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RESUMO

A deficiéncia de micronutrientes é um grande problema de salde global, causado
principalmente por dietas pobres em nutrientes essenciais. A deficiéncia de ferro é considerada
o distarbio nutricional mais prevalente no mundo. Para combater a falta de micronutrientes na
dieta, podem ser aplicadas estratégias de fortificacdo de alimentos. No entanto, a fortificacao
direta de alimentos com ferro pode resultar em alteragdes sensoriais indesejaveis na cor, odor e
sabor dos alimentos. Neste contexto, 0 uso de processos de encapsulacdo pode ajudar a evitar
ou mascarar alteracfes sensoriais indesejadas em alimentos fortificados e, a0 mesmo tempo,
reduzir a interacdo deste elemento com componentes alimentares aumentando ainda a sua
biodisponibilidade. Entre as diversas técnicas utilizadas para microencapsulacdo, a técnica de
spray chilling, também conhecido como spray cooling ou spray congealing, vem recebendo
atencdo especial devido as suas vantagens em relacdo as demais técnicas, dentre elas o uso de
baixas temperaturas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas
contendo ferro, encapsulado em matriz lipidica, utilizando a técnica de spray chilling e avaliar
suas propriedades e as caracteristicas de liberacdo do ativo. Foram avaliadas formulagdes com
diferentes proporgdes de cera de abelha e manteiga de cacau. As microparticulas lipidicas
obtidas por spray chilling foram avaliadas por meio de difratometria por Raio-X, tamanho de
particulas, rendimento, eficiéncia de retencdo e morfologia de superficie. Foi avaliado o efeito
de diferentes temperaturas (10, 20, 30 e 40 C) no perfil de liberacdo de ferro presente nas
microparticulas. A cinética de liberacéo foi avaliada usando os modelos de ordem zero, primeira
ordem, Korsmeyer-Peppas e Higuchi. A liberagdo do ferro em um sistema simulado
gastrointestinal também foi estudada. As microparticulas obtiveram valores de short spacings
0s quais indicam caracteristica polimorfica B’. Os didmetros médios das microparticulas
lipidicas variaram de 25,9 a 31,4 um. O rendimento do processo alcangou valores de até 75,0%.
A eficiéncia da microencapsulacdo obtida foi, em média, 75,2%. A analise por microscopia
eletronica de varredura mostrou que as superficies das microparticulas que continham manteiga
de cacau apresentaram formas irregulares, aglomeradas e de tamanho variado. A menor
liberacdo do ferro foi observada no tratamento 4, constituido de cera de abelha e manteiga de
cacau na proporcao de 1:1 m/m. A presenca de manteiga de cacau reduziu a intensidade de
liberacdo de ferro pelas microparticulas lipidicas. O mecanismo de liberagdo observado na
cinética de liberacdo, foi a difuséo e relaxamento, e 0 modelo que melhor se ajustou aos dados
obtidos foi o modelo de ordem zero. Os resultados mostraram que a matriz lipidica foi capaz
de proteger e evitar a liberacdo em meio gastrico simulado, permitindo a liberacdo mais
significativa em meio intestinal simulado com percentuais de 36,1% a 56,3%. As
microparticulas carregadas com sulfato de ferroso produzidas por spray chilling mostraram-se
como um sistema promissor para o carreamento de ferro com potencial aplicacdo em alimentos.

Palavras-chave: Encapsulacdo. Sulfato ferroso. Cinética de liberacdo. Spray cooling.



ABSTRACT

Micronutrient deficiency is a major global health problem, mainly caused by diets lacking in
essential nutrients. Iron deficiency is considered the most prevalent nutritional disorder in the
world. To combat the lack of micronutrients in one’s diet, food fortification strategies can be
applied. However, direct fortification of foods with iron can result in undesirable sensory
changes in the color, odor, and taste of foods. In this context, the use of encapsulation processes
may help to avoid or to mask unwanted sensory changes in fortified foods and, at the same time,
it may reduce the interaction of this element with food components, further increasing its
bioavailability. Among the various techniques used for microencapsulation, the spray chilling
technique, also known as spray cooling or spray congealing, has been receiving special attention
due to its advantages over other techniques, including the use of low temperatures. Therefore,
the objective of this work was to produce microparticles containing iron, encapsulated in a lipid
matrix, using the spray chilling technique, and to evaluate its properties and the characteristics
of iron release. Formulations with different proportions of beeswax and cocoa butter were
evaluated. Lipid microparticles obtained by spray chilling were evaluated by X-ray diffraction,
particle size, yield, retention efficiency and surface morphology. The effect of different
temperatures (10, 20, 30 and 40 °C) on the iron release profile present in the microparticles was
evaluated. Release kinetics was evaluated using zero-order, first-order, Korsmeyer-Peppas and
Higuchi models. Iron release in a simulated gastrointestinal system was also studied. The
microparticles obtained short spacing values which indicate a B’ polymorphic characteristic.
The mean diameters of the lipid microparticles ranged from 25.9 to 31.4 um. The process yield
reached values of up to 75.0%. The efficiency of the microencapsulation obtained was, on
average, 75.2%. Scanning electron microscopy analysis showed that the surfaces of the
microparticles containing cocoa butter had shapes which were irregular, agglomerated, and
varied in size. The lowest iron release was observed in treatment 4, consisting of beeswax and
cocoa butter in a proportion of 1:1 m/m. The presence of cocoa butter reduced the intensity of
iron release by the lipid microparticles. The release mechanism observed in the release kinetics
was diffusion and relaxation, and the model that best fitted the data obtained was the zero-order
model. The results showed that the lipid matrix was able to protect and prevent the release in
the simulated gastric medium, allowing a more significant release in the simulated intestinal
medium with percentages from 36.1% to 56.3%. The microparticles loaded with ferrous sulfate
produced by spray chilling proved to be a promising system for carrying iron with potential
application in foods.

Keywords: Encapsulation. Ferrous sulfate. Release kinetics. Spray cooling.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia de micronutrientes € um grande problema de salde global, causado
principalmente por dietas pobres em nutrientes essenciais (DARNTON-HILL, 2018). Segundo
a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a deficiéncia de ferro é o disturbio nutricional mais
prevalente no mundo. Afetam cerca de 2 bilhGes de pessoas, principalmente mulheres e
criancas, em paises em desenvolvimento ( DIOSADY et al, 2019).

Para combater a desnutricdo de micronutrientes, podem ser aplicadas estratégias de
baixo custo como: fortificagcdo ou enriquecimento de alimentos e suplementacdo de dieta. No
entanto, a fortificacdo direta de alimentos com ferro pode resultar em alteragdes sensoriais
indesejaveis na cor, odor e sabor dos alimentos (GAUCHERON, 2000). Além disso, o ferro
pode interagir com os componentes do produto o que pode diminuir sua biodisponibilidade, que
é definida como a propor¢do de um nutriente que € absorvido e utilizado nas fungdes corporais
normais (HURRELLe EGLI, 2010 ).

Neste contexto, o uso de processos de encapsulacdo de ferro pode ajudar a evitar ou
mascarar alteracGes sensoriais indesejadas em alimentos fortificados, ao mesmo tempo, reduzir
a interacdo deste elemento com componentes alimentares e ainda aumentar a sua
biodisponibilidade (GHARIBZAHEDI e JAFARI, 2017; GERA et al., 2012; ZLOTKIN et al.
2001). Dentre as diversas técnicas de microencapsulacdo, a técnica de spray chilling vem se
destacando. O processo consiste na formacéo de microparticulas lipidicas solidas por meio da
atomizacdo de ingredientes ativos que podem ser de origem hidrofilica ou hidrofdbica,
dissolvidos ou dispersos em materiais encapsulantes de lipidios fundidos ( ORIANI et al. 2016).
As goticulas se solidificam ao entrar em contato com um fluxo de ar frio, dando origem a
microparticulas lipidicas sélidas com caracteristicas de um produto em p6 (SORITA et al.
2021).

Os beneficios do processo por spray chilling se ddo pela a protecdo proporcionada pela
matriz lipidica ao composto ativo frente ao oxigénio e a umidade, resultando em maior
estabilidade e potencializando melhor a biodisponibilidade do ativo, permitindo uma liberagédo
controlada do material ativo, reducdo na higroscopicidade dos ativos hidrofilicos, além de ser
uma técnica relativamente de menor custo e de facil reprodutibilidade (ABBAS et al. 2012).

Por outro lado, uma das desvantagens dessa técnica de microencapsulacdo é a
quantidade significante de material ativo que permanece localizado na superficie das

microparticulas, ou se difunde durante a estocagem. Essa limitacdo esta diretamente relacionada
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ao tipo de particula formada (matriz) e ao fenémeno de polimorfismo dos 6leos e gorduras
vegetais, 0 qual consiste na capacidade de um lipidio s6lido apresentar a mesma composicao
quimica, no entanto, delinear diferentes estruturas cristalinas e empacotamentos moleculares
(CHEN, MCCLEMENTS e DECKER, 2011).

A cinética de liberacdo do ativo também pode ser influenciada por fatores, como: as
forcas osmdticas, a difusdo lenta da dgua através das imperfei¢cfes do material de parede, 0s
mecanismos de ruptura das particulas, entre outros (GOUIN, 2004). Contudo, a liberagdo pode
ser melhorada pela modificacdo da estrutura cristalina do material de recobrimento. Modelos
matematicos tém sido usados principalmente para prever a liberacdo temporal dos compostos
bioativos encapsulados (PEPPAS e NARASIMHAN, 2014).

Com base neste contexto, o objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas de ferro
encapsulados em matrizes lipidicas, utilizando a técnica de spray chilling e avaliar suas
propriedades, como tamanho de particulas, eficiéncia de retencdo, difracdo de raio -x e
microscopia eletrénica de varredura. Neste trabalho foram avaliadas formulagdes com
diferentes proporgdes de cera de abelha e manteiga de cacau e submetidas ao estudo da liberagéo

controlada do componente ativo ferro em diferentes temperaturas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ferro e sua importancia

2.1.1 O micronutriente Ferro

O ferro é um elemento-chave e um nutriente essencial no corpo humano e é um
componente importante da hemoglobina, que forma uma ligacdo reversivel instdvel com o
oxigénio. Além disso, a deficiéncia de ferro afeta o crescimento e o desenvolvimento humano
(DA MA et al, 2022). A ingestdo insuficiente de ferro na dieta € uma causa importante da
deficiéncia de ferro. A absorcao de ferro no intestino depende do estado nutricional do ferro no
corpo e das caracteristicas da dieta por exemplo, o teor de ferro, forma e biodisponibilidade (
SANT-RAYN, MU. 2021).

Nos alimentos, o ferro existe na forma heme e ndo heme. O ferro heme (figura 1) é
derivado predominantemente de hemoglobina e mioglobina das carnes, sua absorcéo € eficiente
e em grande parte ndo influenciada por outros componentes da dieta (GROTTO, 2010; GULEC,
ANDERSON e COLLINS, 2014). Por outro lado, o ferro ndo-heme é encontrado em alimentos
de origem vegetal como, por exemplo, hortalicas folhosas verde-escuras (brocolis, couve e
espinafre) e leguminosas (feijdo e lentilha), é geralmente insoltvel, e sua biodisponibilidade
influenciada por muitos componentes dietéticos (FILIPONI et al, 2019). Contudo, o ferro
desses alimentos € geralmente presente em niveis relativamente baixos ou ndo sao absorvidos
completamente (FULGONI et al. 2011).

O mecanismo de absorcdo do ferro heme difere daquele do ferro ndo heme. A
hemoglobina é catabolizada no Iimen intestinal e a molécula heme é absorvida pelo enterdcito
como uma metaloporfirina intacta, sendo a internalizacdo realizada por endocitose. Uma vez
absorvido, o ferro é liberado do anel porfirinico por acdo da heme oxigenase (MACHADO et
al. 2005).

Ja o denominado ferro ndo heme esta ligacdo ndo ocorre. A absorcédo do ferro ndo heme
pelos enterdcitos pode ocorrer por trés mecanismos: mecanismo paracelular que é inespecifico,
ndo-regulado e tem uma baixa afinidade pelo ferro; mecanismo transcelular de difusdo passiva,
parcialmente regulado; e mecanismo de transporte altamente regulado, envolvendo carreador,

glicoproteina, &cidos graxos e/ou um complexo protéico (MACHADO et al. 2005).
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Figura 1- Estrutura do ferro heme.

CH,

CH,
CH,
I/

Fonte: (Fennema, 2010)

Para tratamentos e prevencdo da deficiéncia de ferro sdo usadas diversos compostos
contendo ferro ndo heme, como sulfato ferroso, gluconato ferroso, lactato ferroso, fumarato
ferroso, ferro elementar, entre outros (WARD e CRICHTON, 2016). Para fortificantes de ferro
solGveis em agua, o sulfato ferroso € o mais usado, por apresentar 0os maiores teores de ferro,
maior biodisponibilidade relativa e 0 menor custo por mg de ferro. Esse composto tem como
desvantagens as alteracdes sensoriais que provocam nos alimentos (DARY e HURRELL,
2006).

2.1.2 Deficiéncia de ferro

Globalmente, ferro, iodo, vitamina A e zinco sdo 0s micronutrientes mais deficitarios da
dieta humana (BAILEY, W. e BLACK, 2015). As popula¢des mais suscetiveis a deficiéncias
desses micronutrientes sdo criancas e mulheres gravidas (FULGONI et al. 2011; KEAST et al.
2013; MALPALLI et al. 2013). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016) informou que
a deficiéncia causada por ferro é a mais prevalente no mundo.

Pessoas com deficiéncia de ferro apresentam niveis sistémicos inadequados de ferro,
isso pode eventualmente levar a anemia ferropriva, uma condicdo em que o corpo sofre de
baixos niveis de hemoglobina, causando escassez de oxigénio (ROEMHILD et al. 2021). A
deficiéncia de ferro ou a anemia por deficiéncia de ferro pode ser devido a diminui¢do da
ingestdo de ferro, aumento da demanda de ferro, perda cronica de sangue ou diminuicao
da absorcdo intestinal, pode ser tornar mais complexa quando ela é mascarada por
doencas inflamatdrias_crénicas (ROEMHILD et al. 2021).
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A Organizacdo Mundial da Saude estima que a prevaléncia de anemia em criangas
menores de cinco anos no Brasil, varia de 30 a 70%, sendo as maiores prevaléncias (>50%)
observadas em criangas com idade abaixo de 24 meses. Na Ameérica Latina e no Caribe este
indice é de 39,5% e a prevaléncia global em criancas menores de cinco anos é de 47% (BRASIL,
2008). Estudos regionais no Brasil mostram uma tendéncia de aumento na prevaléncia em
criangas, de modo que a anemia é considerada a caréncia nutricional nacional mais
predominante, superando a desnutri¢do energético-proteica (VIEIRA e FERREIRA, 2010).

Para mulheres em idade fértil, a deficiéncia de ferro pode representar risco de morte,
tanto para elas, quanto para seus filhos durante o periodo pré-natal e comprometer o
desenvolvimento fisico e mental de criangas, prejudicando a capacidade de aprendizagem na
infancia refletindo no desempenho intelectual de adultos (SZARFAC, 2010). As gestantes tém
maior risco de desenvolver deficiéncia de ferro e anemia por deficiéncia de ferro pelas altas
demandas fisioldgicas proprias e da unidade feto-placentéria, dificeis de serem supridas apenas
pela dieta, além da perda sanguinea que pode ocorrer durante o parto (BRASIL, 2014).

Contudo, a producdo de alimentos enriquecidos com ferro € uma politica puablica
adotada por muitos paises para combater a deficiéncia de ferro (OMS, 2012). No Brasil foram
adotadas duas grandes acOes de combate da deficiéncia de ferro: o enriquecimento obrigatorio
de farinhas de trigo e milho com ferro e acido folico desde 2002, conforme consta na atualizagédo
da Resolugdo RDC n° 150 de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa
(BRASIL, 2017) e a implementacao do Programa Nacional de Suplementacéo de Ferro (PNSF)
para criancas e gestantes (BRASIL, 2013).

2.1.3 Fortificacdo e enriquecimento de alimentos com ferro

As fontes para veiculacdo de nutrientes podem ser naturais ou industrializadas. Segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, dentre os alimentos processados pode-se
diferenciar os produtos de acordo com as seguintes classificacoes:

Alimento fortificado ou enriquecido de nutrientes: todo alimento ao qual foi adicionado
de um ou mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou ndo no alimento, com o objetivo
de reforcar o seu valor nutritivo e/ou prevenir ou corrigir deficiéncias demonstradas em um ou
mais nutrientes, na alimentacdo da populacdo ou em grupos especificos, de acordo com a
Portarian®31, de 13 de janeiro de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
1998).

Suplemento alimentar: Suplementos vitaminicos e/ou de minerais sdo alimentos que
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servem para contemplar com estes nutrientes a dieta diaria de uma pessoa saudavel, em casos
onde sua ingestdo a partir da alimentacdo, seja insuficiente ou quando a dieta requerer
suplementacdo. Devem conter um minimo de 25%, e no méximo até 100% da Ingestdo Diéria
Recomendada (IDR) de vitaminas e ou minerais, na porcao diaria indicada pelo fabricante, ndo
podendo substituir os alimentos, nem serem considerados como dieta exclusiva, de acordo com
a Portaria n © 32, de 13 de janeiro de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(BRASIL, 1998).

Varios produtos se apresentam fortificados com ferro, como por exemplo os cereais
matinais, leite, bebidas a base de soja, condimentos e café. Contudo, a utilizacdo deste mineral
em matrizes alimentares apresenta alguns desafios, que precisam ser superados, tais como,
variacOes na biodisponibilidade do ferro, alteraces sensoriais e indesejaveis de cor, formacéo
de sedimentos e seu efeito sobre a oxidacdo lipidica (SUGIARTO, YE e SINGH, 2009;
ARCANJO, A. 2009).

Varios compostos a base de ferro podem ser utilizados na fortificagdo, porém ha problemas
técnicos na selecé@o desses componentes. Compostos com biodisponibilidade relativamente alta,
como o sulfato ferroso que € comumente utilizado, provocam alteracfes sensoriais indesejaveis,
enquanto outros compostos mais aceitaveis sdo pouco absorvidos (HURRELL et al. 2006).

Com isso, a técnica de microencapsulacao visa aprisionar o ferro, mascarando assim seu
sabor e proporcionando menor interacdo com outros componentes, além disso, é possivel criar

um sistema de liberacao controlada, melhorando a sua absorcdo (ARAUJO, A. 2011).

2.2 Encapsulacéo por Spray Chilling

As técnicas de microencapsulacéo consistem na imobiliza¢do de um ou mais compostos
por um ou mais material de parede, que possam proteger o ativo contra fatores externos, tais
como; a luz, elevada concentracdo de oxigénio, calor e umidade. O desenvolvimento de um
sistema para a protecdo do ativo inibe a evaporacdo de compostos volateis, acoberta sabores e
odores desagradaveis nos alimentos e, a0 mesmo tempo, retarda a liberacéo antecipada do ativo
prolongando o efeito da acdo do componente no meio aplicado (RAY et al. 2016; COMUNIAN
e TRINDADE, 2016).

Existem varios métodos de microencapsulacdo, sendo que a escolha do método ideal
depende de alguns fatores. Segundo Trindade (2008), métodos disponiveis podem ser

agrupados da seguinte maneira: métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos, sendo o Spray
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Chilling um método fisico.

O método Spray Chilling é baseado na solidificagdo de um fluido (contendo lipidios
fundidos de alto ponto de fusdo como materiais encapsulantes) pulverizado em uma camara de
resfriamento.

Em detalhes, o resfriamento por spray consiste em duas etapas. A primeira etapa requer a
encapsulacdo do composto ativo em uma matriz lipidica, geralmente um lipidio fundido ou uma
emulsdo de 4&gua em dleo (BERTONI, A. e PASSERINI, 2019). Na segunda etapa, essa mistura
é pulverizada na forma de goticulas, geralmente por um bico atomizador aquecido, para manter
a temperatura adequada e evitar a recristalizacdo dos compostos lipidicos. Quando o material
pulverizado entra em contato com um ambiente resfriado (inje¢do de ar frio ou nitrogénio
liquido), com temperatura abaixo do ponto de fusdo do lipidio, ocorre uma transferéncia de
calor entre o lipidio e o ar frio, levando a solidificagdo da matriz e resultando na formacéao de
particulas lipidicas sélidas (FIGUEIREDO, J. et al. 2022). As particulas sdo coletadas em um
recipiente abaixo da camara de resfriamento, enquanto as particulas muito finas séo
transportadas pelo ar para um ciclone e coletadas em outro recipiente (CONSOLI et al. 2016).

Essa tecnologia permite a obtencao de pos gordurosos, facilitando a manipulacéo e a
incorporacdo em diferentes matrizes alimentares, além de contribuir com menores custos de
transporte e armazenamento devido ao menor volume (FIGUEIREDO, J. et al. 2022). Além
disso, microparticulas lipidicas solidas podem ser adicionadas aos alimentos para resolver
problemas relacionados a eventos de cristalizacdo e atuar como agentes estruturantes
(TRINDADE, F. et al. 2016; LANDIM, N. et al. 2021).

O conhecimento dos efeitos dos parametros do processo na técnica de spray chilling é
importante para obter resultados satisfatorios. Varios fatores podem interferir no processo e, até
0 momento, existem poucos estudos sobre o efeito das variaveis do processo de spray chilling
nas caracteristicas das microparticulas (FIGUEIREDO, J. et al. 2022). Trindade et al., (2021)
relatam algumas dos principais fatores que podem ser otimizados no processo de spray chilling,

sdo eles:

e A temperatura de fusdo dos compostos lipidicos;

A temperatura do ar de atomizacao;

A temperatura da cdmara de resfriamento;

A pressao do ar de atomizacao; e

A vazdo de alimentacdo da mistura fundida
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Existem varios desafios atuais da tecnologia de spray chilling na producéo de ingredientes
alimenticios quando comparados a outros processos. Os desafios incluem a busca por materiais
encapsulantes de origem lipidica que atendam as caracteristicas de um agente encapsulante
ideal, como grau alimenticio, ponto de fusdo, estabilidade oxidativa, manutencéo da estrutura
encapsulante ao longo do armazenamento e uso, e aplicabilidade das microparticulas
produzidas por spray chilling em diferentes matrizes alimenticias, bem como a
biodisponibilidade in vitro e in vivo (FIGUEIREDO, J. et al, 2022).

Microparticulas lipidicas sélidas tém sido propostas para a liberacdo de farmacos,
enzimas, probioticos, vitaminas, minerais, aromas, antioxidantes, antimicrobianos com diversas
finalidades (MC CLEMENTS, 2020).

Na literatura encontra-se alguns estudos utilizando a tecnologia de spray chilling para
encapsular micronutrientes (Tabela 1). No caso do micronutriente ferro, existem estudos com
outras técnicas de encapsulacdo, porém, ha escassez de estudos especificos para
microencapsular o ferro através do spray chilling. Wegmidiller et al (2006), microencapsularam
pirofosfato férrico, iodo e palmitato de retinol em gordura de palma para fortificacdo de sal.
Observaram que o encapsulamento da vitamina A adicionada como palmitato de retinol
apresentou excelente estabilidade em sal. Ao usar um tamanho de particula pequeno e um maior
nivel de fortificacdo, a baixa biodisponibilidade de ferro regular foi compensada. O estudo
mostrou a alta eficacia de todos os 3 micronutrientes no sal fortificado com as microcapsulas e
indicaram que a tripla fortificagdo do sal com um Unico composto podem ser uma nova e
simples estratégia de fortificacao.

Tabela 1 - Resumo de trabalhos envolvendo a tecnologia de spray chilling para
microencapsulacdo de micronutrientes.

Material de encapsulamento Material ativo Referéncia
Gordura vegetal Vitamina B12 Chalella et al. (2019)
Oleo de palma reflnadp e gordura de Acido ascorbico Carvalho et al. (2019)
palma totalmente hidrogenada
Gordura vegetal e cera de abelha Vitamina D3 Paucar et al. (2016)
Acido laurico e acido oleico Acido ascorbico Sartori et al. (2015)
Gordura mteres’genﬂcada_de 6leo de Acido ascorbico Matos et al. (2017)
palma e éleo de milho
Acido estedrico e gordura Acido ascorbico Alvim et al. (2016)
hidrogenada
Gordura d_e palma totalmente Ferro, lodo e Vitamina Wegmiller et al (2006)
hidrogenada A
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Fonte: Adaptacdo de Figueiredo, J. (2022)

2.3 Agentes encapsulantes

Uma sele¢do cuidadosa do material encapsulante deve ser feita para todas as técnicas de
microencapsulacdo (BOTREL, F.et al. 2014). Eles também devem preservar 0s compostos
bioativos da decomposic¢do durante as condi¢Ges de processamento e armazenamento, e ndo
interagir quimicamente com outros agentes ativos incorporados ao sistema (CONSOLI et al.
2016).

Em seu estudo de revisdo Figueiredo et al, (2022) explica que a selecdo do material
encapsulante depende do ingrediente ativo a ser encapsulado. Por exemplo, para um ingrediente
sensivel a altas temperaturas, devem ser usados lipidios com um ponto de fusdo que néo interfira
com as propriedades do material encapsulado enquanto protege contra o ambiente externo. Ray
et al, (2016) listou alguns requisitos para os materiais encapsulantes:

e Estabilidade nas condigdes de operacdo do equipamento;

e Possuir capacidade de dispersar ou emulsionar o material de recheio e de manter as

emulsOes estaveis;

e Capacidade de aprisionar em sua estrutura o material ativo durante as etapas de

processamento e armazenamento;

e Devem proporcionar protecdo maxima ao material ativo contra condi¢cdes ambientais
adversas (por exemplo, oxigénio, calor, luz e umidade).

Normalmente, um Unico material de encapsulamento ndo é capaz de atender a todos
esses requisitos, portanto, geralmente sdo utilizadas misturas desses materiais (ORIANI et al.,
2018).

Os materiais utilizados como encapsulantes sao lipidios sélidos e liquidos, como ceras,
parafinas, acido estedrico, monoglicerideos, diglicerideos, dleos e gorduras (SUAVE et al.
2006; BARROSO et al., 2021). A tabela 2 demonstra alguns tipos de lipidios e suas

propriedades.

23



Tabela 2 - Tipos de lipidios usados usados na microencapsulagdo por spray chilling e suas
propriedades

Composicéo
Lipidios quimica Propriedades Exemplos

Acidos graxos de Ponto de fusio = Acido palmitico, 4cido
Acidos graxos  cadeia longa 60-90° C estearico, &cido laurico.
Tripalmitato de glicerila
(Dynasan 116),
Triglicerideos  Ponto de fusdo = trimiristato de glicerila,
Triglicerideos monoacidos 46-73° C trilaurato de glicerila

Cera de carnauba, cera

Esteres de acidos de candelila, cera de
graxos de cadeia Ponto de fusdo = abelha, parafina solida,
Ceras longa e alcoois. 62-86 ° C cera de farelo de arroz
Mistura de

Oleos vegetais  triglicerideos,
hidrogenados e &cidos graxos Hidrogenado -  Soja hidrogenada ou nao

nédo livres, ponto de fusdo = hidrogenada e 6leo de
hidrogenados fosfolipidios 60-71°C palma
Né&o
hidrogenado - alcool laurilico, alcool
Alcool Mistura de ponto de fusdo = estearilico, alcool
gorduroso alcoois graxos 13°C oleilico

Fonte: Figueiredo (2022).

2.3.1 Manteiga de cacau

A manteiga de cacau é uma gordura vegetal premium utilizada como principal material
estruturante na fabricacdo de chocolate. A manteiga de cacau desempenha um papel
fundamental na reologia fluida do chocolate, na desmoldagem, brilho, floracdo, propriedades
de fusdo, liberacdo de sabor, etc. (RIOS, P. et al. 2014).

Devido as suas propriedades e sua alta relevancia nas indudstrias de alimentos, higiene
pessoal, cosmética e farmacéutica (SODDU et al. 2014), a manteiga de cacau tem sido usada
como modelo em diversos estudos. Por exemplo, além de seu impacto direto na fabricacéo de

chocolate, o estudo da manteiga de cacau em nanoescala permitiu o desenvolvimento de
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nanossistemas de entrega. Essas nanoestruturas podem encapsular diferentes compostos usados
nas industrias alimenticia e farmacéutica, como vitaminas, ingredientes de medicamentos para
alimentos, antioxidantes, antimicrobianos, aromatizantes e medicamentos (KHOSH, et al.
2020).

Quimicamente, a manteiga de cacau é composta por aproximadamente 30
triacilglicerdis (TAGS) diferentes e por uma pequena quantidade de di-monoacilglicerdis, além
de outros componentes menores, como fosfolipidios , glicolipidios e acidos graxos livres . Trés
principais acidos graxos sdo encontrados na composicéo da manteiga de cacau: acido palmitico
(C16:0), &cido estearico (C18:0) e acido oléico (C18:1) (COHEN, 2004). A manteiga de cacau
também contém antioxidantes, como catequinas e procianidinas (TERROSO et al. 2016).

Saldafia et al, (2002) afirmam que a cor predominante da manteiga é amarela e a mesma
é fundida a uma temperatura que gira em torno de 35°C. Para alguns autores, o ponto de fusao
da manteiga varia de 26 a 36°C, o que depende do tipo de cristal que vai ser formado durante o
seu resfriamento.

Na literatura existem trabalhos que utilizaram manteiga de cacau como material
encapsulante. Bocanegra, et al, (2005) produziram microcapsulas de manteiga de cacau
contendo uma solucdo aquosa ou uma emulsdo Oleo-em-agua através de jatos coaxiais
eletrificados e obteve encapsulamento bem-sucedido nas caracteristicas de tamanho e
distribuicdo de particulas, corrente adimensional versus vazdo adimensional, distribuicdo
normalizada do tamanho das gotas de manteiga de cacau microencapsulada e a vazdo da
manteiga de cacau (encapsulado/liquido externo); e Pedroso, et al, (2013) microencapsularam
Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus em manteiga de cacau usando tecnologia de
spray chilling, e verificaram que o processo de encapsulacédo protege L. acidophilus dos fluidos

gastrointestinais.

2.3.2 Cera de abelha

A cera de abelha é um produto complexo secretado na forma liquida por glandulas
especiais de cera no abddmen de abelhas operarias mais jovens (com idade entre 12 e 18 dias,
ou seja, no final do periodo em que as abelhas atuam como enfermeiras) (CHAUVIN,
1968). Em contato com o ar, solidifica-se em escamas (que as abelhas modelam com
mandibulas para construir os favos de mel, acrescentando polen e propolis). A sua densidade a
15°C é cerca de 0,960 kg/m3a 0,970 kg/m?e funde a temperaturas entre 63°C e 65°C
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(BOGDANOV, 2004; BOGDANOV, 2009) .

Quimicamente, a cera de abelha é uma mistura complexa de monoésteres lineares e
ramificados saturados e insaturados, hidrocarbonetos, acidos graxos e alcoois livres e outras
substancias menores exdgenas produzidas pelas abelhas. Contém 27 a 40% de monoésteres,
distribuidos em ésteres alquilo do &cido palmitico e oleico; 9 a 23% de hidroximonoésteres,
compostos por ésteres do acido hidroxipalmitico e diolésteres do acido palmitico; 7 a 16%
diésteres de diois e esteres de hidroxiacidos acilados; 3,9% hidroxiésteres; 11 a 28%
hidrocarbonetos, sendo aproximadamente 12,8% alcanos e 2,9% alcenos; 1 a 18% &cidos
graxos livres saturados ndo ramificados, 4 a 8% de outras substancias e menos de 0,3% de
alcoois graxos livres. Fisicamente, possui ponto de fuséo entre 61 a 65°C, sendo insolivel em
agua e alcool frio, muito soltvel em éter e cloroférmio. A coloragéo varia de branca a amarelo
escuro, dependendo da contaminagdo com polen encontrado no mel, podendo ainda se tornar
escura pelo uso e consequente acimulo de impurezas, chegando a quase preta pelo fervura
excessiva (EFSA, 2007; FNAP, 2009; NUNES et.al. 2012; ZHU, et al. 2010) .

A composicao da cera de abelha pode variar entre as diferentes familias e diferentes racas
de abelhas, porque é provavel que a producéo de cera esteja intimamente relacionada a genetica
e dieta das abelhas (BUCHWAR, B. et al. 2006) .

A cera de abelha tem encontrado uma utilizacdo cada vez mais ampla na industria de
alimentos, incluindo estabilizante, agente de vidragem, texturizador em goma de mascar e
transportador de aditivos alimentares (EMIN e MUTAFA, 2015) e organogelador para
estruturacdo de 6leo (MOGHTADAEI et al 2018).

Alguns estudos utilizaram a cera de abelha como material encapsulante. Sorita et al,
(2021) microencapsularam curcumina utilizando como materiais encapsulantes cera de abelha,
cera de carnauba e triglicerideos de cadeia média, Paucar et al, (2016) utilizaram gordura

vegetal e cera de abelha para microencapsular vitamina D3.

2.4 Polimorfismo

O polimorfismo é a capacidade de um material encontrar-se sob o formato de distintos
arranjos cristalinos, com diferentes empacotamentos moleculares, sendo as formas polimorficas
a, B'e B aquelas comumente encontradas em lipidios (SATO e UENO, 2011).

Essas formas polimorficas podem ser identificadas por padrdes de Difracdo de Raio X,

onde, fornece informacdes sobre a fase cristalina da amostra pela presenca de picos de difragéo
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(SANTOS et al., 2020) e consiste na determinacdo das distancias entre os grupos alquilas
paralelos dos TAGs, conhecidas como short spacings (CURI et al. 2002). Quando a forma
polimérfica do ingrediente ativo e do agente encapsulante € mantida, os picos sao formados nos
mesmos angulos de difracdo, enquanto polimorfos diferentes levam a formacdo de angulos
diferentes, o que também pode ser observado no caso de amorfizacdo, ou seja, auséncia de picos
de refracdo agudos, chamados de halo amorfo. Por fim, a reducdo da cristalinidade pode ser
detectada pela formacdo de picos de difracdo menos nitidos e menos intensos (BERTONI, , e
PASSERINI, 2019).

Os cristais o apresentam o empacotamento hexagonal, e sao formados rapidamente
durante o resfriamento. Sdo elementos altamente instaveis e apresentam vida curta. Os cristais
na forma com empacotamento ortorrombico — B’ formam estruturas com estabilidade
intermediaria, sendo capazes de englobar elevada porcéo de 6leo liquido na rede cristalina. A
forma B proporciona um empacotamento mais estdvel com estrutura triclinica, ou seja, é
constituido de cadeias planas e paralelas, acarretando em maior ponto de fusdo e calor latente
(MARANGONI, 2005; MARTINI et al. 2006; McCLEMENTS e DECKER, 2010).

As gorduras sdo monotrdpicas, ou seja, sua transformacdo polimorfica acontecera
sempre no sentido do cristal mais estavel. A estabilidade termodinamica e o ponto de fuséo das
trés formas aumentam na seguinte ordem: o < 8’ < B (McCLEMENTS e DECKER, 2010). A
velocidade de transformacdo das transicbes polimoérficas € dependente do grau de
homogeneidade dos TAGs. Os lipidios com menor diversidade de TAGs tendem a se converter
rapidamente na forma polimérfica B, enquanto as gorduras com composi¢ao variada de TAGs
tendem a se estabelecer na forma polimorfica do tipo p’. Os fatores que podem afetar a
formacdo das diferentes estruturas polimdrficas incluem o tipo de formulacéo, a taxa de
resfriamento, o calor de cristalizaco e o nivel de agitacdo (SATO, 2001; RIBEIRO et al. 2015).

O polimorfo em que os TAGs cristalizam afeta muito seu comportamento de fusdo; ou
seja, quanto mais estavel o polimorfo formado, mais densamente os TAGSs se empacotam e,
portanto, maior a densidade, ponto de fusdo e entalpia de fusdo do cristal resultante.

As ceras de abelha sdo parcialmente cristalinas, em temperatura ambiente, a parte
cristalina das ceras de abelhas é organizada principalmente seguindo uma estrutura
ortorrdbmbica, mas uma pequena quantidade €é constituida por uma estrutura
monoclinica. Durante o aquecimento, varias transicdes polimorficas no estado sélido foram
relatadas em relacdo a fase ortorrdmbica até o ponto de fusdo (KAMEDA, T. 2005;
KOTEL’NIKOVA e PLATONOVAE F., 2007).

Segundo Schoening, (1980) e Kameda, (2005) a cera de abelha compreende uma parte
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amorfa e duas partes cristalinas. De fato, hidrocarbonetos e monoésteres parecem cristalizar
seguindo uma estrutura ortorrdmbica enquanto acidos livres e diésteres tém uma estrutura
monoclinica (GAILLARD,Y. et al. 2011). Todos os valores encontrados na caracterizacdo das
transi¢des polimorficas da cera de abelha se relacionam com a estrutura ortorrébmbica
(GAILLARD,Y. et al. 2011; ATTAMA, A. et al. 2006).

O polimorfismo da manteiga de cacau é muito discutido na literatura técnica devido a
sua grande influéncia nas propriedades fisicas e sensoriais do chocolate (COHEN, 2004).
Estudos confirmam a existéncia de até seis formas cristalinas na manteiga de cacau. Variando
de (I - VI) e também como y (ponto de fusdo a 17°C), a. (pontos de fusdo 21°C-24°C), B’ (ponto
de fusdo 28°C) e B (pontos de fusdo de 34°C-35°C) (Verissimo 2012). Sendo, V e B’ as formas
polimorficas mais desejaveis devido ao seu impacto nas caracteristicas texturais e visuais do
chocolate (pequenos cristais semelhantes a agulhas, ponto de fusdo ~ 31-34 °C) (PEYRONEL
et al. 2014; COet al. 2019).

A estrutura polimorfica tem influéncia direta na eficiéncia de microencapsulacao e na
liberacdo do nucleo durante o armazenamento, devido a reorganizacao do cristal em uma forma
polimorfica mais estavel (RIBEIRO, A. et al. 2012).

2.5 Liberacéo Controlada

A liberacdo controlada é definida como um processo pelo qual um ou mais agentes
ativos podem ser liberados em um momento e local apropriado, sendo considerada, portanto,
uma propriedade extremamente importante nos processos de encapsulacéo (SILVA et al. 2014).
A microencapsulacdo e a liberacdo controlada sdo aplicadas na industria de alimentos com o
objetivo de assegurar a manutencao das caracteristicas nutritivas e sensoriais dos alimentos,
além de prolongar o periodo de armazenamento (DIMA, et al. 2016).

Geralmente, a definicdo clara da biodisponibilidade e bioacessibilidade pode ser eficaz
para uma melhor compreensdo dos conceitos de liberagcdo. Portanto, bioacessibilidade é
definida como a porcao de ingredientes ativos que é liberada de sua localizacdo original nos
alimentos para o trato gastrointestinal (TGI) para absorcdo luminal (JAFARI e
MCCLEMENTS, 2017). Nesse sentido, biodisponibilidade € definida como a por¢do de
ingredientes ingeridos que entra no sistema circulatorio e é acessivel para atividades biologicas
(FLORES e KONG, 2017).

Como explica Boostani e Jafari. 2021, existem diferentes termos e defini¢des para
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liberagdo. A liberacdo pode ocorrer imediatamente ou modificada; em relagdo a liberacéo
imediata, ocorre logo apds o0 uso; no entanto, no caso de liberacdo modificada, ocorre por um
periodo prolongado de tempo apds o uso ou em um local especifico (PERRIE e RADES, 2012).
Os sistemas de liberacdo controlada sdo um tipo de sistema de liberagdo modificada que se
destina a atingir uma concentracdo especifica independente das condi¢fes do local alvo
(BOOSTANI, S. e JAFARI. S.,2021).

A partir das microparticulas uma série de mecanismos de liberacdo tém sido sugeridos
(figura 2).

Figura 2 - Tipos de mecanismos de liberacdo para ingredientes alimenticios encapsulados
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Fonte: (Boostani. S. e Jafari. S. M., 2021)

Na tecnologia de spray chilling, a liberacdo do ingrediente ativo geralmente ocorre por
erosdo e lixiviacdo da matriz, devido a sua natureza hidrofébica (TRINDADE, C. et al., 2021)
ou por difusdo (CHALELLA, M. et al. 2019 ; PAUCAR, et al, 2016).

O perfil de liberacdo é definido como os eventos de liberacdo de compostos
encapsulados do carreador mostrando curvas de concentracdo-tempo especificas no local
alvo. Os perfis de liberacdo sdo afetados principalmente pela natureza dos mecanismos de
liberacdo (BOOSTANI, S. e JAFARI. S., 2021).

2.6 Cinética de Liberagéo
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A cinética de liberacdo € frequentemente discutida qualitativamente por meio de curvas
de concentracdo versus tempo, com relagdo especifica a porcentagem de liberacdo apds um
determinado intervalo de tempo (BOOSTANI, S. e JAFARI. S., 2021). Através da cinética de
liberacdo, a ordem e o mecanismo de liberacdo das microparticulas podem ser descritos e
avaliado na forma de diversos modelos matematicos (ANSARIFAR et al., 2017; CAMPELO,
P.etal, 2017; ZANDI et al., 2017).

Os modelos de Ordem Zero, Primeira Ordem, Korsmeyer e Peppas e Higuchi foram
usados para determinar a cinética de liberacdo (FLORES, F. P.e KONG, F., 2017),
representados, respectivamente, pelas Equacdes 1,2, 3 e 4.

Q: = Qy+ K *t (ordem zero) 1)
Q: = Qo + e~ **t (primeira ordem) (2
Q: = Qo + K™ (Korsmeyer e Peppas) (3)

¢ = Qo + K x+/t (Higuchi) 4)

Onde: Q. é a quantidade de ativo liberado no tempo (t), Q, € a quantidade de ativo liberado no
tempo zero (t=0), K é a constante da taxa de liberacdo, n é o expoente de liberacéo e caracteriza
mecanismo de transporte (Korsmeyer - Peppas). O valor n pode ser variado, Caso I, para n <
0,43 o mecanismo de tranferencia de massa ocorre de acordo com a lei de Fick, ou seja, a
difusdo das moleculas segue um gradiente de potencial quimico; quando 0,43 < n < 0,85 0
sistema de liberacdo é anomalo (ou ndo Fickiano), e a liberacdo ocorre por difusdo e
relaxamento das cadeias; Caso Il, se n for igual a 0,85 indica que a liberacéo é controlada pela
molhabilidade; e o Super caso quando n > 0,85 no qual ocorre uma aceleracdo na liberacao

provocado pela erosdo ou mobilidade das cadeias (CAMPELO, P. et al. 2018).

3 MATERIAL E MEDOTOS

3.1 Material
O sulfato de ferro Il (NEON Reagentes Analiticos, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado como

material ativo. Os lipidios utilizados para a producdo das microparticulas lipidicas foram cera

de abelha (GM CERAS,Séao Paulo, Brasil) com ponto de fusdo de 64 °C e manteiga de cacau
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(SATTVA SUPER ALIMENTOS, Séao Paulo, Brasil) com ponto de fuséo de 35 °C. Além disso,
foi utilizado o emulsificante polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) (Danisco, Copenhage,
Dinamarca). As enzimas pepsina, pancreatina, lipase e sais biliares foram adquiridas da Sigma
e 0s demais reagentes utilzado era de grau analitico.

3.2 Preparo das solugoes

As misturas lipidicas foram pesadas de acordo com o planejamento experimental descrito
no item 3.4, derretidos e reservados. Um total de 10 g de sulfato ferroso foram adiconados em
10 ml de &gua (30 °C) até ser completamente dissolvido e adicionados em 200 g das misturas
lipidicas junto com 8 g de PGPR. A mistura foi agitada em um agitador magnético com

aquecimento (Gehaka, S&o Paulo) por 5 minutos a 75 °C para homogeinizacao.

3.3 Processo de obtencéo das microparticulas lipidicas por spray chilling

O equipamento utilizado na producdo das microparticulas lipidicas (MPLs) contendo
sulfato ferroso foi um Spray Chiller (Labmaq do Brasil, Riberdo Preto, Brasil) com um bico
atomizador de duplo fluido, equipado com aquecedor do ar comprimido e da amostra de

alimentacdo e um sistema de resfriamento do ar (figura 3).
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Figura 3 - Spray chiller. (a) Sistema de aquecimento da amostra. (b) Sistema
de aquecimento do ar comprimido. (c) Sistema de resfriamento do ar (-5°C a 20°C).

(fonte: prdpria autora)

As temperaturas das amostras, do ar comprimido e de resfriamento em todos
tratamentos foram de 87 °C, 100 °C e -2 °C, respectivamente. O fluxo do ar comprimido de 35
L.min-1 e a pressdo do ar de 500 kPa foram usados de acordo com a recomendacdo do
fabricante. A média da temperatura de saida da camara foi 15,5 + 2°C. No final do processo, as
MPLs foram recolhidas do pote coletor e da cdmara de resfriamento e foram armazenadas em
sacos plasticos de polietileno fechados e envoltos de papel laminado e mantidas a 3 °C até a
realizacdo das analises.

Os tratamentos foram conduzidos em duplicata e o rendimento do total do processo, que
leva em consideracdo as microparticulas coletadas na camara e pote coletor, foi calculado de
acordo com a equacdo 5 e o rendimento somente do coletor foi calculado de acordo com a
equacao 6..

. idade coletad 1
Rendimento total do processo (%) = quanticade coletaca 1ol x 100 (5)

quantidade atomizada

. uantidade coletada no pote coletor
Rendimento pote coletor (%) = 1 E x 100 (6)

quantidade atomizada

3.4 Planejamento experimental
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O experimento foi conduzido com duas repeticdes, e as medidas das analises foram
realizadas em duplicata em um delineamento inteiramente casualizado (DIC). A quantidade de
agente encapsulante utilizada nos experimentos foi de 200 g, variando-se a proporcao de acordo

com o tratamento, conforme demonstra a Tabela 3.

Tabela 3 - Descricdo dos tratamentos utilizados na producdo de microparticulas lipidicas.

Proporcado de material

Tratamentos Materiais carreadores
carreador (m/m)
T1 cera de abelha -
T2 cera de abelha + manteiga de cacau 3:1
T3 cera de abelha + manteiga de cacau 2:1
T4 cera de abelha + manteiga de cacau 1:1

3.5 Caracterizacao das microparticulas lipidicas

3.5.1 Morfologia de Superficie por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise da morfologia das particulas foi realizada, por meio da observacéo de imagens
obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram inseridas em stubs
de aluminio com fita dupla-face de carbono, metalizadas em aparelho evaporador de ouro (SCD
050)e observadas no microscépio eletrénico de varredura (LEO EVO 40 XVP, Carl Zeiss) do
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural da Universidade Federal de

Lavras.

3.5.2 Tamanho e distribuicdo de particulas

O diametro da particulas e a distribuicdo do diametro (indicado pelo indice de
polidispersidade, PDI) foram determinados por dispersdo dindmica de luz em um Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Inc., Worcestershire, Reino Unido). O alcool isopropilico foi
usado como dispersante para evitar a dispersdo maltipla, bem como a dispersdo e interacéo
entre particulas. Todas as medicGes foram feitas em triplicata e os valores médios foram

relatados.
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3.5.3 Eficiéncia de Retencgédo

A Eficiéncia de Retencéo (ER) foi determinada a partir da adi¢do de 180 mg de MPLs,
contendo ferro, em tubos com tampa de polipropileno em 10 ml de cloroférmio para
rompimento das microparticulas, liberacdo do composto e assim, quantificacdo de todo o ativo
presente. Em seguida, foram adicionados 10 mL de agua destilada aos tubos, submetendo-o0s a
agitagdo por 1 min em um agitador vortex (Kasvi, Sdo Joseé do Pinhais , Brasil), por duas vezes,
com descanso de 10 min entre as agitacOes. Posteriormente, os tubos foram levados a
centrifugacdo por 10 min a 10.000 rpm, seguindo a metodologia descrita por Leonel et al.
(2010), com algumas adaptacdes. A quantidade de ferro presente na amostra foi determinada
ao final da centrifugacdo pelo método descrito no Item 3.5.4. A ER das MPLs foi obtida a partir
da Equacdo 7, ou seja, como a razdo entre a quantidade total de ferro presente nas
microparticulas lipidicas (Fet) e a quantidade inicial de ferro adicionada nas misturas lipidicas

(Fea), em base Umida.

ER (%) = =X x 100 (7)

Fep
3.5.4 Determinacao do teor de Ferro

Uma curva padrdo (R? = 0,9997) foi preparada com concentragdes de sulfato ferroso
variando de 0,5 a 2,0 mg/L. O teor de ferro foi quantificado, utilizando-se 0,5 mL de solucéo
de &cido ascérbico, 2 mL de solugédo de fenatrolina e 5 mL de solucdo de acetato de aménio e
1 ml de aliquota da amostra. Para a determinacdo do teor de ferro nas MPLs as absorbancias
das solucGes foram lidas em espectrofotometro (Bel photonics, Sdo Paulo) com comprimento
de onda de 440 nm. A preparacao das solucdes e o teor de ferro seguiu a metodologia descrita

na norma 13934 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) com modificagdes.

3.5.5 Difracao de Raios-X

Os possiveis picos indicativos de cristalinidade e formas polimorficas das MPLs e dos
materiais de parede foram determinados por Difracdo de Raios-X. As analises foram realizadas
em difratdmetro Philips (PW 1710, Holanda), utilizando a geometria Bragg-Brentano (6:20)
com radiagdo de Cu-ka ( A = 1.54056 A , tensdo de 30 kV e corrente de 30 mA). As medidas

foram obtidas com passos de 0,02° em 20 e tempo de aquisi¢do de 1,20 segundos, com
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varreduras de 4 a 70° (escala 20). A quantidade de cada polimorfo foi estimada pela intensidade
relativa do short spacings (SCHENCK e PESCHAR, 2004; MARANGONI, 2005). A anélise

foi feita em uma Unica repeticéo.

3.6 Liberacéo Controlada

A liberagdo controlada do ferro, medida em % foi determinada a cada 30 min, durante
um periodo de 4 horas, em meio aquoso em temperaturas de 10, 20, 30 e 40 °C. O procedimento
descrito por Ribeiro et al. (2012) foi seguido, com modificacfes. As andlises foram realizadas
dispersando 100 mg da amostra em 10 mL de uma solucdo Tween 80 (1 g / L) em frascos de
50 mL. As amostras foram agitadas a 100 rpm em banho incubador com agitador orbital (Ethik
Technology, Sao Paulo, Brasil). Apds cada intervalo de 30 min, 1mL de aliquota de cada
tratamento foram retiradas e filtradas em papel de filtro e o teor de ferro no filtrado foi
determinado espectrofotometricamente, conforme descrito no item 3.5.4. Os testes e

determinagGes em cada intervalo foram realizados em duplicata.

3.7 Avaliacdo in vitro das microparticulas em solucdes simuladas gastrica e

instestinal

Solucdes gastricas, intestinal e bile foram utilizadas para determinar a digestibilidade in
vitro das microparticulas contendo ferro. Estas solu¢Ges foram preparadas em 250 mL de agua
cada com os constituentes descritos na TABELA 4. A preparacdo das solucbes e 0s

procedimentos das fases foi realizado de acordo com Minekus, et al (2014) com modificacdes.
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Tabela 4 - Constituentes de preparacao de solucgdes de fluidos de digestdo simulados.

Solugdo géstrica (SSG)  Solucéo intestinal (SSI) Bile
Constituintes pH 1,3a1,32 pH 8,1a8,3 pH 8,2a84
NaCl 1,376 g 3,506 ¢ 2,629 ¢
KCI 0,412 ¢ 0,282 g 0,188 g
NaH2PO: 0,133 g - -
CaCl. 0,1995 g - -
NH.CI 0,153 g - -
NaHCOs - 1,694 g 0,075¢g
KH:2PO4 - 40 mg -
MgCl. - 25 mg -
HCI 3,25 mL 0,09 mL 0,075 mL
Pepsina 1,259 - -
Pancreatina - 459 -
Lipase - 159 -
Sais biliares - - 15¢

Na fase géstrica, foi separado 6 mL da SSG e tranferido para tubos Falcon de 50 mL,

em seguida foi adiconado 1,5 g de MPLs contendo ferro. Amostras foram incubadas durante 2

h a 37°C com uma velocidade de agitacdo de 200 rpm. Apo6s o intervalo de tempo uma aliquota
de 1 mL foi retirada e o ferro foi quantificado com descrito no item 3.5.4.

Na fase intestinal, ap0s a retirada da primeira aliquota da fase gastrica, foi adicionada a

solucdo SSG, 12 mL de SSI e 6 mL de solucdo de sais biliares. Amostras foram incubadas

durante 2 h a 37°C com uma velocidade de agitacdo de 200 rpm. Apo6s o intervalo de tempo

uma aliquota de 1 mL foi retirada e o ferro foi quantificado com descrito no item 3.5.4.

3.8 Andlises estatisticas
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey com
nivel de significancia de 5%, utilizando software Minitab (Minitab 16.1.0, Minitab Inc., State

College, PA, EUA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizagdo das microparticulas lipidicas

4.1.1 Condigdes do processo e rendimento

As condigdes de processamento das MPLs contendo ferro estéo apresentadas na Tabela

5, assim como 0s seus respectivos rendimentos de processo.

Tabela 5 - Condi¢c6es do ambiente e rendimento do processo de producao de microparticulas

Temperatura Temperatura _
Temperatura Rendimento

ambiente - ar de ] Rendimento
Tratamentos o ) de saidada pote coletor
condicionado resfriamento total (%0)
. i camara (°C) (%)
0 4

Tl 18+1,00 12,50+1,40 ¢ 75,00+2,98=
T2 16 ) 150,00 24,104+0,90*  75,00£0,93=
T3 170,50 18,7542,10 % 73,74+1,952
T4 15+1,00 20,50+0,70 *  74,55+1,662

Os valores apresentados dos rendimentos sdo médias de duas repeti¢cdes. Letras mindsculas diferentes

em cada coluna representam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores encontrados para o rendimento total, em que foi considerada a soma das
particulas coletadas no pote coletor e na camara do equipamento, variaram de 73,74 a 75,00 %,
enquanto que, para o rendimento no pote coletor foram encontrados valores de 12,50 a 24,10
%. Nas avalia¢Ges do rendimento total ndo houve diferenca significativa entre as amostras (p <
0,05).

Sartori et al. (2015) produziram microparticulas lipidicas a partir de emulsdes
constituidas do &cido graxo laurico e oleico para microencapsular acido ascorbico por spray
chilling. Os autores encontram valores de rendimento total entre de 64 a 73 % e atribuiram os
menores valores de rendimentos a aderéncia das particulas na superficie do equipamento.
Carvalho, et al (2019) encontraram valores de rendimento total de até 81% e rendimento do
pote coletor foram encontrados valores de 21,39 a 29 % para producdo de MPLs por spray
chilling, constituidas de &cido ascorbico microencapsuladas com 06leo de palma refinado e

gordura de palma totalmente hidrogenada. Chalella, et al (2019) produziram MPLs com gordura
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vegetal para encapsular vitamina B12 e obtiveram rendimento total entre 69,60 a 79,90 %.
Portanto, os valores de rendimento encontrados no presente trabalho estdo proximos dos dados
relatados nas literaturas citadas.

As caracteristicas visuais das amostras se mantiveram semelhantes com pds finos, com
alguns grumos (Figura 4). Durante a manipulagdo, o tratamento com apenas cera de abelha se
manteve mais firme e ndo grudento. Enquanto tratamentos contendo manteiga de cacau ficaram
bastante grudento, o que dificultou a manipulagéo, sendo que o T4 e T3 foram os tratamentos
gque mais apresentaram grumose mais grudento quando comprados aos tratamentos T1 e T2.
Esse fendmeno esté relacionado ao ponto de fusdo mais baixo. Oriani et al, 2016 explicaram o0s
problemas que podem ser causados durante e ap6s 0 uso do spray chilling com o uso individual
de lipidios de baixo ponto de fusdo, como é o caso da manteiga de cacau, que apresenta ponto
de fusdo de 35 °C. Apos a formacédo das microparticulas, uma alta adeséo do po, aglomeracao

e baixa fluidez das microparticulas séo verificadas.

Figura 4 — Aspecto visual das microparticulas lipidicas produzidas contendo ferro
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Legenda: T1: Cera de abelha; T2: Cera de abelha + Manteiga de cacau (3:1) ;T3: Cera de abelha +

manteiga de cacau (2:1); T4:Cera de abelha + manteiga de cacau (1:1).

4.1.2 Microscopia eletronica de varredura

As imagens de MEV das MPLs contendo ferro sdo mostradas na Figura 5. Em geral, as
superficies das microparticulas que contém manteiga de cacau apresentaram formas irregulares,
aglomeradas e de tamanho variado.

Sabe-se que a temperatura de fusdo dos constituintes sdo 64 e 35 ° C para a cera de
abelha e manteiga de cacau, respectivamente. A adicdo da manteiga de cacau reduziu

moderadamente a temperatura de fuséo dos tratamentos, ocasionando o aumento do efeito de
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agrupamento, em comparacdo com o tratamento que utilizou apenas cera de abelha. Oriani et
al. (2016) atribuiram essa alteracdo no comportamento morfolégico ao ponto de fusdo das
MPLs durante sua solidificacdo no processo de atomizacao.

As particulas menores permaneceram aderidas na superficie das particulas maiores. As
goticulas maiores retardaram ou inibiram a cristalizacdo completa das particulas. Particulas que
ndo se cristalizam por completo sdo capazes de se juntar e formar aglomerados
(SAVOLAINEN, 2003).

Sorita et al, 2021 produziram microparticulas com cera de abelha, cera de carnauba e
miglyol contendo curcumina como composto ativo. Os autores relataram que a formulacéo
composta por cera de abelha e miglyol, nomeadamente os lipidios com as temperaturas de fusdo
mais baixas apresentaram o efeito de aglomeracdo. Entretanto, incorporacdo de cera de
carnauba a composicdo da mistura (mistura lipidica com maior temperatura de fusdo) levou a
reducdo do efeito de aglomeracéo.

Pelissari et al. (2016), em seus estudos, utilizaram a técnica de spray chilling para a
microencapsulacao de licopeno, utilizando como material de parede um composto de gorduras
vegetais hidrogenadas e interesterificadas de algoddo, soja e palma. Foram obtidas particulas
de formato esférico, com aglomerac6es, diametros variaveis, superficie aspera com alguns

poros, mas sem fissuras.
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Figura 5 - Micrografias das particulas lipidicas produzidas contendo ferro, nos diferentes
tratamentos avaliados
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Legenda: T1: Cera de abelha; T2: Cera de abelha + Manteiga de cacau (3:1) ;T3: Cera de abelha +

manteiga de cacau (2:1); T4:Cera de abelha + manteiga de cacau (1:1).
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4.1.3 Tamanho e distribuicéo de particulas

A Tabela 6 apresenta os valores de didmetros médios e o indice de polidispersibilidade
das MPLs produzidas nas formulacGes estudadas

Tabela 6 - Diametro das microparticulas lipidicas e o indice de polidispersibilidade

Tratamentos Diametro médio (nm) Indice de polidispersidade (PdlI)

T1 25,88+1,66° 0,590+0,0152
T2 27,86+2,09° 0,582+0,0282
T3 31,42+1,552 0,588+0,0262
T4 29,75+1,422 0,584+0,0622

Letras mindsculas diferentes em cada coluna representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Foi observado que o diametro variou de 25,88 a 31,42 um. A obten¢do do diametro
médio em uma faixa relativamente estreita provavelmente esta relacionada ao uso das mesmas
condicdes de operacdo do processo para realizar todos os tratamentos.

N&o houve diferenca significativa entre nos tratamentos T4 e T3 que contém manteiga
de cacau em proporcdes maiores, respetivamente, enquanto os tratamentos com maior teor de
cera de abelha apresentam os menores diametro. Esses resultados demonstram a influéncia do
tipo de material lipidico. Tal comportamento pode ser correlacionado pela influéncia da
viscosidade da suspensdo atomizada no tamanho de particula como sugerido por Maschke et al,
(2007) e Albertini et al (2008). Dados da literatura mostram valores para viscosidade na
temperatura 80 °C da manteiga de cacau 15,8 mPa.s e da cera de abelha de 8,9 mPa:s,
respectivamente (LANDFELD, A. et al. 2009; BUCIO, A. et al. 2021).

Tais valores obtidos para o diametro das particulas, sdo compativeis com a menor faixa
de didmetro usual obtido para microparticulas lipidicas produzidas por spray chilling, cujo o
tamanho pode variar entre 10 a 100 um (LOPES, et al, 2015 e OKURQO, et al. 2013).

Segundo, Carvalho et al., (2019); Consoli et al., (2016) e Oriani et al., (2018), muitos
fatores influénciam o diametro das particulas e os principais séo o tipo de bocal de atomizacéo,
a pressao de atomizacdo, a taxa de alimentacéo, a natureza e propor¢do do composto ativo e da
matriz e a viscosidade do liquido fundido a ser atomizado.

Sartori et al. (2015) apresentaram valores para diametro variando entre 18,00 e 67,00
um para particulas produzidas por spray chilling. Alvim et al. (2013) produziram particulas
pelo método spray chilling encapsulando fitoesterdis e observaram valores de didmetro entre
13,80 € 32,20 um.
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Os tratamentos apresentaram polidispersidade, o valor de Pdl permaneceu abaixo de
0,6, com valor médio de 0,587 indicando uma distribuicéo estreita e homogénea do tamanho
das particulas nos tratamentos. Mesmo que o tamanho da particula aumentou, o valor de Pdl
permaneceu abaixo de 0,6, indicando a homogeneidade das particulas nas formulacdes (TANG,
et al. 2012).

4.1.4 Eficiéncia de retengao

A retencdo de compostos bioativos em um processo de encapsulacdo € o parametro mais
importante pois define se 0 processo conseguiu proteger o material ativo durante o
processamento e armazenamento. As propriedades estruturais do material encapsulante séo 0s
principais fatores associados a capacidade de retencdo dos ativos na encapsulacao (SILVA, E.
e MEIRELES, A., 2015). As MPLs produzidas neste estudo apresentaram valores de eficiéncia
de retencdo variando de 69,09 a 81,61% (Tabela 7).

A reducdo da concentracdo da cera de abelha acarretou em um aumento nas
concentragdes de ferro nas MPLs. A escolha e a definicdo dos materiais lipidicos carreadores
influenciam de forma significativa a eficiéncia de retencdo, em funcdo de sua capacidade de
solidificacdo e consequente formacdo das estruturas solidificadas.

Souto et al, (2004) relataram que a incorporacdo de diferentes lipidios,
preferencialmente lipidios liquidos e lipidios solidos na matriz pode levar a uma perturbacéao
macica da ordem cristalina, e a matriz resultante de particulas lipidicas tera grandes
imperfei¢Oes na rede cristalina, assim deixando espaco suficiente para acomodar as moléculas
do ativo, levando assim a uma melhor capacidade de carregamento e eficiéncia de
aprisionamento. Em contrapartida, o uso de lipidios de alto ponto de fusdo sozinhos pode
contribuir para a liberacdo do ingrediente ativo durante o armazenamento (MULLER et al,
2002).

Os menores diametros de particulas podem também ter contribuido para menores
valores de eficiéncia dos tratamentos 1 e 2. Quanto menor o tamanho das microparticulas,
geralmente menor a eficiéncia, pois maior serd a area superficial e maior a possibilidade de
presenca de material ativo na superficie (OKURO et al., 2013 ). Material ativo na superficie é
mais susceptivel a alteracdes e, no caso do ferro, ficaria mais livre para interagir com outros

componentes de alimentos onde sera aplicado.

42



Tabela 7 - Eficiéncia de retencdo das microparticulas lipidicas produzidas por spray chilling.

Tratamentos Eficiéncia de Retencgéo (%)
T1 69,09+2,18>
T2 70,26+1,93°b
T3 79,70+1,62%
T4 81,61+0,98

Os valores apresentados na eficiéncia de retencdo sdo médias de duas repeticdes. Letras minusculas

diferentes representam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Matos-Jr et al. (2017) obtiveram valores para a eficiéncia de encapsulacdo de 68,2 a
72,5 % ao microencapsularem &cido ascorbico a partir de emulsdes utilizando como materiais
de parede o PATH e o 6leo de palmiste. Leonel et al. (2010) também microencapsularam
solucéo de glicose em diferentes concentragdes e utilizaram como carreador lipidico misturas
dos acidos graxos: estearico, oleico e gordura vegetal hidrogenada e a eficiéncia variou de 78,3
a 97,8 %. Sorita et al, (2021) encontraram eficiéncia de encapsulamento de até 85% a partir da
atomizacdo de solugbes contendo curcumina utilizando como materiais carreadores cera de
abelha, cera de carnauba e triglicerideos de cadeia media.

Os valores de ER obtidos neste estudo sdo proximos aos apresentados em trabalhos
envolvendo microencapsulacdo por spray chilling. Apesar da técnica de spray chilling
proporcionar eficiéncia altas, alguns fatores podem influénciar significativamente nesses
resultados, como por exemplo: tipo e proporcao dos materiais encapsulantes, assim como sua
temperatura de fus@o e a quantidade de material ativo (TRINDADE et al., 2016 ; OKURO, et
al. 2013).

Carvalho, et al. (2019), relatam em seu trabalho que os valores de eficiéncia dificilmente
atingem 100 %, visto que a perda do composto ativo comeca antes do processo de encapsulacao
e, também, devido a insolubilidade do ativo hidrofilico em um meio hidrofdbico.
Adicionalmente, durante o processo de atomizacdo o ativo pode ter ficado retido no recipiente

utilizado, no agitador magnético, na mangueira de atomizagdo e no corpo do equipamento.

4.1.4 Difracao de Raios-X (DRX)

As figuras 6 e 7 mostram difratogramas do material ativo e dos materiais de parede. O

sulfato de ferro apresentou dois principais picos intensos cristalinos em 260 = 18° ¢ 27,48°. A
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cera de abelha apresentou dois picos intensos cristalinos em 260 = 18,5° ¢ 27,38°, semelhantes
também ao relatados por Dinker et al., 2017 na literatura no estudo do desempenho térmico da
cera de abelha como material de armazenamento térmico, e no trabalho de Pasqualim, (2015)
que microencapsulou acido salicilico utilizando cera de abelha. A manteiga de cacau também

apresentou dois picos cristalinos 20 = 23,87° ¢ 19,41°.

Figura 6 — Difratograma do sulfato ferroso.
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Figura 7— Difratograma dos materiais de parede, manteiga de cacau (mc) e cera de abelha

(ca).
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Os resultados da difracdo de raio-x dos tratamentos estdo demonstrados na figura 8. Os
tratamentos apresentaram espectros semelhantes, com a presenca de dois picos bem acentuados
20 = 21,08° e 23,80°, com espacamento curto (short spacings) de 4,21 A e 3,7 A,
respectivamente, o que caracteriza habitos polimoérfico f°. A forma a (hexagonal) apresenta um
short spacings simples ¢ tnico de 4,152\, a forma [’ (ortorrdmbica) os shorts spacings variam
entre 3,8 ¢ 4,2A ¢ a forma P (triclinica) apresenta um short spacings de 4,61& (CURI et al. 2002).
No tratamento 3, verifica-se ainda dois picos 26 = 39,5° e 45,71°, caracteristicos da manteiga
de cacau.

A vantagem na obtenc¢do de particulas na forma polimoérfica ' € que esses cristais sdo
macios e menos ordenados, 0 que permite uma retencdo adequada do material ativo dentro da
particula, enquanto os sistemas lipidios formados com cristais  podem promover uma liberagido
antecipada do ativo (SATO e UENO, 2011).

A auséncia de picos relacionados aos dominios cristalinos do sulfato de ferro nos
difratogramas das microparticulas carregadas indicou que o sulfato de ferro estava dissolvido
na matriz lipidica. Mesmo resultado do composto ativo esta dissolvido na matriz lipidica foi
encontrado por Sorita et al, (2021) e Lemes, et al (2017).
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Figura 8 — Difratograma das microparticulas contendo ferro.
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Legenda: T1: Cera de abelha; T2: Cera de abelha + Manteiga de cacau (3:1) ;T3: Cera de abelha +

manteiga de cacau (2:1); T4:Cera de abelha + manteiga de cacau (1:1).

4.2 Liberacédo Controlada

Na figura 9 observam-se os resultados de liberacdo do ferro contido nas MPLs, em
diferentes temperaturas e a influéncia das diferentes proporcfes de materiais lipidicos
encapsulantes nas solucfes aquosas de tween 80 (1 g/L).

Em todas temperaturas avaliadas observa-se que o maior percentual de liberagdo ocorreu
no tratamento 1, constituido apenas de cera de abelha. O uso de lipidios de alto ponto de fuséo,
de forma isolada, sem misturas, leva a formacéo de particulas do tipo microparticulas lipidicas
solidas (MLS), que sdo o tipo mais conhecido de microesferas lipidicas. A MLS € constituida
por lipidios s6lidos com didmetro entre 3 e 800 pm e proporciona maior liberagdo do ingrediente
ativo, ao longo do tempo e durante o armazenamento (MCCLEMENTS, 2020; MULLER et al
2002). Esse comportamento se deve ao acondicionamento de gorduras soélidas, com

predominancia de acidos graxos saturados, que ocorre de forma mais organizada (SATO e
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UENO, 2011). Como € o caso da manteiga de cacau que é constituida por dois &cidos graxos
saturados, o acido palmitico e acido esteérico, e a cera de abelha que contém o &cido palmitico.

Observa-se que a liberagéo foi maior quando aplicado temperaturas mais elevadas, e a
menor liberagéo foi obtida em temperaturas mais baixas, visto que quanto maior a temperatura
maior a agitacdo entre as moléculas e, consequentemente, maior a difusividade.

No geral, todos os tratamentos liberaram ferro a partir dos 30 minutos em todas
temperaturas, porém ao final de 240 min, os teores liberados de ferro foram significativamente
diferentes, entre os tratamentos e nas temperaturas testadas.

Sartori, T. et al, (2015) microencapsularam por spray chilling &cido ascorbico utilizando
acido laurico e acido oleico como materiais encapsulantes e obtiveram resultado semelhante,
em todos 0s ensaios, as microparticulas lipidicas sélidas liberaram prontamente o ativo. Esse
fendmeno é conhecido como liberagdo em rajada. De acordo com Muiller et al. (2002), este
evento pode resultar de um efeito de separacdo de fases durante a cristaliza¢ao - nesta etapa, 0s
lipidios transportadores cristalizam primeiro, o que deixa o interior da microparticulas lipidicas
solidas livre de material do ndcleo, enquanto a camada externa é enriquecida com o ingrediente
ativo. A reorganizacdo dos cristais de gordura em uma forma polimorfica mais estavel também
afeta a liberacdo do nucleo (RIBEIRO et al., 2012).
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Figura 9— Percentual de liberacdo do ferro das microparticulas nas diferentes temperaturas.
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Legenda: T1: Cera de abelha; T2: Cera de abelha + Manteiga de cacau (3:1) ;T3: Cera de abelha +
manteiga de cacau (2:1); T4:Cera de abelha + manteiga de cacau (1:1).

A: Temperatura de 10 °C; B: Temperatura de 20 °C , C: Temperatura de 30 °C e D: Temperatura de 40
°C.

Na tabela 8, observa-se o percentual de ferro liberado em todas as temperaturas no
Gltimo tempo analisado, de 240 minutos.
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Tabela 8 - Percentual de liberacdo do ferro das microparticulas no tempo de 240 minutos nas
diferentes temperaturas.

Temperaturas (°C) Tratamentos Liberacéo do ferro (%)

T1 27,40
10 T2 13,25
T3 13,18
T4 11,60
T1 29,05
T2 18,64

2 H
0 T3 13,90
T4 14,54
T1 42,19
T2 14,90
30 T3 18,92
T4 12,32
T1 37,31
40 T2 22,37
T3 22,66
T4 17,41

Os tratamentos que obtiveram menor liberacdo foram o tratamento 4 constituido de cera
de abelha e manteiga de cacau (1:1), seguido pelo tratamento 3, cera de abelha e manteiga de
cacau (2:1). A presenca de manteiga de cacau pode ter reduzido o tempo de liberacédo, pela
formacdo de estruturas lipidicas menos estaveis, que promovem imperfeicbes nas cadeias
carbdnicas, com espagamentos que permitem uma maior acomodacdo do ativo. Acomondando

melhor os cristais de ferro em sua estrutura.

4.3 Modelos Cinéticos de Liberacao

A cinética de liberacdo do ferro foi estudada e, os valores dos parametros de liberacao
controlada ajustados pelos modelos de ordem zero, primeira ordem, Korsmeyer-Peppas e

Higuchi, estdo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9 - Parametros dos modelos cinéticos obtidos para a libera¢do controlada do sulfato de
ferroso nas temperaturas de 10 °C, 20 °C, 30 °C e 40 °C.

Temperatura  Ordem zero Primeiraordem Korsmeyer-Peppas Higuchi
(°C) k R2 k R2 k n R2 Kk R2
10 0,0007 96,5 0,1012 31,7 0,0100 0,55 96,19 0,0101 944
20 0,0009 97,8 0,1035 350 0,0024 0,78 97,51 0,0100 94,3
30 0,0007 95,8 0,1049 34,6 0,0022 0,83 94,44 0,0120 90,0
40 0,0010 98,7 0,0883 33,7 0,0100 0,55 96,48 0,0134 96,4

Pelos dados da Tabela 9, os modelos que melhor se ajustaram aos dados foram o de
ordem zero e Korsmeyer-Peppas em todas temperaturas, visto que estes modelos apresentaram
0s maiores valores de R2, que variou de 95,8 a 98,7 e 94,44 a 96,48, respectivamente. O modelo
de ordem zero esta relacionado a liberacdo constante do ativo para 0 meio externo e a sua
independéncia da concentragdo inicial do bioativo (FLORES e KONG, 2017). O modelo
Korsmeyer-Peppas tem sido usado para prever o perfil de liberacdo de matrizes lipidicas e
envolve a difusdo de dgua nas microparticulas e o inchago da matriz (ROSIAUX, Y. et al,
2014).

O coeficiente n esta relacionado ao mecanismo de liberacéo, e apresentou valores entre
0,55 e 0,83, o que confirmou gque as amostras seguiram um modelo de liberacdo ndo Fickiano.
Esses resultados atestaram que a liberagdo ocorreu por difusdo, mas também ocorreu
relaxamento de moléculas. Em sistemas de liberacéo controlada, a taxa e extensdo de liberacéo
do ingrediente ativo resultam de uma combinacdo de difusdo e transporte que corresponde ao
relaxamento de moléculas através do carreador (RITGER e PEPPAS, 1987).

Estudos de Sartori et al. (2015) e Consoli et al. (2015), avaliaram o perfil de liberagédo
de acido ascorbico carregado em microparticulas lipidicas sélidas e relataram que 0s compostos
bioativos foram liberados em solucdo aquosa de Tween 80 a 25 °C seguindo um modelo de
Ritger -Peppas e um mecanismo de transporte ndo-Fickiano, indicando que outros mecanismos,
além de difusdo desempenharam um papel na liberacdo de acido ascérbico. O modelo Ritger-
Peppas ¢ muito semelhante ao modelo Korsmeyer-Peppas, mas difere na classificacdo do
mecanismo de transporte pelo valor “n” (RITGER e PEPPAS, 1987).

Tulini, F. L., et al, (2017) avaliou o perfil de liberacdo extrato de canela rico em
proantocianidinas (Cinnamomum zeylanicum) coencapsulado com a-tocoferol por spray
chilling usando gordura vegetal como carreador e 0 modelo que melhor se ajustou foi o

Korsmeyer-Peppas e de ordem zero, e n=0,76 indicando que houve um mecanismo de difusdo
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andmalo (ou n&o Fickiano).

4.4 Avaliagdo in vitro

Geralmente, para que o carreador utilizado no processo de encapsulamento seja Util para
absorcdo intestinal; as microparticulas devem proteger os compostos bioativos contra a
degradacéo acida e enzimética quando expostas ao fluido gastrico, ou seja, os materiais de
parede devem ser tolerantes a estimulos gastricos, como pH extremamente baixo e pepsina
presente no estdmago. Em contraste, uma vez que as microparticulas atingem o intestino
delgado, elas precisam liberar os materiais do ndcleo de forma eficiente (PEDROSO, et al,,
2013).

O teste do perfil de liberacdo do ferro foi realizado em solucbes simuladas do sistema
gastrico e intestinal para todos tratamentos (Figura 10).

Figura 10— Percentual de ferro liberado de microparticulas lipidicas em solugdo géstrica e
solugéo intestinal simulada.
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Letras minasculas diferentes representam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).
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Verifica-se que todos os tratamentos liberaram o ferro na solucdo simulada gastrica, 0s
valores foram de 8,43% a 14,9%. Sendo que o tratamento 1 apresentou maior valor e 0s demais
tratamentos ndo diferenciaram estatisticamente entre si 0s seus valores de liberagdo. Essa
liberacdo pode corresponder ao ferro que estava presente na superficie das microparticulas.

Na fase intestinal, os valores variaram de 36,08% a 56,26%. Sendo o tratamento 2 e 1
foram os que mais liberaram, respectivamente. Sdo valores altamente interessantes, ja que a
maior liberacdo no intestino é ideal, indicando maior disponibilidade do ferro para absorcéo do
composto ativo.

Mazzocato, et al, (2019) relatam que microparticulas menos aglomeradas, podem
promover uma liberacdo mais rapida do composto ativo. Este fato foi observado nesse estudo,
onde os tratamentos que apresentaram menos aglomeracao das microparticulas liberaram mais
rapidamente.

Levando em consideracdo as solucBes gastrointestinal simulada e a solucdo aquosa de
tween, os melhores tratamentos sdo o 2 e 3, por apresentarem maior resisténcia no meio aquoso
e na solucéo géstrica.

Estudos de digestdo simulada in vitro das microparticulas produzidas por spray chilling
revelaram que a maioria das microparticulas tem liberacdo maior na fase intestinal. Esses
resultados foram encontrados nos estudos de Tulini, F. L., et al, (2017) relataram que as
microparticulas lipidicas sélidas contendo gordura vegetal e extrato de canela estabilizou as
proantocianidinas no fluido gastrico, aumentando assim a liberagdo desse composto ativo na
fase intestinal.

Dubey, B. N. Windhab, E. (2013) avaliaram a cinética de liberacdo do ferro em um sistema
gastrico in vitro, encapsulado em emulsdo agua em 6leo pelo processo de prilling, processo
semelhante ao spray chilling. Encontratam resultados interessantes em relacdo a cinética de
liberacdo do ferro e verificaram que a liberacao de ferro da matriz de emulsdo de gordura pode
ser bem controlada adaptando o tamanho das particulas e o tamanho das goticulas da fase

dispersa.

5 CONCLUSAO

As microparticulas lipidicas carregadas com sulfato de ferroso produzidas por spray
chilling mostraram-se como um sistema promissor para encapsulacdo deste micronutriente. As
estruturas apresentaram bons resultados de eficiéncia de retencéo, enquanto 0s ensaios in vitro

revelaram que o ferro foi liberado com maior intensidade na solucdo intestinal simulada, o que
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indica que as microparticulas lipidicas produzidas possuem capacidade de manter o composto
encapsulado nas condic¢des do estbmago.

Verificou-se que a temperatura e a formulacdo lipidica das matrizes influenciaram na
capacidade de liberagdo do ativo, sendo que a adicdo de manteiga de cacau foi responsavel por
diminuir a liberacdo do composto de interesse. O modelo que melhor se ajustou aos dados de
liberacdo foi 0 modelo de ordem zero.

Como sugestdo para futuros estudos, propfe-se testar outras propor¢des dos materiais
encapsulantes e do composto ativo; investigar o uso de outros materiais encapsulantes na
microencapsulacédo de sulfato de ferroso; avaliar a oxidacéo lipidica das microparticulas durante
0 armazenamento; e estudar a aplicacdo das microparticulas lipidicas produzidas neste trabalho

em produtos alimenticios.
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