessas
formulacdes. Os menores valores rdgara as formulagcdes com quitosana (CH1 e CH2)
podem estar relacionados com a maior dificuldade de passagem das solu¢cdes pela agulha e
formacdo de esferas com formatos mais irregulares. Solucbes de polimeros apresentam,
normalmente, valores deentre 0,3 e 0,7, mas isto depende de fatores como concentracao e
peso molecular do polimero (CHHABRA, 2010). Solucdes oopnéximo de 1 estdo mais
sujeitas de apresentar comportamento de fluido newtoniano, como a solucao AL1.

O valor do indice de consisténchks) (para uma mesma concentracdo de alginato (0,75
ou 1,0 g m') aumentou com a adicdo de carragena, proteina do soro e quitosana as
formulacdes. O valor d€ também aumentou com o aumento da concentracao de alginato nas
formulacBes para uma mesma concentracéo de carragena (1,25, gmteina do soro (1,5
g mL™) e quitosana (0,5 g mf) (Tabela 3).

A constanteK esté relacionada com a prépria viscosidade do produto, ou seja, com a
resisténcia ao fluxo. O aumento no valorKigara uma mesma concentragdo de alginato
devido a adicdo de carragena, proteina do soro e quitosana, indica aumento na viscosidade das
solucdes. As solucdes com maiores valorelk (l@H1 e CH2) apresentaram maior resisténcia
a passagem pela agulha, mostrando que o aumento da viscosidade da solucdo dificulta a
extrusdo. De forma semelhante, para uma mesma concentracdo de carragena, proteina do sorc
e guitosana, o valor d€ aumenta com o aumento da concentracdo de alginato. Logo, o
alginato e os demais polimeros contribuiram para o aumento da viscosidade das formulacdes,
sendo que a quitosana foi a que mais influenciou no valdr e entanto, a viscosidade das
solugdes nédo afetou a eficiéncia de encapsulamento do fago UFV-AREGL1.

3.6. Caracterizacdo morfolégica das esferas
O tipo de material de encapsulamento influencipa ©,05) no tamanho, forma e
aparéncia das esferas devids variagbes na pseudoplasticidade e viscosidade das

formulacdes encapsulantes (Tabela 4, Figura 5).
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Tabela 4 -Formulagéo, peso umido (mg), diametro (mm) e volume (mm?) das esferas (média

+ DP).

Formulacao Peso umido Diametro Volume
ALl 1,51 + 0,08 1,39 + 0,09 1,43 +£0,28
AL2 1,94 +0,18 1,47 +£0,12 1,68 +0,4%
AL3 2,11 +0,09 1,44 +0,07 1,58 £0,28
AL4 2,17 +0,00 1,54 + 0,08 1,93 +£0,25
CAl 2,04 + 0,06 1,52 + 0,09 1,85 +0,3%
CA2 2,16 +0,18 1,43+0,14 1,56 + 0,47
WP1 1,64 + 0,00 1,47 +0,1% 1,69 + 0,38
WP2 1,66 + 0,02 1,40 + 0,09 1,46 0,28
CH1 4,91 0,50 1,86 +0,2% 3,46 +1,18
CH2 7,42 + 0,40 2,32 +0,3% 6,81 + 3,02

Valores seguidos de mesma letra por coluna ndo diferem engre 3j06). Alginato 0,75 g
mL?* (AL1), Alginato 1,0 g mL* (AL2), Alginato 1,5 g m[* (AL3), Alginato 2,0 g m[*
(AL4), Alginato 0,75 g mL}-Carragena 1,25 g mL(CA1), Alginato 1,0 g ml-Carragena
1,25 (CA2), Alginato 0,75 g mit-Proteina do soro 1,5 g m(WP1), Alginato 1,0 g mt-
Proteina do soro 1,5 g rtL(WP2), Alginato 0,75 g mit-Quitosana 0,5 g mt (CH1),
Alginato 1,0 g m[*-Quitosana 0,5 g mt(CH2).

Figura 5 - Microscopia 6ptica das esferas umidas mostrando tamanho, forma e aparéncia.
Alginato 0,75 g m[* (AL1), Alginato 1,0 g m[* (AL2), Alginato 1,5 g mL*
(AL3), Alginato 2,0 g mLC* (AL4), Alginato 0,75 g m[*-Carragena 1,25 g mL
(CA1L), Alginato 1,0 g mI*-Carragena 1,25 g mi.(CA2), Alginato 0,75 g mi-
Proteina do soro 1,5 g itl(WP1), Alginato 1,0 g mt-Proteina do soro 1,5 g
mL?* (WP2), Alginato 0,75 g mt-Quitosana 0,5 g mt (CH1), Alginato 1,0 g
mL™*-Quitosana 0,5 g mt (CH2).

As esferas produzidas com alginato (AL1, AL2, AL3 e AL4) apresentaram coloracao
transparente, tamanho uniforme e forma globular com o aumento da concentracdo desse

polimero. Esferas com superficies externas arredondadas, tamanho uniforme e coloragéo
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esbranquicada foram obtidas com a adicdo de carragena nas formulagdes com alginato (CAl e
CA2). Esferas de coloragdo branca, tamanho uniforme e geralmente esférico foram
produzidas com a adicdo de proteina do soro nas formula¢cées com alginato (WP1 e WP2). O
tamanho médio semelhantg>(0,05) das esferas das formulacbes AL1, AL2, AL3, AL4,

CA1l, CA2, WP1 e WP2 mostra que a concentracéo de alginato ndo afetou o peso, diametro e
a forma das mesmas. A adicdo de quitosana nas formulagées com alginato (CH1 e CH2)
afetou as caracteristicas morfoldgicas das esferas. Ambas as formulagbes apresentaram
esferas significativamente maiores que das demais formulacdes, além de diversidade de
tamanho, coloracdo bege e forma tendendo a esférico. Esferas com caracteristicas semelhantes
as obtidas foram relatadas no encapsulamento de fagos Felix O1 em alginato revestido com
quitosana, resultando em microesferas com superficies externas arredondadas e tamanho
variando de 740 - 810 um (MA et al., 2008) e no encapsulamento de fagos K em alginato,
produzindo esferas com geometria esférica, superficie lisa e tamanho uniforme (900 + 28 um)
(MA et al., 2012).

A concentracao total de polimero nas formulacées ndo afetou as dimensdes, forma e
tamanhos das esferas produzidas pelo sistema. As esferas das formulacées WP2, WP1 e CA2
continham as maiores concentracdes totais de polimero (2,5%, 2,25% e 2,25%,
respectivamente), no entanto, as esferas que apresentaram maiores diametros foram as da:
formulac6es CH1 e CH2, cujas concentracfes de polimero se encontram entre as menores. A
falta de efeito da concentracao total de polimero nas dimensdes, forma e tamanhogadas esfe
produzidas pelo sistema diferem de outros autores, que demonstraram que quanto maior a
concentracdo total de polimero, maior o didmetro e maior a distribuicdo de tamanhos das
microesferas produzidas (TANG et al., 2013; 2015). O aumento da concentragdo de alginato
aumentou o didametro e a variacdo de tamanho de microesferas (SHI et al., 2013) e
microesferas de alginato-proteina do soro contento fagos K com maior concentracao total de
polimero (5,8%), também apresentaram maior didmetro (880 + 80 um) e distribuicdo mais
ampla de tamanhos (TANG et al., 2015).

Esferas com quitosana (CH1 e CH2) apresentaram relacéo entre viscosidade aparente e
tamanho, formando esferas com maior didmetro, maior variacdo de tamanho e formatos mais
irregulares por constituirem uma das solugdes mais viscosas. A maior variabilidade das
esferas das formulacbes com quitosana pode também ser explicada pela dificuldade de
passagem das solugdes pelo calibre da agulha utilizada (21 G), pois aquelas com maiores

calibres facilitariam a passagem de solugbes encapsulantes de maior viscosidade. Isto n&o foi
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estudado, pois a configuracéo do sistema de encapsulamento foi padronizada visando produzir
esferas de tamanhos menores e uniformes. A producédo de esferas com diametro de 1,39 a 2,32
mm obtida com a agulha de calibre 21 G pode ser alterada com 0 uso de agubassl
calibres, como relatado na producéo de esferas de alginato-proteina de ervilha com agulhas 20
G e 27 G, resultando em esferas com diametros de 2,17 mm e 1,75 mm, respectivamente
(KLEMER et al., 2011). A forca de arraste ou tensédo interfacial e vazdo podem, também,

aumentar a variabilidade de forma e tamanho das esferas com quitosana.

4. CONCLUSAO

O sistema de encapsulamento por extrusdo, montado a partir de equipamentos
convencionais, é compativel com polissacarideos e proteinas produzindo esferas com elevada
carga de fagos, indicando que a combinacdo do sistema de encapsulamento, matrizes
poliméricas e parametros do processo, garantem condi¢cfes propicias para o encapsulamento
de biomoléculas para uso em sistemas de transporte. Além disso, as caracteristicas quimicas e
reologicas das solucbes encapsulantes tém impacto na producdo e nas caracteristicas
morfolégicas das esferas. No entanto, outros estudos sdo necessarios para avaliar o potencial
dos fagos encapsulados para a fagoterapia como moduladores da microbiota em ambientes

gastrointestinais.
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Material suplementar

Resultados mais relevantes para determinacao dos parametros operacionais mostrando
as diferencas no formato e tamanho das esferas ao variar a concentracdo das solucdes, vazac
do liquido e fluxo de ar.
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Figura S1 -Esferas produzdas no siste de encapsulameto. Vazao do quio: 500 a 2500
uL min?, fluxo de ar médio e concentracdes de Alginato de 0,54 @), 1,0 g

mL? (B), 1,5 g mL* (C), 2,0 g mL* (D), 2,5 g mL* (E) e 3,0 g mL* (F).
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Figura S2 -Esferas produzidas no sistema de encapsulamento. Vazao do liquido: 500 a 2500
pL min?, fluxo de ar médio e concentracdes de Alginato 0,75 g-@&rragena
0,05 g mL* (A), Alginato 0,75 g mI*-Carragena 0,25 g mi(B), Alginato 0,75 g
mL™-Carragena 0,5 g mL(C), Alginato 0,75 g mt-Carragena 0,75 g miL(D),
Alginato 0,75 g m[*-Carragena 1,0 g mL(E), Alginato 0,75 g mt-Carragena
1,25 g mL* (F), Alginato 0,75 g mi:-Carragena 1,5 g mL(G).
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Figura S3 - Esferas produzidas no sistema de encapsulamento. Vazao do liquido: 500 a 2500
uL min?, fluxo de ar médio e concentraces de Alginato 0,75 g-Rrbteina
do soro 0,05 g mit (A), Alginato 0,75 g mL}-Proteina do soro 0,25 g ML(B),
Alginato 0,75 g mL*-Proteina do soro 0,5 g mL(C), Alginato 0,75 g mL-
Proteina do soro 0,75 g MLD), Alginato 0,75 g mI*-Proteina do soro 1,0 g
mL™ (E), Alginato 0,75 g mt-Proteina do soro 1,25 g fil(F), Alginato 0,75 g
mL*-Proteina do soro 1,5 g fil(G).
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Figura S4 - Esferas produzidas no sistema de encapsulamento. Vazao do liquido: 500 a 2500
uL min?, fluxo de ar médio e concentracées de Alginato 0,75 g-@litosana
0,054 mL* (A), Alginato 0,75 g m[*-Quitosana 0,25 g mt(B), Alginato 0,75

g mL* -Quitosana 0,5 g nit.(C), Alginato 0,75 g mt-Quitosana 0,75 g mt

(D).
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Figura S5 -Esferas produzidas no sistema de encapsulamento. Vazéo do liquido: 500 a 2500
uL min?, fluxo de ar médio e concentracées de Alginato 1,0 §-@arragena
0,05 g mL* (A), Alginato 1,0 g mI*-Carragena 0,25 g miL(B), Alginato 1,0 g
mL™*-Carragena 0,75 g miL(C), Alginato 1,0 g m*-Carragena 1,0 g mt(D),
Alginato 1,0 g mC-Carragena 1,25 g mL(E), Alginato 1,0 g ml*-Carragena
1,5 g mL* (F).
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Figura S6 - Esferas produzidas no sistema de encapsulamento. Vazao do liquido: 500 a 2500

pL min?, fluxo de ar médio e concentracdes de Alginato 1,0 g-Rioteina do

soro 0,05 g mt* (A), Alginato 1,0 g mL-Proteina do soro 0,25 g mLB),
Alginato 1,0 g m*-Proteina do soro 0,5 g ritl(C), Alginato 1,0 g mL*-Proteina

do soro 0,75 g mt (D), Alginato 1,0 g m[*-Proteina do soro 1,0 g mL(E),
Alginato 1,0 g mC-Proteina do soro 1,25 g mML(F), Alginato 1,0 g mL-
Proteina do soro 1,5 g nl(G).
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Figura S7 - Esferas produzidas no sistema de encapsulamento. Vazao do liquido: 500 a 2500
uL min?, fluxo de ar médio e concentracdes de Alginato 1,0 ¢-Ruitosana
0,05 g mL* (A), Alginato 1,0 g m[*-Quitosana 0,25 g mt.(B), Alginato 1,0 g
mL™*-Quitosana 0,5 gL (C), Alginato 1,0 g m*-Quitosana 0,75 g mt(D).
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CAPITULO 3

Caracterizacao e liberagéo controlada de fagos UFV-AREGL1 para modular a

microbiota intestinal de animais

RESUMO

O uso de bacteriofagos (fagos) para modular a microbiota intestinal de animais reduz o risco
de contaminacdo de alimentos por micro-organismos causadores de doencas de origem
alimentar. No entanto, a viabilidade dos fagos € baixa em ambiente gastroint€stinal.
objetivo deste trabalho foi investigar as caracteristicas de protecdo e liberag#io dos

fagos UFV-AREGL1 encapsulados em esferas de alginato-polimeros preparadas por método de
extrusdo. Fagos descherichia coliO157:H7 (UFV-AREG1) foram caracterizados quanto a
viabilidade em diferentes temperaturas, luzes e pH. Alginato, carragena, quitosana e proteina
do soro de leite foram os polimeros base para o encapsulamento. ifegtes (fluido

gastrico simulado-FGS, fluido intestinal simulado-FIS e sais biliares) foram realizados
simulando as soluc8es gastrointestinais as quais os fagos sédo expostos quando administrados
oralmente. A viabilidade dos fagos encapsulados foi avaliada durante o armazenamento e
aposa secagem das esferas. O titulo dos fagos UFV-AREGL livres reduziu a um nivel
indetectavel 5 min apds exposicdo em pH abaixo de 3,4 e ap6s 150 s em FGS (pH 2,5),
indicando que os mesmos foram sensiveis a ambientes acidos. No entanto, a viabilidade dos
fagos UFV-AREGL1 foi mantida em esferas de alginato-proteina do soro, com reducao de
somente 0,04 ciclos lggno titulo dos mesmos, em pH 2,5 apés 2 h de exposicdo. Sais
biliares ndo afetaram a estabilidade dos fagos UFV-AREGL livres ou encapsulados, mesmo
incubados por 3 h em solugcdes de bile a 1 % e 2 %. O perfil de liberacdo dos fagos foi
semelhante ao incubar as esferas diretamente em FIS (pH 6,8) e ao serem tratadas
previamente em FGS e depois em FIS, com liberacédo rapida dos fagos UFV-AREG1 nos
tempos iniciais e gradual nos tempos seguintes. A viabilidade dos fagos encapsulados foi
mantida quando armazenados em refrigeracdo na forma Umida durante cinco meses. O
processo de secagem sem agentes protetores reduziu o titulo dos fagos a um nivel nao
detectavel, indicando que os fagos UFV-AREG1 encapsulados foram sensiveis a
desidratacadoAs esferas produzidas a partir de materiais poliméricos mantém os fagos UFV-
AREGL1 biologicamente ativos e com potencial para fagoterapia, uma vez que encapsulados,
permanecem viaveis em ambiente gastrointestinal para modular a microbiota de animais.
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Palavras-chave: Encapsulamento, entrega Bsaherichia colO157:H7, fagoterapia,

microbiota intestinal, microfluidica, polimeros naturais.
1. INTRODUCAO

Escherichia coliO157:H7 enterohemorragica € um dos agentes patogénicos mais
importantes causadores de doencas veiculadas por alimentos. Essa bactéria é anaerdbice
facultativa Gram-negativa, em forma de bastonete e a estirpe O157:H7, produz a toxina Shiga
(LIM et al., 2010). A familigEnterobacteriaceaeausa, aproximadamente, 9 000 infeccdes e
600 mortes por ano (CDC, 2013). Quatro surtoEdeoli O157:H7 foram relatados nos
Estados Unidos nos anos de 2016 e 2017 ligados a produtos carneos, brotos de alfafa, farinha
e manteiga de soja e amendoim, com um total de 108 casos relatados e 36 hospitalizacfes, das
qguais nove agravaram-se para a sindrome hemolitica urémica, atingindo em torno de 30
estados (CDC, 2017).

A contaminagdo humana cdi coli O157:H7 geralmente leva ao porte assintoméatico
ou diarreia sanguinolenta e, em casos mais graves, colite hemorragica e sindrome hemolitico-
urémica (BERRY e WELLS, 2010, LIM et al., 2010) e ocorre, principalmente, por agua e
alimentos contaminados e transferéncia entre individuos e animais, especialmente bovinos
(LIM et al., 2010). As estirpes d& coli O157:H7 estdo comumente presentes em uma vasta
gama de hospedeiros assintomaticos como bovinos e outros ruminantes, além de porcos,
cavalos, animais de estimacao e aves. A maioria dos casos de infecgbesghd®157:H7
esta associada a carne mal cozida e leite ndo pasteurizado (BERRY e WELLS, 2010) e mais
recentemente, a produtos derivados da carne de porco e vegetais folhosos (BERRY et al.,
2015, HONISH et al., 2017). Produtos alimentares de origem animal podem ser contaminados
pelo conteudo intestinal durante o abate ou a ordenha, pois este patdgeno pode sobreviver em
condicOes gastrointestinais (BERRY e WELLS, 2010; CHEKABAB et al., 2013).

O uso de fagos vem se tornando uma realidade promissora no combate a micro-
organismos resistentes a antibiéticos isolados de animais, humanos e alimentos (GOUVEA et
al., 2016, MENG et al. 1998, SCHROEDER et al., 2002). A terapia com fagos para diminuir a
colonizacéo deée. coli O157:H7 em animais vivos, tem sido desenvolvida, principalmente,
para bovinos e aves, mas a administracéo direta dos mesmos em agua ou no alimento para
animais pode néo ser bem sucedida (SILLANKORVA et al., 2012). Fatores fisico-quimicos,
como temperatura, acidez, salinidade e contetdo i6bnico podem afetar a viabilidade dos fagos
durante a passagem pelo trato gastrointesti@CZYK et al., 2011) devido a danos nos
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elementos estruturais, perdas de lipideos e alteracBes estruturais no material genético
(ACKERMANN et al., 2004).

O encapsulamento de fagos para administracdo oral € uma estratégia para a reducéo de
patdgenos entéricos em animais, diminuindo o risco de contaminacdo microbiana no inicio da
cadeia de processamento de alimentos (COLOM et al., 2017). Além disso, o encapsulamento
protege os fagos do pH baixo do estbmago e da atividade dos sais biliares e enzimas
intestinais (COLOM et al.,, 2017; STANFORD et al.,, 2010). Normalmente s&o usadas
matrizes poliméricas como materiais encapsulante e o alginato de célcio na sua forma pura ou
combinado com outros polimeros, incluindo outros carboidratos, proteinas e lipidios, € um
dos polimeros mais estudados e com mecanismo de acdo elucidada para administracédo oral
(WANDREY et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi investigar as caracteristicas de protecdo e likiaracéo
vitro dos fagos UFV-AREG1 encapsulados, a fim de apresentar uma alternativa para reduzir
patdgenos entéricos em animais, visando diminuir o risco de contaminag¢do de produtos de

origem animal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacéo dos fagos UFV-AREG1

Viabilidade dos fagos em temperatura ambiente e de refrigeracao

Suspensdes (1,0 mL) com aproximadamenfdJFP mL* de fagos UFV- AREG1 em
tampéao SM foram estocadas em microtubos em refrigeragcéao (7,0 £ 0,5 °C) e em temperatura
ambiente (25,0 £ 0,5°C) por 0, 1, 2, 4, 7 e 14 dias.

Viabilidade dos fagos em luz ultravioleta (UV) e fluorescente

Suspensdes (5,0 mL) com aproximadamenfdJFP mL* de fagos UFV- AREG1 em
tampéo SM foram expostas as luzes ultravioleta (G20TB, Starlux, China) a 50 cm de distancia
durante 0, 5, 10 e 15 min e fluorescente (T5, Empalux, Brasil) a 185 cm de distancia durante

0, 7 e 14 dias, em placas de Petri (100 mm x 15 mm) abertas.

Viabilidade de fagos em diferentes valores de pH
A viabilidade dos fagos UFV-AREG1 foi avaliada em solucéo de NaCl 0,24 mL

ajustada com solucdo de HCI (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) 1,0 emLpH 2,0; 2,5; 2,8;
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3,2; 3,6; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 durante 5 min. Suspensdes (100 pL) com aproximadarhente 10
UFP mL* de fagos UFV-AREG1 em tamp&o SM foram adicionadas em 9,9 mL de soluc&o de
NaCl pré-aquecida (37 °C).

2.2. Resisténcia de fagos UFV-AREGL livres e encapsulados ao fluido gastrico simulado
Fluido géastrico simulado (FGS) foi preparado dissolvendo 3,2 mg aelLpepsina
(Sigma-Aldrich, Brasil) em 2,0 mg miLde NaCl, pH 2,5 (US Pharmacopeial Convention,
2004; Tang et al., 2015). Esferas umidas contendo fagos UFV-AREG1l (0,1 g) das
formulacées de AL4 (Alginato 2,0 g rit), CA2 (Alginato 1,0 g mI:-Carragena 1,25 g mL
), WP2 (Alginato 1,0 g mt-Proteina do soro 1,5 g rifLe CH2 (Alginato 1,0 g mt-
Quitosana 0,5 g mt) (BATALHA et al., 2017) foram adicionadas a tubos de ensaio
contendo 0,9 mL de FGS pré-aquecido (37 °C) e incubados a 37,0 = 0,5 °C durante 120 min.
A incubacao sob condi¢des gastrointestinais foi terminada dissolvendo-se as esferas para a
determinar o titulo dos fagos liberados (1) ou transferindo as esferas para FIS (pH 6,8) (2).
Suspensdes (100 uL) de fagos UFV-AREGL1 livres foram adicionadas a tubos de
ensaio contendo 9,9 mL de FGS pré-aquecido (37 °C) e o titulo determinado a partir de

aliquotas (100 uL) tomadas a cada 15 s durante 5 min.

2.3. Estabilidade dos fagos UFV-AREGLI livres e encapsulados em sais biliares

Fagos UFV-AREG1 encapsulados (0,1 g) foram adicionados a tubos de ensaio
contendo 0,9 mL de fluido biliar simulado pré-aquecido (37 °C) (Sigma-Aldrich, Nova
Zelandia) a 1,0 mg mtou 2,0 mg mt* e incubados a 37,0+ 0,5 °Cpor1he 3h (MA et al.,
2012).

Suspensbes de fagos livres (100 pL) foram adicionadas a tubos de ensaio contendo 9,9
mL de fluido biliar simulado a 1,0 mg ritlou 2,0 mg mL* pré-aquecido (37 °C) e incubados
a 37,0 £ 0,5 °C durante 1 h e 3 h. Agua destilada (pH 7,0) foi utilizada como controle para os
fagos livres e encapsulados.

2.4. Liberacao dos fagos UFV-AREGL1 encapsulados em fluido intestinal simulado

Fluido intestinal simulado (FIS) foi preparado dissolvendo 10 mg de_pancreatina
(Sigma-Aldrich, EUA) em solucdo de KPO, 50 mmol L', pH 6,8 (US Pharmacopeial
Convention, 2004; Tang et al.,, 2015). Um total de 0,1 g esferas frescas (1) ou esferas

previamente incubadas por 120 min em FGS (2) foram adicionadas em microtubos contendo
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0,9 mL de FIS pré-aquecido (37 °C). As amostras foram incubadas a 37,0 £ 0,5 °C com
agitacao a 200 rpm.

2.5. Producéo de esferas secas carregadas com fagos UFV-AREGL1

Uma vez que as particulas fagicas podem ser sensiveis ao congelamento e liofilizacéo
(CLARK, 1962), a secagem ao ar a temperatura ambiente foi adotada como método de
secagem. Esferas umidas contendo fagos UFV-AREG1 foram secas ao ar durante 24 h a

temperatura ambiente de 23,0 + 0,5 °C e armazenadas em tubos estéreis a 7 °C.

2.6. Determinacao dos fagos UFV-AREGL livres e encapsulados viaveis

A preparacdo da estirpe bacteriana e dos fagos foi realizada como descrito
anteriormente. Fagos UFV-AREG1 encapsulados foram liberados dissolvendo 0,1 g de
esferas em 0,9 mL de solugéo contendo 50 mritadd. citrato de sédio (Neon Comercial,
Brasil), 0,2 mol [ de bicarbonato de s6dio (Neon Comercial, Brasil) e 50 mmaleLTris-
HCI (pH 7,5) a 25,0 £ 0,5 °C sob agitacao. O titulo dos fagos UFV-AREGL livres e liberados
das esferas foi determinado em unidades formadoras de placas (UFP) e expressos em UFP
mL? e UFP @ de esferas umidas, respectivamente. As esferas secas foram reidratadas em
tampé&o SM durante 15 min antes da dissolugéo.

2.7. Caracterizacdo morfologica das esferas contendo fagos UFV-AREG1

A morfologia e o tamanho das esferas iumidas e secas foram determinados utilizando
microscopio 6ptico (Carl Zeiss, Alemanha). Os efeitos de FGS e FIS sobre as esferas foram
analisados e visualizados por microscopia 6ptica, a partir de esferas coletadas apés incubacao
por 120 min em FGS e 6 h em FIS. Trinta esferas de cada formulacdo foram medidas para
determinar o tamanho médio e os dados apresentados como a média + desvio padrao (DP). A
morfologia da superficie das esferas foi observada utilizando microscépio eletrénico de
varredura (TM 3000, Hitachi High-Tech, Japéo) a 10 kV.

2.8. Andlise estatistica
Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado em

triplicata e os resultados apresentados em meédia + desvio padrédo (DP). Diferencas
significativas p< 0,05) foram analisadas com o teste Tukey no software Minitab 16 (Minitab
Inc., EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacéo dos fagos UFV-AREG1
As temperaturas de armazenamento nao afetaram o titulo do&JfagosSREG1,

com reducao de apenas 0,46 ciclogdagr °C (Figura 1a).
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Figura 1 - Viabilidade dos fagos UFV-AREG1 em diferentes temperaturas de

armazenamento (a), em diferentes tipos de luz (b) e pH (c). Limite de
deteccao, <1OUFP mL™.

62



A viabilidade semelhante dos fagos UFV- AREG1 nas duas temperaturas de
armazenamento mostra que a estrutura (capsideo e cauda) dos mesmos foi conservada
(ACKERMANN et al., 2004). A perda de viabilidade dos fagos em baixas temperaturas pode
estar relacionada a mudancas no comportamento das caudas em fagos da ordem dos
Caudoviralesjnibindo sua capacidade de infectar o hosped@HORNE e HOLT, 1974¢
a reducao do titulo dos fagos em temperaturas negativas (-20 °C) se deve a destruicdo das
particulas virais pelos cristais de gelo formados durante o congelamento (WARREN e
HATCH, 1969). A variabilidade do estresse térmico sobre os fagos € devido a diversidade de
ambientes em que podem ser encontrados, com relagdo direta com a temperatura 6tima de
crescimento do hospedeiro, que de modo geral, podem ser psicrotroficos, mesofilos ou
termofilos (COFFEY et al., 2011). A exposicao a temperaturas de -22 a 60 °C dos fagos de
coli O157:H7 (ell/2 e e4/1c) em caldo LB por 1h ndo afetou o titulo de cada fago. No
entanto, o titulo dos fagos foi reduzido ap6s exposicdo a 70 ou 80 °C (COFFEY et al. 2011).
Temperaturas em torno de 70 °C ou acima s&o capazes de inativar fagos que infectam
bactérias mesdfilas (COFFEY et al., 2011; LEE et al., 2016) por desnaturacdo das proteinas
do capsideo e que, a protecdo dos fagos contra a desnaturacdo térmica esta relacionada com .
formacao de ligacdes dissulfeto entre as proteinas (CALDEIRA e PEABODY, 2007).

O titulo do fago UFV-AREGI1 reduziu 1,20 ciclos ggpds 15 min de exposicdo a
luz UV e apenas 0,10 ciclos lpgiuando exposto por duas semanas a luz fluorescente (Figura
1b). A perda de viabilidade dos fagos exposto a luz visivel e UV esta relacionada a danos
causados nos acidos nucleicos. Os fagos podem ser inativados exponencialmente por luz UV
a taxas variaveis devido a alteragdes no DNA (ADAMS, 1959). A radiacdo UVB causa danos
diretos ao DNA com a producao de dimeros de bases pirimidicas (PFEIFER, 1997) e a UVC
impede a adsorcdo dos fagos (HANDELSMAN e STABB, 1996). O titulo de fagos de
Xanthomonasuspensos em tampdao e expostos a radiacdo UV (UVA + B) nao foi afetado até
a dose de 4 mJ/cne acima deste valor, o fago foi rapidamente inativado. A dose de 8imJ/cm
foi suficiente para reduzir viabilidade da suspenséo de fagos em 80% (IRIARTE et al., 2007).

Apos a adicdo do fago, o pH das solucdes finais foram 1,9; 2,5; 2,9; 3,4; 4,8; 6,0; 6,7;
6,8 e 6,8, cujos valores estdo dentro da faixa encontrada no trato gastrointestinal de animais.
Os fagos UFV-AREG1 (9,89 + 0,85 UFP HjLforam sensiveis a ambientes &cidos com
reducdo do titulo a um nivel ndo detectavel apés 5 min de incubagédo em pH abaixo de 3,4.
Em pH 3,4, a queda no titulo foi de 4,5 ciclos§0@,39 + 1,38 UFP mt) e acima de pH
3,4, a maior reducdo no titulo foi de 0,25 ciclosddérigura 1c). Os fagos UFV-AREGL1

63



foram sensiveis a ambientes 4cidos e a diminui¢cdo do titulo a um nivel indetectavel em
valores baixos de pH pode ser devido a processos de agregacao (LANGLET et al., 2007). Este
resultado foi semelhante ao observado em fagos Felix O1, que foram inativados apos 5 min de
incubacdo em pH abaixo de 3,7 (MA et al., 2008). A concentracdo de ions de hidroggnio (H

no meio permite a agregacdo de fagos, pois em pH préximo ou abaixo do ponto isoelétrico
(PI) das proteinas do capsideo, ocorre neutralizagdo das interacdes eletrostaticas (repulsao)
predominando as intera¢cdes atrativas (Van der Waals e interacdes hidrofobicas) que favorece
0 contato entre os fagos resultando em agregacdo. A agregacdo de fagos é um fendmeno
reversivel, no entanto, € interpretada como inativagéo na determinacao do titulo. Os fagos séo
quantificados por contagem de unidades infecciosas (unidades formadoras de placas ou UFP)
(OLSON et al., 2004, DAWSON et al., 2005) e uma unidade pode ser constituida por uma
particula viral individual ou por um unico agregado (contendo varias particulas virais
individuais). Logo, a agregacdo pode explicar a redug¢do no titulo quando o pH< PI das

proteinas dos fagos visto que, 0 aumento no nimero de fagos agregados reduz o nimero de
placas de lise formadas em comparacdo com o numero de placas de lises que seriam formadas
se os fagos estivessem individualizados.

A sensibilidade ao pH é um dos fatores mais importantes para a manutencédo da
viabilidade dos fagos administrados oralmente (LY-CHATAIN, 2014). O encapsulamento
deve proteger os fagos de acidos e enzimas presentes no fluido gastrico e libera-los no
ambiente alcalino do intestino. Dessa forma, o presente trabalho selecionou quatro
formulacdes (AL4, CA2, WP2 e CH2) para 0s ensa@iogtro por apresentarem as maiores
concentracbes de polimeros e eficiéncias de encapsulamento de fagos UFV-AREG1

semelhantes.

3.2. Resisténcia dos fagos UFV-AREGL livres e encapsulados ao fluido gastrico simulado

O titulo dos fagos UFV-AREGL1 livres nédo foi detectavel apés 150 s de exposicao em
FGS (pH 2,5) (Figura 2a), confirmando a necessidade de serem protegidos por
encapsulamento em matrizes que assegurem sua viabilidade na passagem pelo trato

gastrointestinal.
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Figura 2 - Viabilidade dos fagos UFV-AREGL livres ap0s exposi¢do em FGS (pH 2,5) e em
agua destilada (pH 7,0) a 37 °C durante 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135,
150, 165 e 180 s. Tratamentos com fagos indetectaveid (3@ mL?') foram
considerados como zero (a). Viabilidade dos fagos UFV-AREG1 encapsulados
em esferas de Alginato 2,0 g thi(AL4), Alginato 1,0 g m[*-Carragena 1,25 g
mL™ (CA2), Alginato 1,0 g mL-Proteina do soro 1,5 g ML(WP2) e Alginato
1,0 g mL*-Quitosana 0,5 g nit (CH2) apés exposicdo em FGS (pH 2,5) e em
agua destilada (pH 7,0) a 37 °C durante 0, 5, 15, 30, 60, 90 e 120 min.
Tratamentos com fagos indetectaveis (<WEFP g') foram considerados como
zero (b). Micrografias épticas das esferas de Alginato 2,04 (AL4), Alginato
1,0 g mL*-Carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 1,0 g mL*-Proteina do soro
1,5 g mL* (WP2) e Alginato 1,0 g mt-Quitosana 0,5 g mt (CH2) apds
exposicdo em FGS (pH 2,5) a 37 °C (c).
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A reducdo no titulo dos fagos UFV-AREG1 em condi¢cdes gastricas se deve a
presenca de Hno meio que favorece o contato e a agregagdo das particulas virais
(LANGLET et al., 2007). Este resultado foi semelhante ao encontrado para fadiisiae
vulnificus que perderam a viabilidade apds 2 min de exposicdo em FGS em pH abaixo de 2,7
(KOO et al., 2000).

O titulo dos fagos UFV-AREGL1 encapsulados em AL4, CA2, WP2 e CH2 durante
120 min de exposicdo em FGS (pH 2,5) é apresentado na Figura 2b, mostrando a protecéo
proporcionada por cada formulacdo. O mecanismo sugerido para protecdo dos fagos por
encapsulamento baseia-se em evitar ou retardar o contato direto dos fagos com o meio &cido,
assim, a taxa de difusdo dos protqrE) para o interior das esferas esta inversamente
relacionada com a protecéo do fago (MA et al., 2008; TANG et al., 2013). O comportamento
dos fagos UFV-AREGL1 nado encapsulados e encapsulados mostrou que os mesmos foram
protegidos do fluido gastrico pelo encapsulamento. A menor protecdo aos fagos UFV-AREG1
foi dada pelas esferas compostas por alginato-quitosana (CH2), com reducao do titulo a um
nivel indetectavel apos 60 min de exposicdo em FGS. Isto pode ser devido a degradacdo da
quitosana por hidrélise acida resultando em diminui¢cdo no peso molecular médio, viscosidade
e perda de resisténcia mecéanica, uma vez que o acido atua como um catalisador que divide as
cackias do polimero (SZYMANSKA e WINNICKA, 2015). Além disso, o contato dos fagos
com o meio &cido pode ter sido causado pela solubilidade da quitosana em pH abaixo de seu
pKa (6,3-7,0), em virtude dos residuos amina na cadeia (SOGIAS et al., 2010). Este resultado
€ semelhante ao observado para o titulo de fagos Felix O1 encapsulados em microesferas de
alginato revestidas com quitosana, que reduziu 2,58 ciclgsdpgs 60 min de incubacdo em
FGS (pH 2,4) (MA et al., 2008). O titulo de fagos K encapsulados em microesferas de mesma
composicao, reduziu a um nivel indetectavel apés 90 min de incubacdo em FGS (pH 2,5)
(MA et al, 2012). E o encapsulamento de bactérias probioticas em microesferas de alginato-
quitosana forneceu apenas uma protecdo parcial contra a acidez do estdmago
(KRASAEKOORPT et al., 2004). O titulo dos fagos UFV-AREG1 encapsulados em esferas de
alginato-carragena (CA2) reduziu 4,71 ciclos;dogpds 120 min de exposicdo em FGS. O
contato das particulas virais com o FGS pode ser devido a despolimerizacdo da carragena por
hidrolise em meio acido (STANLEY, 2011), levando a reducé&o no titulo. Os titulos dos fagos
UFV-AREG1 encapsulados em esferas de alginato (AL4) e alginato-proteina do soro (WP2)
reduziram 2,39 e 0,04 ciclos lpg respectivamente. O tamanho dos poros da matriz de
alginato varia de 5 a 200 nm (ANDRESEN et al.,, 1977; KLEIN et al.,, 1983) sendo
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suficientemente pequeno para oferecer protecdo aos fagos UFV-AREGL1 (cabeca: 114 x 86
nm e cauda: 117 x 23 nm) (LOPEZ et al.,, 2016). Além disso, o alginato apresenta
caracteristica de gel em pH abaixo de seu pKa (3,3-3,5) em virtude da protonacdo dos
grupamentos carboxilicos (LI et al., 2009), resultando em um efeito tampao (COOK et al.,
2011) e garantindo a protecdo dos fagos em ambiente gastrico pelo encapsulamento com
alginato (NARAYANI e RAO, 1996; RAO e RAO, 1997). A diminuicdo do efeito letal da
acidez gastrica nos fagos UFV-AREG1 encapsulados em alginato-proteina do soro pode
ocorrer por dois mecanismos. A proteina desnaturada carrega cargas negativas em pH neutro
e, quando o acido é adicionado, as cargas negativas interagem com os projons (H
neutralizando parcialmente o microambiente dentro de uma esfera. Ainda, quando o pH é
inferior ao ponto isoelétrico da proteina do soro de leite (Pl ~ 5,2), a proteina fica carregada
positivamente e pode interagir com as moléculas de alginato carregadas negativamente para
formar uma rede mais densamente reticulada, capaz de reduzir a permeacao de acidos (TANG
et al., 2015).

A concentracdo total de polimero foi outro fator que afetou a protecdo dos fagos
UFV-AREG1 em ambiente acido simulado. As esferas com maior teor de polimero (WP2)
proporcionaram melhor protecdo aos fagos que as esferas com menor concentracdo de
polimero (CH2). Uma elevava concentragdo de polimero resultou na formagédo de uma rede
mais densa, capaz de reduzir a taxa de difusdo de acido para o interior das esferas.

O tamanho da esfera também afetou a protecdo fagos dos UFV-AREG1l em
condicOes gastricas. O tamanho das esferas da formulacdo CH2 foi maior que das demais
formulacdes (AL4, CA2 e WP2), no entanto, foi a matriz que proporcionou menor protecao
aos fagos UFV-AREG1 contra a digestao gastrica simulada. Este resultado foi contrario do
encontrado para céluld&ifidobacerium longunencapsuladas em alginato, cujas esferas de
tamanho grande (2,63 mm) proporcionaram mais protecado as células contra o efeito de acido
que as de tamanho pequeno (1,03 mm) (LEE e HEO, 2000).

A integridade fisica das esferas permaneceu visualmente intacta apos 120 min em
FGS em pH 2,5 (Figura 2c). As esferas de alginato-polimeros ndo se desintegraram em
ambiente acido, mas apresentaram ligeiro inchaco ap6s o periodo de incubacdo,
diferentemente do que se tém relatado, que em pH acido, a rede de gel de algirzato tem
propriedade de encolhimento reduzindo o tamanho dos poros (VANDENBERG et al, 2001;
GEORGE e ABRAHAM, 2006, PASPARAKIS e BOUROPOULOQOS, 2006). Incrementos no
didmetro de 4,55% para a formulacdo AL4, 25,17% para a CA2, 27,86% para a WP2 e 6,47%
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para a CH2 foram observados, o que pode ter permitido a entrada de fluido gastrico no
interior das esferas e seu contato com os fagos UFV-AREGI, reduzindo o titulo. Este
inchamento ndo conduziu a qualquer destruicdo fisica das esferas, embora ndo se possa
concluir a respeito da degradacao dos polimeros, uma vez que foi demonstrado que nem todas
as formulacdes foram gastrorresistentes. As esferas de alginato-proteina do soro tiveram
maior inchamento devido & repulséo eletrostatica fraca entre os fdresd@3acargas positivas

nas cadeias proteicas, causadas pela protonacédo dos grupos amina em pH baixo (HEBRARD
et al., 2006).

3.3. Estabilidade dos fagos UFV-AREGLI livres e encapsulados em sais biliares

A estabilidade dos fagos UFV-AREGL1 livres e encapsulados ndo foi afetada apés
exposicao a sais biliares (Tabela 1). O titulo dos fagos livres reduziu apenas 0,4 ciglos log
em solugdo com 2 % de bile ap6s 3h de incubacéo a 37 °C. O titulo dos fagos encapsulados

foi completamente mantido apds 1h e 3h de incubagdo em ambas as concentracdes biliares.

Tabela 1 - Estabilidade dos fagos UFV-AREGL1 livres e encapsulados apds tratamento em
diferentes concentracdes de bile e tempos de incubacéo (Ti)

Concentracao de bile

Formulacao Ti Fago inicial 0 g/100 mL 1 g/100 mL 2 g/100 mL
Fago livre 9,95+0,33 9,92+0,45* 9,79+0,45°* 9,80+0,89°
AL4 9,86+0,85 9,43+1,05 941+106%® 932+0,65
CA2 1h 9,86 +0,85 9,30+0,15° 9,63+0,86°® 9,62+ 1,082
WP2 9,85+0,93 9,99+134* 997+1,3% 985+1,17
CH2 985+093 8,75+1,38% 879+0,86* 8,48+1,08°
Fago livre 9,95+0,33 9,92+0,6%% 9,66+0,93°® 955+055%
AL4 9,86+0,85 9,47+0,38% 9,51+0,958® 9,35+0,55%
CA2 3h 9,86+0,85 9,59+0,8§® 972+1,08% 967+0,15°
WP2 9,85+0,93 9,87+1,10% 972+0,55% 9.85+0,88°
CH2 9,85+0,93 8,08+0,15° 8,18+0,65%  8,00+0,15°

* Em logio UFP g* ou logo UFP mL*. Médias por coluna, com mesma letra (A a E), ndo
diferem entre si (p> 0,05). Médias por linha, com mesma letra (a e b), ndo diferem entre si (p>
0,05).

Os sais biliares, surfactantes anidnicos presentes no trato gastrointestinal e formados
a partir do colesterol no figado (LIEBERMAN e MARKS, 2013), ndo afetaram a viabilidade
dos fagos UFV-AREG1 e, portanto, ndo devem ser uma barreira durante a passagem pelo
trato gastrointestinal. Este resultado foi semelhante ao encontrado para fagdwiae

vulnificus Felix O1 e K, que foram muito tolerantes a bile (KOO et al., 2000; MA et al.,
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2008, TANG et al., 2013, 2015). Dessa forma, a bile ndo parece inibir a sobrevivéncia dos
fagos ao longo da passagem pelo trato gastrointestinal, ndo sendo um aspecto relevante para ¢
administracéo oral dos fagos UFV- AREGL1.

3.4. Liberacao de fagos UFV-AREG1 encapsulados em fluido intestinal simulado

O ideal nas aplica¢cBes via oral é que as esferas fornecam protecdo aos fagos das
condicOes gastricas adversas e permitam sua liberacdo no local desejado. Em meio acido
(fluido gastrico) as esferas com alginato protegem fagos dos efeitos acidos e das enzimas
proteoliticas presentes no estbmago e quando em meio neutro-alcalino (fluido intestinal), o

alginato comeca a inchar e liberar os fagos aprisionados (Figura 3a).
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Esquema de liberacdo dos fagos UFV-AREG1 a partir das esferas alginato-
polimeros em condi¢des gastrointestinais - Pepsina (P) (a). Liberacdo dos fagos
UFV-AREGL1 encapsulados a partir das esferas de Alginato 2,0'g(All4),
Alginato 1,0 g mC*-Carragena 1,25 g mL(CA2), Alginato 1,0 g mL-Proteina
do soro 1,5 g mt: (WP2) e Alginato 1,0 g mit-Quitosana 0,5 g mt(CH2) em
FIS (pH 6,8) a 37 °C durante 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 min
(b). Liberacdo dos fagos UFV-AREG1 encapsulados a partir das esferas de
Alginato 2,0 g mL* (AL4), Alginato 1,0 g m[*-Carragena 1,25 g miL(CA2),
Alginato 1,0 g m*-Proteina do soro 1,5 g mMi{WP2) e Alginato 1,0 g mit-
Quitosana 0,5 g mt (CH2) em FIS (pH 6,8) a 37 °C ap6s exposicdo em FGS
(pH 2,5) por 120 min. Tratamentos com fagos indetectaveis® (JE® g")
foram considerados como zero (c).
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O perfil de liberacdo dos fagos em FIS (pH 6,8) mostrou que o numero de fagos
liberados aumentou gradualmente de 5,59 (AL4), 7,45 (CA2), 7,17 (WP2) e 5,95 (Cid2) log
UFP g* aos 30 minutos, até uma liberacdo quase completa de 9,81 e 9,85 B apds
5h de incubacéo para as formulacbes CA2 e WP2, respectivamente; e de 9,56 e8,56 log
UFP g' ap6s 6h de incubacéo para as formulacdes AL4 e CH2, respectivamente (Figura 3b).
O comportamento das esferas de alginato-polimeros ao longo da incubacdo em FIS
destacando o inchamento da rede de alginato e aumento do diametro das esferas é apresentad

na Figura 4.

Figura 4 - Micrografias 6pticas das esferas de Alginato 2,0 g ifdL4), Alginato 1,0 g mL
L.carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 1,0 g mI*-Proteina do soro 1,5 g riL
(WP2) e Alginato 1,0 g mit-Quitosana 0,5 g mit.(CH2) em FIS (pH 6,8) a 37 °C
durante 10, 30, 60, 90, 180 e 360 min.

/ B x i 4
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Em pH 6,8, os ions de célcio ligados as moléculas de alginato comecam a dissociar-
se devido & troca de €digados aos grupos carboxila e fons fosfato do meio, resultando em
inchaco e eventual desintegracdo do gel de alginato (KIKUCHI et al., 1999), permitindo a
liberacdo dos fagos UFV-AREG1 das esferas. Aos 10 min de incubacdo em FIS, mais de 50
% dos fagos ja haviam sido liberados das esferas de todas as formulagfes, exibindo uma
liberag&o inicial rapida seguida de uma liberagéo lenta nas horas sequentes. Este resultado é
semelhante ao encontrado para o perfil de liberacdo de cafeina encapsulada em hidrogel de
proteina de soro, que apresentou liberacdo rapida durante a primeira hora, seguida de
liberagéo prolongada durante 120 min (GUNASEKARAN et al., 2007). Ja para a liberagéo de
cerca de 50 % de fagos K em microesferas de alginato, observou-se certo tempo de laténcia
(4h-6h), aparentemente causado por um processo inicial de inchamento (MA et al., 2012). A
liberacdo dos fagos da rede de alginato € modulada por um processo de inchago-dissolucao
(MA et al., 2012).

Observou-se o intumescimento e fragilizacdo das esferas ao longo das 6h de
incubacdo em FIS, com incrementos nos diametros de 55,19 % (AL4), 67,13 % (CA2), 52,14
% (WP2) e de 18,91 % (CH2), que permitiram a liberacdo dos fagos UFV-AREG1. O
tamanho dos poros da rede de gel de alginato € suficientemente pequeno para aprisionar 0s
fagos até o inchaco do gel, que resulta em aumento dos poros da rede e permite a saida dos
fagos.

A concentracdo total de polimero influenciou o perfil de liberacdo dos fagos
encapsulados. A formulacdo WP2 (maior teor de polimeros- 2,5%) ofereceu melhor protecéo
aos fagos UFV-AREG1 em FGS e proporcionou a mais rapida taxa de liberacdo dos fagos.
Este resultado foi diferente do encontrado para microesferas de alginato-proteina do soro com
maior concentracdo de polimero, que aumentou a protecao contra o meio acido, mas reduziu a
taxa de liberacdo (TANG et al., 2013). Também, em microesferas a base de alginato com
elevada concentracdo de polimero, houve retardamento da liberagdo do componente
encapsulado (ARICA et al., 2005; SONI et al., 2010).

As variacGes no pH afetam as matrizes formadas por proteinas devido a presenca de
grupos acidos (carboxilicos) e basicos (aminos) nas cadeias polipeptidicas, que aceitam ou
liberam prétons em resposta as alteragdes no pH do meio (HEBRARD et al., 2010). A
liberacdo mais rapida dos fagos UFV-AREG1 a partir das esferas de WP2 pode estar
relacionada ao seu ponto isoelétrico (Pl), uma vez que o gel de proteina de soro de leite

intumesce rapidamente a pH acima de seu Pl (~ 5,2). Outro fator para liberacdo mais rapida
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dos fagos a partir das esferas de WP2 envolve o mecanismo de degradacdo das particulas &
base de proteinas por desagregacao hidrolitica por enzimas digestivas do trato gastrointestinal
(HEBRARD et al., 2010; TANG et al., 2013). O mecanismo de ruptura que peamite
liberacdo dos fagos a partir das esferas de alginato-proteina do soro inclui inchsfevada e
aumento da porosidade e permeacdo das enzimas de digestdo (SAMTLEBE et al., 2016).
Assim, a proteina de soro pode ser degradada por enzimas pancreéticas contidas no FIS,
desintegrando a rede alginato-proteina do soro e liberando os fagos. Este resultado €&
semelhante ao relatado para células de levedura em presenca de pancreatina, que
apresentaram liberacdo acelerada a partir de microesferas de alginato-proteina do soro quando
expostas em FIS (HEBRARD et al., 2010).

O titulo dos fagos UFV-AREGL1 sobreviventes tratados previamente em SFG (pH
2,5) durante 120 min e, posteriormente, transferidos para FIS (pH 6,8) foi de 7,46, 5,15 e 9,82
logio UFP ¢* nas esferas de AL4, CA2 e WP2, respectivamente. O titulo dos fagos UFV-
AREGL1 encapsulados em CH2 foi indetectavel apés 120 min de exposicdo em FGS e, por
isso, ndo houve contagem de fagos viaveis detectaveis quando incubados em FIS (Figura 3c).
O tempo de liberacdo dos fagos das esferas foi menor quando tratadas previamente em FGS e
depois em FIS, uma vez que os titulos iniciais nas esferas também foram menores. Os fagos
UFV-AREG1 sem a exposi¢do prévia em FGS, foram liberados quase completamente apds 6h
de incubacdo em FIS, enquanto os expostos em FGS e depois em FIS estavam completamente

liberados apos 3h de incubacao (Figura 5).

L.carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 1,0 g mL*-Proteina do soro 1,5 g riL
(WP2) em FIS (pH 6,8) a 37 °C ap0s exposicdo em FGS (pH 2,5) durante 120 min
a 37 °C.

O perfil de liberacédo dos fagos foi semelhante ao incubar as esferas diretamente em
FIS e ao serem tratadas previamente em FGS e depois em FIS. Ap6s 10 min de incubacéo,
55,76 %, 95,12 % e 70,13 % dos fagos UFV-AREG1 ja haviam sido liberados das esferas de
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AL4, CA2 e WP2, respectivamente. Aos 30 min, as esferas de CA2 ja haviam liberado
completamente os fagos para o meio. Aos 90 min, completou-se a liberagédo dos fagos a partir
das esferas de AL4. Apos incubacdo por 3h, os fagos UFV-AREGL1 foram completamente
liberados das esferas da formulacdo WP2. As esferas estavam aparentemente intactas apos
exposicdo em FGS, mas a rede de gel de alginato-polimeros foi fragilizada e, quando
introduzidas em FIS, incharam e desintegraram-se mais facilmente. As propriedades de
inchamento sdo muito importantes para sistemas de entrega via oral, podendo influenciar as
propriedades de liberacdo dos fagos. Todas as formulacdes deste estudo foram capazes de
liberar os fagos encapsulados quando expostas em fluido intestinal simulado, deixando-os
livres para infectar os agentes patogénicos alvos.

3.5. Estabilidade dos fagos encapsulados UFV-AREGL1 durante o armazenamento

O titulo dos fagos UFV-AREGL1 foi mantido durante 5 meses em esferas Umidas
armazenadas a 7 °C (Figura 6), com reducbes de apenas 0,74, 0,70, 0,72 e 1,604giclos log
UFP g' nas esferas de AL4, CA2, WP2 e CH2, respectivamente.
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Figura 6 - Estabilidade dos fagos UFV-AREG1 encapsulados em esferas de Alginato 2,0 g
mL™ (AL4), Alginato 1,0 g m[*-Carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 1,0 g
mL™*-Proteina do soro 1,5 g it(WP2) e Alginato 1,0 g mt-Quitosana 0,5 g
mL™ (CH2) durante 5 meses de armazenamento a 7 °C.

As esferas de alginato-polimeros ofereceram boa protecdo aos fagos UFV-AREG1
durante o armazenamento na forma umida, evidenciando que o encapsulamento em polimeros
mantém a estabilidade das particulas virais por longos periodos de tempo. Este resultado é

semelhante ao relatado para a viabilidade dos fagos Felix Ol e K, que foi mantida por 6
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semanas em microesferas Umidas armazenadas a 4 °C (MA et al., 2008; TANG et al., 2013,
2015). E a viabilidade deactobacillus bulgaricugncapsulado em microesferas de alginato-

proteina do soro foi preservada ap6s 30 dias de armazenamento a 4 °C (SHI et al., 2013).

3.6. Efeito da secagem sobre os fagos encapsulados UFV-AREGL1
O processo de secagem sem agentes protetores reduziu o titulo dos fagos UFV-

AREG1 a um nivel ndo detectavel (10FP g'). As esferas foram geralmente esféricas com

superficie enrugada, sem fissuras ou furos visiveis (Figura 7). A reducdo dos diametros das
esferas das formulacdes AL4, CA2, WP2 e CH2 apds secagem foram de 52,60 %, 48,25 %,
55,0 % e 46,55 %, respectivamente, evidenciando o elevado teor de agua contido nas mesmas
(Tabela 2).

ALA4 - a)

-

Figura 7 - Micrografias 6pticas das esferas de Alginato 2,0 § itL4), Alginato 1,0 g mL
L.carragena 1,25 g miL(CA2), Alginato 1,0 g mL*-Proteina do soro 1,5 g riL
(WP2) e Alginato 1,0 g mt-Quitosana 0,5 g mt (CH2) antes (a) e apés secagem
(b). Micrografia eletrénica de varredura da estrutura superficial externa das esferas
de Alginato 2,0 g mt* (AL4), Alginato 1,0 g m[*-Carragena 1,25 g mL(CA2),
Alginato 1,0 g m-Proteina do soro 1,5 g nt(WP2) e Alginato 1,0 g mit-
Quitosana 0,5 g mt (CH2) (c).
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Tabela 2 -Formulagéo, peso seco (mg), diametro (mm) e volume (mm3) das esferas secas

Formulacao Peso seco* Diametro Volume
AL4 54,3 +3,8 0,73 £ 0,07 0,20 + 0,06
CA2 48,1+ 4,4 0,74 £ 0,09 0,22 + 0,08
WP2 75,3+3,1 0,63 + 0,07 0,13+0,04
CH2 40,2 £ 3,2 1,24 +0,27 1,14 +0,76

* Equivalente a 1 g de esferas umidas.

Os fagos UFV-AREG1 encapsulados em esferas de alginato-polimeros sem agentes
protetores foram sensiveis a desidratacdo, evidenciando a necessidade de pesquisar agente
para revestimento que aumentem a estabilidade dos fagos encapsulados durante a secagem
Os materiais mais utilizados como agentes protetores incluem a trealose, leite desnatado,
maltodextrina, sacarose, glicerol, lactose, maltose, entre outros (MA et al., 2012; TANG et al.,
2015). A estabilizacdo de biomoléculas por sua incorporacdo em solucdes de carboidratos
e/ou proteinas antes da secagem € uma forma de preservacdo (LODATO et al, 1999; MA et
al., 2008, 2012; TANG et al., 2013, 2015). Varios mecanismos de protecdo por materiais de
revestimento foram propostos (MIAO et al., 2008; PATIST e ZOERB, 2005), no entanto, o
modo de atuacdo depende do sistema biologico e do processo de desidratacdo. No caso de
fagos, a preservacdo da estrutura das proteinas do capsideo durante a desidratacdo parece s
essencial para manter sua viabilidade (MA et al., 2012). Para isso, 0os materiais de
revestimento devem substituir as moléculas de agua por meio da formacdo de ligacdo de
hidrogénio com as proteinas, estabilizando a estrutura nativa das mesmas, na auséncia de agu:
(CROWE et al., 1987). A preparacdo de fagos em uma forma seca € desejavel para o
armazenamento por periodo prolongado, conveniéncia de transporte e para facilitar a

utilizacdo dos mesmos.

4. CONCLUSAO

O encapsulamento em esferas de alginato, alginato-carragena, alginato-proteina do
soro e alginato-quitosana aumentou a sobrevivéncia dos fagos UFV-AREG1 expostos em
fluido géastrico simulado. As caracteristicas quimicas das matrizes, a concentracao total de
polimero e o tamanho das esferas foram fatores importantes na resisténcia dos fagos nos testes
in vitro. A matriz de alginato-proteina do soro proporcionou maior protecao aos fagos durante
a exposicdo em fluido géstrico e mais rapida liberacdo em fluido intestinal, enquanto a matriz
de alginato-quitosana ofereceu menor protecdo aos fagos. Os fagos UFV-AREG1 foram
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sensiveis a desidratacdo, evidenciando a necessidade de pesquisar agentes protetores qu
aumentem a estabilidade dos mesmos durante a secagem. O encapsulamento de fagos UFV-
AREG1 apresentou potencial para uso em sistemas de administracdo oral como agentes
fagoterapicos, sendo capazes de modular a microbiota patogénica intestinal em sistemas
biolégicos e, assim, reduzir possiveis contaminac¢des no inicio da cadeia de processamento de

alimentos.
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