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RESUMO

“Particulas de gel biopolinméricas para aplicacdes alinentares

e farnacéuti cas”

A presente invengcdo consiste num m cro ou nanogel que pode ser
utilizado na indastria alinentar ou farnmacéutica. Mai s
especi ficanente, consiste num mcro ou nanogel, dependendo das
di nrensbes pretendi das, conposto por lactoferrina (1) e
glicomacropéptido (2). Este gel possui elevada retencdo de
agua e é conposto por particulas esféricas com dinenséo
controlada e nonodi spersas, possui ndo uma capaci dade de
encapsul ar conpostos hidrofdbicos e  hidrofilicos, e de
libertar estes conpostos de uma forma control ada de acordo com
a alteracdo a estinulos exteriores, cono  por exenpl o

di ferentes pHs, forcga ionica e tenperatura.



DESCRI CAO

“Particul as de gel biopolinméricas para aplicacdes alinentares

e farnacéuti cas”

Dom ni o da | nvencéao

A presente invencdo diz respeito a géis produzidos com
bi opol ineros, de base proteica, forrmulados a partir da
interacdo de uma proteina e um péptido linear glicosilado.
Mai s especificanente consiste em nmicro ou nanogéi s conpostos
por lactoferrina e glicomacropéptido. Esta invengdo insere-se

nas areas da industria alinentar e farnmnacéuti ca.

Ant ecedent es da | nvencéao

Gs géis sao constituidos por cadeias polinéricas, hidrofilicas
e tridinmensionais que tém a el evada capaci dade de reter &agua,
mantendo intacta a sua estrutura devido as |igacles
coval entes, pontes de hidrogénio e interacdes Van der Wal s.

Estes podem ser preparados a partir de wuma variedade de
materiais tais conb proteinas, polissacarideos e polineros
sintéticos. As proteinas sao conponentes cuja funcdo basica é
fornecer as quantidades de am noacidos essenciais da dieta
necessaria a sobrevivéncia de animais e hunanos. Dentre os
diferentes tipos existentes, as proteinas do soro de leite
destacam se por suas excelentes propriedades funcionais e
nutricionais. Entre outras aplicacdes, estas proteinas podem
ser utilizadas em produtos nutracéuti cos e f ormul as
alinenticias infantis. Assim s&do conpostos que, em forma
concentrada ou purificada, beneficiam a saude al ém de fornecer
caracteristicas funci onai s especificas par a di ferentes
produt os al i nent ares.



A sinergia entre biopolimeros tem permtido desenvolver
produt os com propri edades inovadoras e uUnicas. Anena and Kruif
(2012) analisaram a interacdo entre a lactoferrina e a caseina

(a-caseina, pB-caseina e «k-caseina), proteinas do soro do
gqueijo, e avaliaram a formacdo de co-acervatos em determ nadas
condi ¢bes. Estes autores verificaram que a m stura destes dois
conpostos, quando apresentam cargas electroestaticas opostas
resultava na formagcdo de co-acervatos e cujo tamanho era
i nfluenciado pela forgca da interacdo destas nol éculas. Estes
autores denmonstraram que a interacdo destes dois biopolineros
perm tem formar co-acervatos, no entanto estes sdo estruturas
gue apresentam interacbes fracas e quando sujeitos a condi ¢cOes
exteriores extremas (variando o pH ou tenperatura) ocorre a
sua destrui cdo e perda de atividade das propriedades inerentes
a cada um dos conpostos utilizados. A ém de que, o0s co-
acervatos sdo caracterizados por nao se distribuirem de forma
honbgénea numa sol ugcdo aquosa (existéncia de duas fases), o
que €& claramente uma desvantagem para a sua utilizagcdo em
produtos alinmentares. Em conparagdo, a presente invencgéo
refere-se a um gel que pode ser mcro ou nano, de estrutura
esférica, estavel, sem separacdo de fases em solucdo e com
interacdes fortes, ou seja interagcbes electroestéaticas e
| igacbes covalentes, que permte a inclusdao de conpostos
bi oati vos.

Por sua vez, o0 docunento de patente EP1932855 apresenta a
capaci dade da lactoferrina interagir com uma nol écula néo
peptidica e hidrofilica, e a possibilidade dessa interacao
resultar num conpl exo cujas propriedades sao inovadoras face
as nol écul as individuais, nonmeadanente o aunmento de tenpo in
vivo e a sua aplicagdo trazer um valor acrescentado para
aplicacdes clinicas. Este docunento refere que a interacdo de
uma proteina globular, cono é o caso da |actoferrina comoutra



nol écula pode resultar na formacdo de um conplexo com
propri edades inovadoras. Temse verificado que a procura de
particulas provenientes de conpostos naturais e cujas
propri edades trazem beneficios para a saude hunmana, € cada vez
mais um objeto de pesquisa e procura quer pela indlstria
farmacéutica quer pela indastria alinmentar. O desenvol vinento
de particulas biopolinéricas que sejam honobgéneas, de rapida
producdo e que permtam servir de transporte a conpostos
bi oati vos para solucionar caréncias nutricionais ou para o
tratamento de determ nadas doencas, surge cono um verdadeiro
desafio. Até ao nonmento, Vvarios autores utilizam esta
tecnol ogi a para producao de conplexos, no entanto nédo utilizam
materiais biopolinéricos, de grau alinentar (food grade) e
reconheci dos conb seguros (GRAS - generally recognized as
safe) e que além disso, tenham a capaci dade de incorporar e
libertar - face a alteracdes externas, cono por exenplo pH

conpostos com propriedades funcionais, noneadanente conpostos
com caracteristicas hidrofilicas e hidrofdébicas garantindo a
sua estabilidade durante o arnmazenanento.

A presente invencdo destaca-se dos docunentos ja apresentados,
uma vez que utiliza si mul t aneanent e a i nt eracéao
el ectroestatica e hidrofdbica entre uma proteina gl obular e um
péptido glicosilado e hidrofilico para formacdo de géis com
dinensdes a escala mcro (10% e nano (10°°, nonodispersos,
com elevada retencdo de 4&gua, estaveis, que permtem uma
el evada capaci dade de incorporacdo de conpostos bioativos
(hidrofilicos e hidrofébicos) e a libertacdo control ada

destes, face a determ nadas condi ¢cbes anbi entais.



Sumari o da invencéo

E objeto da presente invencdo géis de base proteica
consti tuidos por particul as esféricas gue conpr eendem
| actoferrina e gliconmacropépti do.

Noutra realizacdo, os géis sdo nmicro ou nanogéis.

Nurma outra real i zacéo preferencial , concentracéo do
gl i conmacropéptido esta conpreendida entre 0.01 e 0.2% (N v).

Nurma outra real i zacéo preferencial , concentracéo da
| actoferrina estd conpreendida entre 0.01 e 0.02 % (nm .

Numa outra realizacdo preferencial, a dinensdo do mcro ou
nanogel esta conpreendida entre 170 nma 5 pum

Numa outra realizacédo preferencial, a podispersividade do gel
est& conpreendida entre 0.1 a 0. 4.

Numa outra realizacdo preferencial, o gel permte a
i ncor poracdo de conpostos bioativos.

Nurma outra realizacdo preferencial, o nétodo de producdo conpreende
os passos de msturar uma solucdo de lactoferrina com uma
sol ucdo de gliconmacropéptido numa razdo de 2:1 a um pH entre 2
a 10 ; agitar constantenmente, por um periodo de 20 mn e
aquecer a solucdo a uma tenperatura entre 20 a 90°C, por um
periodo de tenpo conpreendi do entre 10 a 60m nut os.



Descricédo Gera

O soro do queijo € um sub produto da industria alinmentar que
cada vez mis tem vindo a ser alvo de estudo para
reaprovei tanento em diferentes areas tendo em vista a sua
val ori zagcdo. Este €& constituido por um elevado teor de
proteinas que apresenta inumeras propriedades funcionais e com
possivel aplicacdo em produtos de val or acrescentado. Entre as
varias proteinas presentes no soro do queijo pode-se citar a
| actoferrina e o glicomacropéptido, obtido da caseina bovina

A lactoferrina possui acdo antimcrobiana e antioxidante,;
permte aunentar a resisténcia do sistema inunol 6gico; é anti-
carci nogéni ca; atua na prevencdo de tunores e de tronboses; é
resistente a desnaturacdo por calor, por agentes quimcos e
por acdo enzimatica. Por sua vez, o glicomacropéptido atua na
regul acdo de respostas inunol 6gi cas; na dimnui cdo da secrecdo
gastrica; € anti-hipertensivo, apresentando una acao protetora
contra agentes condi ci onadores de disturbios cardi ovascul ares;

atua na dimnuicdo do apetite; atua na inibicdo da adesao de
m cr or gani snos em polinmeros, sugeri ndo- se o] uso do
gli comacropéptido cono inibidor da formagcdo de placas
bacterianas e de caries dentérias; é estdvel ao calor, e

sol uvel em condi ¢bes &ci das.
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Ura das desvantagens da utilizacdo de proteinas € a sua
el evada sensibilidade quando exposta a condi ¢des extremas (pH
e tenperatura), refletindo-se a sua perda de atividade e
rapi da detioracdo. Neste sentido surge a possibilidade de
através de sinergias entre conpostos, aunent ar a sua
resisténcia a factores extrenpbs, bem conp potenciar novas

propri edades e o desenvol vi nent o de novas estruturas.

O desenvolvinento de particul as biopolinéricas de forma rapida
e honogénea, com capaci dade de resistir a condi¢cBes extremas e
| i bertar conpostos em determ nadas condi ¢des, surge assim cono



uma oportuni dade de producdo de produtos que podem ser

i ncor porados em al i nentos ou produtos farmacéuti cos.

A presente invengdo consiste num mcro ou nanogel criado a
partir da sinergia entre os dois biopolineros: lactoferrina e
o glicomacropéptido. Enquanto que, por um |lado se potencia a
capaci dade de interacdo da |actoferrina com outras nol écul as,
aunenta a estabilidade a condi ¢cdes anbientais extremas e fornma
veiculos de transporte de conpostos bioativos, por outro,
através do péptido proveniente da caseina que se encontra a
uma concentracao conpreendida entre 0.01 a 0.2 % (mv) - o
gli comacropéptido - com a sua extrem dade glicosidica pernmite
que se criem interacdes com as células humanas e dessa forma
potenciar a aplicacdo do produto a nivel celular. Salienta-se
gue o glicomacropéptido € um conposto que a determ nadas

condi ¢bes di m nui ou perde as suas funcionalidades.

Assim o0 gel, que pode ser mcro ou nano, que se apresenta na
presente invengao, € resultante da interacdo electroestética
e hidrofdbica do gliconmacropéptido e da |actoferrina que apos
gelificacdo térmca da origema um gel com el evada retencdo de

agua e com

a) particulas esféricas com di mrensdo control ada (de acordo
com o nmeétodo de producdo) e nonodi spersas, isto é conjunto de

particul as com unma uUnica di nensdo e forns,;

b) capacidade de encapsular conmpostos hidrofdbicos e
hidrofilicos, através de interagcBes hidrofdbicas entre as
proteinas (lactoferrina e glicomcropéptido) e o0 conposto
bi oativo resultantes do processo de gelificacdo térmca, e

c) capacidade de libertar conpostos hidrofdbicos e
hidrofilicos de forma controlada de acordo com a alteracdo a
estinmul os exteriores, conb por exenplo diferentes pHs, forca
i 6ni ca e tenperatura.



Al ém di sto, a presente I nvencao permte que o]
gli comacropépti do, que apresenta uma estrutura linear e sem
capaci dade de auto formagdo de particula se organize. Qu seja,
a gelificacdo térmica pernmite que a proteina globular, a
lactoferrina, desnature e estabeleca interacdes hidrofodbicas
com o péptido, que face a uma reorgani zacdo estrutural dos
dois biopolinmeros, se forme uma particula esférica e com as
caracteristicas descritas ema), b) e c).

Conforme referido anteriornente, 0OS mcro ou hanogeis
resultantes da interacdo destes dois biopolineros poderdo ser
utilizados conb uma estrutura para aplicagcdo em produtos
alinmentares cujo objectivo é aunentar as suas propriedades
nutricionais. Podem ainda incorporar conpostos bioativos com
capaci dade nutricional especificas, conb por exenplo conpostos
bi oativos lipofilicos ou hidrofilicos tais conp, vitam nas.
Estas estruturas poderao ainda ser aplicadas em alinentos para
dimnuir a sua oxidacdo ou deterioracdo, uma vez que estes
mcro ou nanogeis podem ainda incorporar antimcrobianos e
ant i oxi dant es, permitindo dimnuir as alteracgbes fisico-
guinm cas e mcrobiol 6gicas durante o seu arnmazenanento. Estas
particulas tém ainda a capacidade de responder a estinmulos
exteriores conmb o pH e tenperatura, possibilitando a
| i bertacdo dos conpostos bioativos incorporados em neios
alinmentares especificos e/ou quando estes sofrem alguma
al teracdo, cono por exenplo a variacdo de pH, ou sujeitos a
diferencas de tenperatura isto €, oscilagbes durante o

ar mmzenament o.

O gel pode ser incorporado em preparacdes secas, |iquidas ou
viscosas, de forma a se obter o resultado pretendido quer a

nivel alinmentar quer a nivel farmacéuti co.



Breve descricao das figuras

Figura 1 — Representacdo gréafica salientando o Potencial zeta
da lactoferrina (o) e do GW (e) para diferentes valores de pH
salientando o produto do potencial zeta (razdo nassica de 1:1)
para um pH entre 1.5 e 10.0.

Figura 2 — Representacdo grafica da interacdo electroestatica
entre a lactoferrina (1) e o GW (2) a pHb5.

Figura 3 — Representacdo gréafica do efeito da tenperatura na
transpar énci a das solucGes de lactoferrina (¢), GP () e nmistura
| actoferrina-GW ().

Figura 4 - Inmagens de mcroscopia eletrénica de transm ssdo da
| actoferrina (a), do GwW (b), dos nanogeis de |actoferrina-GQw
(c), e a anpliacao da imgem dos nanogeis de |actoferrina-GWwW
(d), numa escala de: (a) 0.5 pm (b) 0.5 uym (c) 1 um e (d)
100 nm

Figura 5 — Representacdo grafica da eficiéncia de encapsul acéo
de curcumina (a) e cafeina (b) no nanogel para varias

concentracdes de conposto bioativo.

Figura 6 - Libertacdo da curcunmina (a) e cafeina (b) através
do nanogel a pH 2 (o) e pH 7 ().

Descri ¢cédo detal hada da i nvencéo

A presente invencdo resulta da mstura entre uma proteina

globular e um peptidio hidrofilico e glicosilado, entre os



quais h&d uma interacdo electrostéatica e a formagdo de |i gacdes
coval entes, noneadanente |igacdes hidrofobicas. Durante o
desenvol vinento da tecnologia, foram a) o efeito da razao
massi ca de cada biopolinero a utilizar na mstura; b) o efeito
da concentracdo de cada um dos biopolineros; c) o efeito do pH
das sol ucbBes de biopolinero; d) o efeito da tenperatura apds a
m stura dos dois biopolineros; e) o efeito do tenpo ao qual as
m sturas foram sujeitas as tenperaturas testadas em d). Estes
par anmetr os foram anal i sados com base no t amanho e
pol i di spersividade das particulas obtidas. Gs paranetros
avaliados em a) e c¢) influenciam a interacdo electrostética
entre os biopolineros; os paranetros avaliados ema), b), d) e
e) influenciam o processo de gelificagcdo da mstura e
consequente rearranjo estrutural das noléculas e interacao
hi dr of 6bi ca entre biopolineros. A conbinagdo destes paranetros
permte obter, dentro dos I|limtes apresentados nas etapas

abai xo descritas, m cro-nanogeis.

Etapa 1: Uma solucdo de proteina globular (lactoferrina) e unma
solucdo de glicomacropépti do, com pHs conpreendi dos entre 4 e
5, e comunma gama de concentracdes que podem variar entre 0.02
e 0.2 %mv) sdo m sturados na razao de 2:1

Etapa 2: As solucgdes utilizadas ap6s mstura sdo nmantidas em
agitacdo constante (60 rpm durante 15 min, apés a qual sao
subnetidas a um aquecinmento de 20 a 90°C, preferencial nente,
entre 60 a 80 °C durante um periodo entre os 10 a 60 m nutos,
preferencial nente entre 10 a 20 m n;

Etapa 3: A encapsulacdo de conpostos € realizada através da
adi cdo do conposto bioativo pretendido durante a Etapa 1 ao
qual se segue a Etapa 2 e no qual acontece o encapsul anento do
conposto bioativo no gel
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A interacdo de lactoferrina e glicomcropéptido através do
ajuste de diferentes valores de pH permte uma interacéo
maxima entre o lactoferrina e o gliconacropéptido, conp
apresentado na Figura 1. Devido as suas caracteristicas, a
| actoferrina apresenta um val or de carga positiva (+7.09 nV) a
pH 5 apresentando o GW um val or maxino de carga negativa(-
25.4 nV) a pH 5.

(bservou-se que na gama de pH entre 4 e 5, estes biopolineros
apresentavam uma interacdo maxinma que permite que estes
interajam de forma mais eficaz. Este efeito foi claranente
anal i sado através da Figura 2, na qual ¢é possivel observar a
capaci dade de interacdo destes dois biopolineros através da
dimnuicdo da frequéncia emtida pela balangca de cristal

guartzo, que €é proporcional a gquantidade de mmssa de
lactoferrina que se liga ao gliconmacropéptido. Nesta figura

verifica-se que ocorre uma interacdo electroestatica el evada,

que vai dimnuindo devido ao facto que a carga positiva se
coneca a igualar a carga negativa.

Posteriormente, a aplicacdo de um processo térm co, usual mente
designado por gelificacdo térmica permtiu que a lactoferrina
gue apresenta uma estrutura globular, se desdobrasse e a
nmedi da que € aplicado diferentes valores de tenperatura (25 a
90 °Q), di ferentes nmor f ol ogi as de particul as sao
obti das, podendo a proteina apresentar uma estrutura |inear
guando é total mente desnaturada, ou uma estrutura ramficada
gquando a desnaturacdo ndo é total, com a consecutiva quebra de
| i gacbes beta e formacédo de |igacdes alfa que se traduzem nuna
estrutura mais heterogénea. Durante esta nudanga as proteinas
expdem o0s seus grupos ndo pol ares que nornmal nente se encontram
na parte interna da estrutura proteica que apés o0 seu
desdobr anent o, permte que interacdes hidrofobicas sejam
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est abel eci das. Desta forma, ocorre a formacdo de uma particul a
tridi mensional com forma esférica, aqui designada por mcro-

nanogel .

Na Figura 3, é possivel analisar o efeito da tenperatura nos
bi opol i mreros sozinhos e apés a mstura destes. E observa-se
gue a nedida que a tenperatura aunenta, a mistura dos dois
bi opol ineros sofre alteracfes que se refletem na dim nui¢cdo de
transpar énci a da solucdo Tabela 1

Tabela 1. Efeito da tenperatura no dianetro (D) e
pol i despersividade (Pdl) das particulas de gel com unm
concentracédo de 0.02% de lactoferrina e 0.02 % de GW, durante
20 m nut os de aqueci nento.

Tenperatura (°Q D (nm Pdl
20 16367 + 6117 0.5+ 0.3
30 13333 + 4670 0.3 +0.1
40 7963 + 4207 0.7 £ 0.3
50 2517 + 2142 0.8 + 0.2
60 705 + 35 0.3 £+ 0.2
70 521 + 41 0.4 + 0.1
80 320 + 109 0.1 £+ 0.0
90 486 + 39 0.3+ 0.0

Exenpl 01: Prepararam se solucdes aquosas de lactoferrina com
uma concentracdo de 0.02 % (nfv) e o glicomacropépti do com uma
concentracdo de 0.02 % (mv) e ajustou-se o pH de cada uma
destas solucbes para um pH 5 (adicdo de HO 0.1M. Apos
m stura dest as duas sol ugdes numa razao de 1:1
(lactoferrina: GW, v/v) esta foi sujeita a uma tenperatura de
80 °C durante 20 mnutos. Gs nanogeis de forma esférica foram
obtidos com um tamanho de 320 nm e uma polidi spersivi dade de
0.12 (considerados nonodi spersos). Para as nesmas condi ¢des e
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com uma tenperatura de 60 °C observou-se um mcrogel com um
tamanho de cerca de 705 nm e unma polidispersividade de O0.3.
Estes resultados denonstram que é possivel obter géis com
diferentes tamanhos, variando a tenperatura e tenpo de
gelificacgao.

Aval i ou-se, diferentes valores de concentracdao de cada um dos
bi opol ineros e observou-se que aunentando a concentracdo de
cada um dos biopolinmeros, aunenta o tamanho da particula, bem
cono a polidispersividade destes mcro ou nanogei s na sol ucgéo.

Analisou-se ainda o efeito da razdo missica de cada
bi opolinero a utilizar na mstura, antes da aplicacdo de unma
tenperatura de gelificacdo. Verificou-se que quando se utiliza
o dobro da massa de glicomacropéptido face a lactoferrina, na
m stura, o nanogel fornmado apresenta um tamanho mnino (cerca

de 170 nm) e unma polidispersividade reduzida (0.032).

Exenplo 2: A interacdo da |actoferrina e do glicomacropéptido
com uma concentracdo de 0.02% (mv) a pH 5, aquecida a 80 °C
durante 20 minutos com una razdo massica de cada um dos
bi opol i ner os de 1:1 (l actoferrina: gl i comacropépti do),
permtiu obter géi s com um tamanho de 320 nm e
podi spersividade de 0.12. Quando wutilizadas estas nesmas
condi ¢cbes com uma concentracao de 0.2 % (mlv), foram obtidos
géis com um tamanho de 5.4 pm e com podi spersivi dade de 0.13.
Tais resultados permitem verificar que sdo obtidas particul as
honbgéneas e o0 efeito concentracdo pernmite manipular o seu
tamanho, permtindo alterar este paranetro dependendo da
apl i cacdo pretendi da dos géis.

Anal i sando ainda o efeito da razédo nassica de cada biopolinero
a utilizar na mstura, antes da aplicacdo de uma tenperatura
de gelificacao, verifica-se que quando se utiliza o dobro da
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massa de gliconmacropéptido face a lactoferrina, o nanogel
formado adquire o tamanho ninino (cerca de 170 nm e um
pol i di spersividade reduzida (0.032). Tal acontece porque
guando estanps perante uma solucdo cuja estequionetria das
proteinas é de 1:2 (gliconacropéptido:lactoferrina) as
propri edades hidrofilicas e a parte glicosidica do péptido é
evi denci ado, apresentando um efeito superior na carga
el ectroestatica (adquire valor maxino de -30 nV). bserva- se
uma mai or atracdo el ectroestatica destes dois biopolineros e
um aunmento de interacdes hidrofdbicas apés a gelificacao

térmca, refletindo-se numa particula nmenor e mai s estavel

A norfologia destes géis foi anal isada recorrendo a
m croscopia eletronica de transmi ssdo, de forma a corroborar
todas as restantes técnicas wutilizadas (Figura 4).Conp ¢é
possi vel verificar, foram testadas as nesmas condi ¢bes
aplicadas na formacdo do gel desenvolvido, as solu¢cdes de cada
um dos biopolineros e sonmente quando ocorre a mstura da
| actoferrina com o glicomacropéptido € que se obtém particul as
esf éricas e honbgéneas.

Renmet endo novanente para a Figura4 verifica-se que quer a
| actoferrina, quer o glicomacropéptido quando sujeitas a
condi ¢bes para formacdo de particulas ndo apresentam qual quer
estrutura esférica, mas sim unma estrutura ram ficada, sendo
gue apenas com a mistura destes dois biopolineros em condi¢des
especificas obtémse a formagcdo de mcro ou nanogei s esféricos

e estavei s.

Foi ainda avaliado a capaci dade de retencdo de dois conpostos
nodel o de diferente natureza, noneadanente conposto bioativo
1 curcumina (natureza hidrofébica) e conposto bioativo 2_
caf ei na (natureza hidrofilica). Apo6s a i nteracdao
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el ectroestatica entre dois biopolinmeros que pernmtiram a
formacdo do m cro-nanogel foram adicionadas diferentes
concentracdes de cada um dos conpostos, individual nente. Sendo
posteriornmente aplicada wuma tenperatura e um tenpo de
aqueci nmento para a formagcdo do m cro-nanogel com a retencdo do
conposto bioativo em questao. Desta forma, durante o
aqueci nento no qual ocorrem as interacdes hidrofobicas entre
os biopolinmeros, estas tanbém sdo estabel eci das com o conposto
bi oativo, permtindo a sua retencdo e estabilidade. Foi
testada a curcum na, conp conposto bioativo hidrofébico. Este
conposto apresenta una el evada instabilidade quando utilizado
em sol ugcdo aquosa, dai a inportancia de encontrar sistemas que
o permtam reter e libertar em determ nadas condi ¢des.
Verificou-se que o mcro ou nanogel consegue encapsul ar cerca
de 90 % de curcumna para uma concentracdao de 0.08 ng/nL
(Figura 5). Foi analisado o efeito do pH na |ibertacdo deste
conposto através do m cro-nanogel

Na Figura 5, denobnstra-se a quantidade maxinma de conposto
bioativo capaz de ser encapsulado nos diferentes géis
f or mados. Na Figura 5 A apresenta a percentagem de
encapsul acdo da curcumna (conposto lipofilico) nos micro ou
nanogéis e na Figura 5 B) apresenta-se a percentagem de
encapsul acdo da cafeina (conmposto hidrofilico) nos mcro ou

nanogei s.

Exenpl o: O conposto bioativo 1 curcum na ap6és ser encapsul ado
no nanogel foi subnmetido a condigbes de pH acido (pH 2),
nonmeadanente numa sol ucdo tanponada de Tris HC e apresentou
uma |ibertacdo controlada através do m cro-nanogel e quando
subrmetido a pH basico (pH 7.4), solucdo tanponada de fosfato,
ndo houve libertacdao do conposto do m cro-nanogel (Figura 6).
Tal conportanento indica que o0 conjunto nanogel-conposto
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bi oativo tém um diferente conportanento que varia dependendo
da forca ionica da solucdo e da qual resulta um inchamento do
gel em condi ¢cbes acidas e consequentenente uma |ibertacdo do
conposto bioativo. Conmpb conposto hidrofilico, wutilizou-se a
cafeina e verificou-se que o gel consegue reter cerca de 90%
para uma concentracdo de cafeina de 0.002 ng/m. Quando
testado o efeito do pH, verificou-se que independentenente do
pH testado, a cafeina teve uma libertacdo control ada através
do gel (Figura 6).

Mai s especificanmente, na Figura 6, apresenta-se o perfil de
| i bertacdo dos conpostos bioativos encapsul ados em diferentes
valores de pH (2 e 7) a uma tenperatura de 37°C. Na Figura 6

A) apresenta o perfil de libertacdo da curcum na através dos
m cro-nanogeis (conmposto lipofilicos) e na Figura 5 B)
apresenta o perfil de libertacdo da cafeina (conposto

hidrofilico) através dos m cro-nanogei s.

Braga, 09 de dezenbro de 2014



REI VI NDI CACCES

1. Gel proteico para alinmentos ou farmacos caracterizado
por ser constituido por particul as esféricas que
conpreendem | actoferrina e gliconmacropépti do.

2. Gel, de acordo <com a reivindicagdo anterior,
caracterizado por a concentracdo do gliconmacropéptido
presente estar conpreendida entre 0.01 e 0.2% (mv).

3. CGel, de acordo coma as reivindicagbes 1 a 2,
caracterizado por a concentracao da lactoferrina estar
conpreendi da entre 0.01 a 0.2% (mv).

4. Gel pr ot ei co, de acordo com as reivindicagbes
anteriores, caracterizado por conpreender una dinenséao
entre 170 nm5 pm

5. Gel pr ot ei co, de acordo com as reivindicagdes
anteriores, caracterizado por a polidispersividade estar
conpreendida entre 0.1 e 0.5.

6. Cel proteico, de acordo com as reivindicagdes 1 a 5,
caracterizado por conpreender adicional nente conpostos
bi oati vos.

7. Gel, de acordo com as reivindicagbes 1 a 6,
caracterizado por os conpostos bioativos seremhidrofilicos
ou hi dr of 6bi cos.



8. Gel, de acordo com a reivindicagdo anterior,
caracterizado por os conpostos bioativos serem cafeina ou

curcum na, entre outros.

9. Mtodo de elaboragcdo do mcro-nanogel descrito nas
reivindicacdoes 1 a 9 caracterizado por conpreender o0s
segui nt es passos:

a) msturar uma solucdo de lactoferrina com um
solucdo de glicomacropéptido numa razdo de 2:1 a um pH
entre 2 a 10 ;

b) agitar constantenente, por um periodo de 15 mn

c) aquecer a solucdo a uma tenperatura entre 20 a
90°C, por um periodo de tenpo estar conpreendido entre 10 a
60m nut os.

10. Metodo, de acordo com a reivindicagdo anterior,
caracterizado por a tenperatura e periodo de tenpo variar

consoante se pretenda obter um m cro ou nanogel .

11. Método, de acordo com as reivindicagcbes 9 a 10,
caracterizado por o pH variar, preferencialnente, entre 4 a
5.

12. Método, de acordo com as reivindicacgdes anteriores,
caracterizado por a tenperatura de aquecinento ser,
pref erenci al nrente 80°C.

13. Metodo, de acordo com as reivindicagdes 9 a 12,
conpreender adicionalnmente o passo de adicdo do conposto
bi oati vo.

Braga, 09 de dezenbro de 2014
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