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RESUMO

O ferro é um nutriente essencial que pode ser facilmente oxidado pela mudanca das
condicdes ambientais. A fortificagdo, pela adicdo de compostos de ferro diretamente aos
alimentos, vinhasendo estudada como um método para superar a deficiéncia de ferro. No
entanto, esta fortificagdo introduz problemas como impactos no sabor e na aparéncia dos
produtos. O objetivo do presentetrabalho foi avaliar o processo de encapsulacédo de ferro por
meio da técnica de gelificacdo idnica, utilizando o alginato como matriz encapsulante,
adicionando maltodextrina e amido modificado. Para definir as melhores condigdes de
microencapsulacdo do ferro o trabalho foi realizado em etapas. Foram produzidas solucdes
utilizando o alginato combinado com outros biopolimeros. Essas solu¢des foram caracterizadas
e analisadas por analise de absor¢do atdbmica, eficiéncia de encapsulagdo, morfologia,
distribuicdo de tamanho e perfil de liberacdo. Foi determinada a eficiéncia de encapsulacéo, a
retencdo do ativo ao longo do tempo e o processo de liberacdo controlada em diferentes
ambientes simulados. Os valores de eficiéncia de encapsulacdo para o ferro nos tratamentos
produzidos com o uso de arpressurizado variaram entre 93,60% e 94,04%. Esses altos valores
de eficiénciade encapsulacdo mostram que os sistemas alginato, Alginato e Maltodextrina,
Alginato e Amido modificado sdo matrizes compativeis que podem ser usadas para encapsular
emulsdes contendo Ferro (Fe2+).Para definir as melhores condi¢des de microencapsulagao do
ferro o trabalho foi realizado em etapas. Foram produzidas solucgdes utilizando o alginato
combinado com outros biopolimeros. Todas as formulacGes apresentaram boa eficiéncia de
encapsulacao e apresentaram boa homogeneidade e disperséo de tamanho. Em relagéo ao perfil
de liberacdo, houve diferencaquanto a estabilidade das microesferas produzidas pelos diferentes
métodos. Com relacdo aos resultados de digestibilidade in vitro é possivel observar maiores
valores de liberagdo do ferrono sistema gastrico quando comparado ao sistema intestinal. Com
iss0, podemos concluir que é possiveldesenvolver um sistema de liberacdo controlada contendo
ferro, eficiente e estavel, utilizando o alginato e biopolimeros complementares como amido e
maltodextrina.

Palavras-chave: Alginato. Sulfato ferroso. Maltodextrina. Liberagédo controlada.



ABSTRACT

Iron is an essential nutrient that can be easily oxidized by changing environmental
conditions. Fortification, by adding iron compounds directly to foods, had been studied as a
method of overcoming iron deficiency. However, this fortification introduces problems such as
impacts on the taste and appearance of the products. The objective of the present work was to
evaluate the process of encapsulation of iron through the technique of ionic gelation, using
alginate as an encapsulating matrix, adding maltodextrin and modified starch. To define the
best conditions for microencapsulation of iron, the work was carried out in stages. Solutions
were produced using the alginate combined with other biopolymers. These solutions were
characterized and analyzed by analysis of atomic absorption, encapsulation efficiency,
morphology, size distribution and release profile. The encapsulation efficiency, asset retention
over time and the controlled release process were determined in different simulated
environments. The encapsulation efficiency values for iron in the treatments produced with the
use of pressurized air varied between 93.60% and 94.04%. These high values of encapsulation
efficiency show that alginate, alginate and maltodextrin, alginate and modified starch systems
are compatible matrices that can be used to encapsulate emulsions containing iron (Fe2+). in
stages. All formulations showed good encapsulation efficiency and showed good homogeneity
and size dispersion. Regarding the release profile, there was a difference regarding the stability
of the microspheres produced by the different methods. Regarding the in vitro digestibility
results, it is possible to observe higher values of iron release in the gastric system when
compared to the intestinal system. With this, we can conclude that it is possible to develop a
controlled release system containing iron, efficient and stable, using alginate and
complementary biopolymers such as starch and maltodextrin.

Keywords: Alginate. Ferrous sulfate. Maltodextrin. Controlled release.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos estuda diferentes tecnologias com o objetivo de otimizar
processos, aumentar a vida util dos produtos e melhorar as caracteristicas nutricionais e
sensoriais de um alimento.

A deficiéncia de ferro afeta cerca de 30% da populacdo mundial, sendo os grupos
mais vulnerdveis as mulheres em idade reprodutiva e as criancas em geral, onde a
diminuicdo na capacidade de aprendizagem e anormalidades na resposta de imunizagéo
sdo algumas das consequéncias causadas por esta caréncia. Assim, estratégias de prevencao
tém sido utilizadas,como, por exemplo, a fortificacdo de alimentos. Contudo, a adicdo de
ferrolivre a esses produtos torna-se, na maioria das vezes limitante e, até mesmo, inviavel,
devido a caracteristicas como reatividade, sabor, odor e cor que o metal confere.

Nesse cenario de inovacdes, a aplicacdo de técnicas de microencapsulagéo apresenta
umpapel importante na area de alimentos, revestindo e protegendo compostos sensiveis do
meio externo.Com isso, 0 uso da microencapsulacdo para carrear o ferro € muito
interessante pois caracteriza-se como uma alternativa para tornar a adi¢do deste elemento
em matrizes alimenticias mais viavel pois tem algumas fun¢Ges como diminuir a reatividade
do componente de ndcleo com o meio externo, facilitar a manipulacdo do material
encapsulado, promover a liberacdo controlada, promover a diluicdo do material
encapsulado em uma formulagdo melhorando, assim, as condi¢fes de armazenamento.
Uma das principais vantagens do métodoé a formacdo de uma barreira entre 0 composto
ativo e o ambiente externo. A barreira é formada,em razdo dos polimeros de matriz, que
criam redes, por meio das propriedades hidrofilicas e hidrofébicas. Com o propdsito de
proteger o material desejado, sdo utilizadas diversas substancias com a finalidade de
recobrir e agir como barreira. Essas substancias sdo chamadasde material de parede, sendo
majoritariamente biopolimeros tais como carboidratos e proteinas.

Neste contexto o objetivo do presente trabalho foi avaliar o processo de encapsulagdo
de ferro por meio da técnica de gelificacdo ibnica, utilizando o alginato como matriz
encapsulante,adicionado de maltodextrina e amido modificado. Para isso, foi determinado
a eficiéncia de encapsulacdo, a retencdo do ativo ao longo do tempo, e 0 processo de
liberag&o controlada em diferentes ambientes simulados.

12
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2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 A importancia do ferro e sua suplementacéo em alimentos

O ferro é um elemento importante para a saide do organismo, consistindo em um
nutriente indispensavel ao homem, sendo o quarto elemento mais abundante do planeta, sua
obtencdo desempenha uma funcdo importante no desenvolvimento da civilizagédo atual, sendo
um nutriente indispensavel para vida. Distingue-se como um elemento que estd envolvido em
varios processos do organismo, como para o transporte de oxigénio no sangue (hemoglobina);
para 0 armazenamento de oxigénio no tecido muscular do corpo (mioglobina); para a sintese de
DNA e para o metabolismo energético, ajudando na defesa do organismo, sem ele, a vida nédo
seria possivel. A maior quantidade de ferro do organismo esta na hemoglobina, logo uma pessoa
adulta tem no seu organismo de 4 a 5 g de ferro, ficando estocado em suas células do figado,
baco e medula dssea no formato de ferritina e hemossiderina, como afirma Paiva et al. (2000)
e Grotto (2008).

Conforme Gigliotti (2012) e Moura (2006), quase 40% da populacdo mundial, cerca de
2 a 3 bilhdes de pessoas apresentam deficiéncia de ferro e essa auséncia ocorre principalmente
em paises que estdo em desenvolvimento, como é o caso do Brasil, acontecendo com maior
frequéncia nas regides mais carentes do pais, como o nordeste e a Amazoénica. A deficiéncia de
ferro causa consequéncias para todo o organismo, sendo a anemiaa manifestacdo mais grave,
originando implicacdes como fraqueza, diminuicdo da capacidade respiratéria e tontura,
podendo levar a morte. Segundo Moreira (2011), o ferro é consideradoo elemento de transicdo
mais atuante no meio biologico, mas de acordo com Lemos (2010), no organismo é necessario
que exista um completo equilibrio no metabolismo do ferro de maneira que nédo exista falta ou
excesso, pois o0 excesso de ferro no organismo nado é benéfico, causa toxicidade.

Nos alimentos, o ferro existe na forma heme e ndo heme. O ferro heme é derivado
predominantemente de hemoglobina e mioglobina das carnes, sua absorcdo é eficiente e em
grande parte ndo influenciada por outros componentes da dieta (GROTTO, 2010; GULEC,
ANDERSON, COLLINS, 2014). Por outro lado, o ferro ndo-heme é encontrado em alimentos
de origem vegetal como por exemplo, hortalicas folhosas verde-escuras (brécolis, couve e
espinafre) e leguminosas (feijao e lentilha), é geralmente insolGvel, e sua biodisponibilidade
influenciada por muitos componentes dieteticos. O acido gastrico do organismo e o acido
ascorbico ingerido na alimentacdo promovem a reducdo e solubilizacdo do ferro ferroso
dietético e assim melhoram a absor¢do (GULEC, ANDERSON, COLLINS, 2014; HURREL,
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1997).

A fortificacdo de alimentos de amplo consumo, regular e frequentemente é uma
estratégia adotada em muitos paises, para melhorar os estoques de micronutrientes, como o Fe
e assim reduzir o risco de multiplas deficiéncias (FAO/WHO, 2007).

A fortificacdo com ferro € um método complexo, pois as formas biodisponiveis sdo
guimicamente reativas e produzem, na maioria das vezes, efeitos indesejaveis quando
adicionadas aos alimentos. A complexidade na fortificacdo do ferro consiste na selecdo de um
composto que seja discreto e bem absorvido, ressaltando que os compostos sollveis sdo mais
bem absorvidos e quimicamente mais reativos, enquanto os compostos com fosfato sdo pouco
reativos e apresentam baixa biodisponibilidade em seres humanos (CARDOSO; PENTEADO,
1994). Os nutrientes essenciais para a manutencao da satde no ser humano sdo fornecidos em
grande parte pela alimentacdo. As fontes podem ser naturais ou industrializadas. Dentre 0s
alimentos processados pode-se diferenciar os produtos de acordo com a seguinte classificacao:

Alimento fortificado ou enriquecido de nutrientes todo alimento ao qual foi
adicionadoum ou mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou néo no
alimento, com o objetivo dereforcar o seu valor nutritivo e/ou prevenir ou
corrigir deficiéncias demonstradas em um ou mais nutrientes, na alimentag&o
da populacgdo ou em grupos especificos, de acordo com a Portarian ©31, de 13
de janeiro de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
1998a).

Suplemento alimentar: “Suplementos vitaminicos e/ou de minerais sdo
alimentos queservem 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 suplementa¢do”. Devem conter um
minimo de 25%, e no maximo até 100% da Ingestdo DiariaRecomendada
(IDR) de vitaminas e ou minerais, na porcao diaria indicada pelo fabricante,
ndopodendo substituir os alimentos, nem serem considerados como dieta
exclusiva, de acordo coma Portaria n © 32, de 13 de janeiro de 1998, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 1998b).

Vitaminas e minerais sdo adicionadas em misturas nutricionais secas para fortificar
grande variedade de alimentos, como cereais matinais, laticinios, alimentos infantis, etc. Tanto
as vitaminas sollveis em 6leo quanto em agua, assim como 0S minerais, podem ser
encapsulados com uma variedade de encapsulantes. A encapsulacdo reduz odores e aromas
indesejaveis gerados por certas vitaminas e minerais, permite a liberacdo gradual dos
nutrientes,aumenta a estabilidade a temperatura e umidade, e diminui reacGes possiveis de
certos nutrientes com outros ingredientes.

A fortificacdo de alimentos de amplo consumo, regular e frequentemente é uma
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estratégia adotada em muitos paises, para melhorar os estoques de micronutrientes, como o Fe
e assim reduzir o risco de mdaltiplas deficiéncias (FAO/WHO, 2007). Varios produtos se
apresentam fortificados com ferro, como por exemplo 0s cereais matinais, leite, bebidas a base
de soja, condimentos e café. Contudo, a utilizagdo deste mineral em matrizes alimentares
apresenta alguns desafios, que precisam ser superados, tais como, variagdes na
biodisponibilidade do ferro, alteracfes sensoriais e indesejaveis de cor, formagéo de sedimentos
e seu efeito sobre a oxidacdo lipidica (SUGIARTO; YE; SINGH, 2009; ARCANJO,
AMANCIO, BRAGA, 2009).

Os suplementos minerais sdo empregados para complementar a alimentacao diaria de
uma pessoa saudavel. Para pacientes em tratamento da anemia, a melhor via de reposicdo do
Fe é oral, sendo que a dose terapéutica varia de acordo com a idade, massa corporal e com a
condicdo fisiolégica do individuo (BRASIL, 2005).

Os principais compostos com ferro para suplementagéo via oral séo: o ferro carbonilico,
citrato de amdnio ferrico, bisglicinato ferroso, fumarato ferroso, gluconato ferroso, sulfato
ferroso, ferripolimaltose, poliptideo de ferro heme e o complexo ferro-polissacarideo
(CANCADO, LOBO, FRIEDRICH, 2010).

No Brasil, o sulfato ferroso é o sal de escolha utilizado na reposicéo de ferro, sendo
desenvolvidas acdes de suplementacao profilatica desde 2005, através do Programa Nacional
de Suplementacédo de Ferro (PNSF).

Conforme estabelecido a recomendacéo de suplementacédo de ferro para tratamento da
anemia ferropriva em criancas menores de dois anos é de 3mg de ferro/Kg/dia, ndo devendo
ultrapassar a 60 mg por dia e para adultos é de 120 mg de ferro elementar/dia por trés meses
(BRASIL, 2013).

A microencapsulacdo do ferro é motivada por alguns fatores, por exemplo,
(ZIMMERMANN, WINDHAB, 2010; DURAN et al., 2020):

e Protegdo do Fe de fatores ambientais adversos e reduzir as interagfes de Fe com
componentes de alimentos que causam alteracdes de cor e menor biodisponibilidade de
ferro, como taninos, polifenais e fitatos;

e Mascarar 0 sabor metélico do Fe quando incorporado aos alimentos, uma vez que 0s
materiais encapsulados atuam como barreira, impedindo o contato direto entre 0s
receptores deferro e gosto;

e Reduzir o efeito catalitico do ferro sobre a oxidacdo das gorduras;

e Diminuir os efeitos adversos gastrointestinais e outros efeitos secundarios, como:
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escurecimento dos dentes, dor abdominal, azia, nausea, diarreia, constipacdo e fezes
negras;

e Permitir a possibilidade de mistura de minerais também compostos que promovam sua
absorcdo, por exemplo o é&cido ascorbico. Gupta e colaboradores (2015)
microencapsularam o ferro com uma técnica de evaporacdo de solvente modificada,
utilizando como material de parede misturas de goma arabica, maltodextrina e amido
modificado. As microparticulas contendo ferro foram adicionadas ao leite e tiveram suas
caracteristicas sensoriais e estabilidadeoxidativa avaliadas. Os resultados adquiridos do
trabalho permitiram que os pesquisadores concluissem que os materiais de parede
utilizados se destacaram como superiores e convenientes para microencapsulacdo de
ferro. Churio e Valenzuela (2018) utilizaram a técnica de gelificacdo ibnica para
microencapsulagdo com sais de ferro ndo heme como sulfatoferroso, sulfato de amoénio
ferroso, citrato férrico, fumarato ferroso e quelato de bis-glicinato ferroso em diferentes
concentracdes como fonte de ferro e como material de parede o alginato foi escolhido.
Os resultados mostraram elevada eficiéncia de encapsulamento e resisténcia a condicao
de incubagdo géstrica, sendo que a maioria dos teores de ferro foi liberado em condicGes
de incubag&o intestinal, que é o local alvo para a absor¢édo dos diferentes tipos de ferro

utilizados no experimento.

2.2 Microencapsulacdo

Microencapsulacdo € um processo no qual ingredientes bioativos sdo envolvidos por um
revestimento para formacgéo de particulas, chamadas de microesferas ou microcépsulas e que
possuem diversas propriedades funcionais (CASTRO-ROSAS et al., 2017). As microparticulas
sdo particulas cujo didmetro pertencem a escala mi- crométrica (1 a 1000 um), e sdo obtidas
pelo processo de microen-capsulacdo, que consiste em revestir ou incorporar materiais ativos
em camadas poliméricas. Conforme descrito por Matté e Rosa (2013), este processo resulta em
estruturas que podem ser classificadas em duas subdivisdes de acordo com suas morfologias:
microcapsula, formada quando o material ativo compde um nucleo que é revestido por uma
membrana composta pelo agente de parede; ou microesfera, formada quando o material ativo
esta disperso por toda a matriz polimérica composta por uma matriz homogénea, na qual o
material encapsulado pode ser incorporado, como mostra a Figura 1.

Figura 1 — Esquema ilustrativo diferenciando os tipos de microparticulas.
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Microesferas Microcapsulas

Fonte: adaptado de Nascimento et al. (2021).

Esse processo tem sido amplamente utilizado para melhorar a aceitacdo de produtos
pelos consumidores, adicionando aromas solGveis em alimentos aquosos, mascarando
substancias com aromas e sabores incompativeis (SIRO et al., 2008). A microencapsulacio
também pode proteger um componente ativo dos efeitos adversos das interagdes com a
umidade, &cido, calor, oxigénio, luz e ingredientes, melhorando assim a estabilidade do
componente ativo (NOH et al., 2018). Outro beneficio da microencapsulagéo é o controle do
ponto de liberacdo ou dos parametros de liberacdo (FATTAHI; BORHAN; ABIDIAN, 2013).
Atraves de sistemas microencapsulados de liberacdo controlada, é possivel promover com mais
precisdo quando o componente ativo sera disponibilizado para o seu destino.

A microencapsulagdo permite o revestimento fino de particulas solidas, gotas de
liquidos e dispersbes em pequenas capsulas, formando um filme protetor que libera seu
conteudo sob condigdes controladas. Na industria alimenticia, essa técnica tem solucionado
limitacGes no emprego de ingredientes, visto que pode suprimir ou atenuar flavors indesejaveis,
reduzir a volatilidade e a reatividade e aumentar a estabilidade destes em condi¢cdes ambientais
adversas, como na presenca de luz, oxigénio e pH extremos. Tem sido utilizada para manter a
estabilidade de probidticos durante o processamento e estocagem dos alimentos, além de
aumentar a resisténcia no decorrer do trato digestorio, possibilitando que estes cheguem ao
intestino grosso com condicGes de sobrevivéncia e colonizagéo.

Existem diversas técnicas de microencapsulacdo que podem ser classificadas em:
métodos fisico-quimicos, como coacervagéo, gelificagdo e técnicas envolvendo emulsificacéo;
métodos quimicos, como a polimerizacdo interfacial; e métodos fisicos, como liofilizacdo,
atomizacéo e extrusdo (OLIVEIRA et al., 2006). A selecdo de um método depende de fatores
econdmicos, da sensibilidade do nicleo, do tamanho da microcépsula desejada, das
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propriedades fisico-quimicas do ndcleo e do material de parede, bem como do mecanismo de
liberacéo e da aplicacdo desejada (JACKSON; LEE, 1991).

Durante o processo de microencapsulacdo, a escolha do material encapsulante € uma
etapa de grande importancia e deve se basear nas caracteristicas do composto bioativo, na
aplicacdo pretendida e no método de formacéo das particulas. Existem diversas técnicas que
tém sido empregadas na elaboragdo de microcépsulas e a selecdo do método mais adequado
deve ser realizada com base nas propriedades fisicas e quimicas do material que sera
encapsulado e do agente encapsulante, analisando-se a finalidade de aplicagdo do ingrediente
alimenticio.

O processo de encapsulamento deve desempenhar diferentes fungdes como: encapsular
eficientemente e em quantidades apreciaveis 0 componente em questdo na forma em que seja
facilmente incorporado ao alimento, proteger o componente de degradacdo quimica (oxidagdo e
hidrélise, por exemplo) para que este permaneca ativo e deve ser compativel com a matriz
especifica do alimento onde é incorporado (MCCLEMENTS, 2005). O desafio para o
encapsulamento de ingredientes envolve principalmente a selecdo do material apropriado de
revestimento. A modificacdo ativa de componentes da matriz pode fornecer melhoras na
funcionalidade da matriz com respeito ao processo de encapsulamento bem como a estabilidade
do material (DRUSCH et al., 2006).

2.3  Gelificacao ibnica

A gelificacdo idnica € uma técnica de microencapsulacdo baseada na capacidade de
polissacarideos anidnicos, como a pectina, alginato, goma carragena e goma gelana de formar
gel na presenca de ions como o céalcio (BUREY et al., 2008; SILVA et al.,, 2006). Os
mecanismos de gelificagdo ibnica para a formacdo de particulas tém sido realizados
principalmente por dois processos, sendo estes a gelificacdo interna e a externa.

A gelificacdo idnica interna conforme pode ser visto na figura 02, produz particulas por
meio da adicdo de sais de célcio insoliveis em uma solucé@o polimérica contendo material de
nacleo, com posterior dispersdo desta mistura em uma fase oleosa contendo surfactante. Para
que a gelificacdo ocorra, adiciona-se uma solucdo acida para a reducéo do pH, a fim de liberar
os ions célcio, permitindo sua complexacdo com os grupos carboxilicos do alginato. Ja a
gelificacdo ibnica externa conforme pode ser visto na figura 03 € uma técnica onde particulas
sdo produzidas pelo gotejamento de uma solucdo polimérica, geralmente negativamente

carregada, em uma solugdo cationica, normalmente contendo célcio, com agelificacdo
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ocorrendo através difusdo de cations para dentro da solugéo de hidrocoloide (SCHOUBBEN et
al., 2010). O método de gelificacdo externa além de simples, ndo necessita a utilizacdo de
solventes organicos, apresentando grande potencial para a aplicacdo nas &reas farmacéuticas,
biomédicas e alimenticia (PATIL et al., 2010).

Como pode ser visto na Figura 2, o contato de gotas de uma solucdo de alginato de sodio
na presenca dos ions de calcio, por exemplo, resulta na formagéo instantanea de estruturas de
hidrogéis insoliveis em adgua. O composto ativo fica uniformemente disperso por toda a matriz
de protecdo (BENAVIDES et al.,, 2016). A interacdo de ions multivalentes com grupos
carboxilicos das cadeias poliméricas resulta na formacao de gel insolavel, tornando possivel
obter microesferas de diferentes formas e tamanhos (NAZARENO et al., 2016). Em alguns
casos é necessario ainda, uma etapa de estabilizacdo das microesferas que pode ser obtida por
retificacdo, obtida pela formacéo de ligaces cruzadas (cross-linking) na matriz, ou ainda por

reducdo do teor de umidade.

Figura 2 — Diferentes estagios de preparacdo de capsulas de alginato pelo método de gelificacdo ibnica
externa.

Alginato de sédio

Gotejamento/
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o © *e3 —
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Capsulas alginato de calcio

Fonte: Adaptado de Holkem et al. (2015).

Figura 3 — Diferentes estagios de preparacdo de capsulas de alginato pelo método de gelificacao ibnica
interna.
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Fonte: Adaptado de Poncelet et.al. (1999).

Particulas de gelificacdo idnica podem ser preparadas por extrusdo ou atomizacdo. No
processo de extrusdo, a solu¢do, com o material de parede e recheio, é gotejada em uma solugéo
ibnica por meio de uma agulha, com ou sem velocidade controlada. Na atomizagdo, o ar
comprimido mistura-se a solucdo a ser encapsulada, pressionando a passagem da solucéo por
um orificio de tamanho controlado (BUREY et al., 2008; PATIL et al., 2010). O uso de ar
forcado no auxilio a producdo destas microparticulas tem sido estudado e avaliado pois
proporciona o formacdo de estruturas de tamanhos reduzidos, as quais apresentam melhores
possibilidades de aplicagdes em matrizes alimenticias.

A gelificacdo ibnica é um processo simples, que nao requer o uso de solventes organicos
nem de temperatura ou pH extremos, tornando-se de baixo custo em compara¢do com outras
técnicas (PATIL et al., 2010). Além disso, a gelificacdo idnica permite encapsular substancias
hidrofilicas ou hidrofébicas (MCCLEMENTS, 2005). Por outro lado, apesar das particulas de
gelificacdo ibnica serem adequadas para a encapsulacao, estas sdo sensiveis a valores de pH
extremos. Além disso, seu principal diferencial € a porosidade da matriz, a qual determina a
liberacdo da substancia encapsulada. Para superar essa limitacdo pode-se modificar a estrutura
do gel, a partir da combinacdo de diferentes tipos de biopolimeros, de forma a garantir o
aproveitamento das vantagens da composi¢do quimica de cada composto ou pela interagdo com
polieletrélitos como proteinas (PATIL et al., 2010).

Particulas formadas por gelificacdo idnica apresentam alta porosidade, e consequente



21

elevado indice de difusdo, podendo acelerar a liberagdo do material de recheio (SEZER;
AKBUGA, 1999). Por esta razdo, tem sido proposta a formacdo de complexos estaveis de
polissacarideos com proteinas, baseada principalmente na interacdo eletrostatica entre dois
polimeros de cargas opostas, resultando na formagdo de um complexo sobre a superficie da
particula de gelificagdo idnica (THU; SMIDSR@D; SKJAK-BR1K, 1996), ou até mesmo a
mistura de biopolimeros para tentar garantir uma melhor compactagdo, com reducdo da
porosidade, da estrutura polimérica formada Quando uma mistura fisica de dois ou mais
polimeros é realizada, sem a formacédo de reacdo quimica intencional entre seus componentes,
obtém-se uma mistura mecénica ou blenda polimérica (JACOB, 2006). As blendas poliméricas
podem apresentar varias vantagens em relacdo aos seus componentes puros (LIMA, 2006). A
producdo de blendas, formadas a partir de polimeros biodegradéveis, tem a finalidade de
melhorar propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, aumentar a taxa de biodegradacédo
(ISHIAKU et al., 2002) e reduzir o custo de obten¢do de um novo material, quando comparado
com a sintese de um novo polimero (LIMA, 2006).

Por meio da gelificacdo idnica, é possivel a producdo de dietas proteicas ricas em
carboidratos, aléem de incorporar particulas insoliveis em &gua na sua composi¢cao com 0 uso
de hidrocoloides,atuando com eficiéncia como uma matriz impermeével para oxigénio, certos
compostos organicos e acidez. As propriedades das particulas formadas pela gelificacdo como
0 volume, indice de difusdo dos solutos para dentro ou fora da matriz, cinética de formacdo do
gel e também porosidade e estabilidade das capsulas sdo influenciadas precisamente pela forca
ibnica, concentracao dos cations e do polissacarideo e pelo pH (MUKAI- CORREA et al., 2004;
PONCELET etal., 1999).

Na area de alimentos os hidrocoloides mais utilizados sdo o alginato e a pectina. Sdo
polieletrolitos naturais e com grande capacidade de formacgdo de hidrogéis possuindo uma
caracteristica vantajosa de biocompatibilidade com membranas e auséncia de tensdo interfacial
com fluidos (VOS et al., 2010; TEIXEIRA et. al.,, 2014; CHAN et al., 2006). A principal
desvantagem desse método € sua alta permeabilidade.

O uso de ar comprimido para atomizar as solugdes no banho de gelificacdo € uma
alternativa viadvel para produzir particulas em tamanhos reduzidos, quando comparado ao
processo que utiliza gotejamento por acdo apenas da gravidade. A atomizacao € a desintegracdo
do liquido em pequenas gotas. O controle do tamanho das gotas esta relacionado ao estudo do
mecanismo usado para quebrar as laminas de liquido. Processos convencionais de atomizagao,
como atomizagdo por pressurizacdo, usam a energia mecanica para pressurizar a lamina de

liquido, aumentando sua energia cinética para uma possivel desintegracdo para formacao das
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microcapsulas, porém esses processos requerem mais energia (RAMISETTY; PANDIT;
GOGATE, 2013).

2.3.1 Alginato de Sodio

O Alginato é um polissacarideo encontrado tanto na matriz intercelular de algas marrons
quanto recobrindo, extracelularmente, algumas espécies de bactérias (DRAGET et al., 2006).
Esses polimeros pertencem a uma familia de polissacarideos lineares ndo ramificados, e séo
constituidos por duas unidades monomeéricas, o &cido B-D-manurdnico e o &cido a-L-
gulurdnico, cujas as estruturas estdo apresentadas na Figura 4. A proporcao e o tamanho desses
seguimentos variam com a espécie e interferem nas propriedades e funcbes dos polimeros
(DRAGET et al., 2006). As unidades G sdo as moléculas do alginato que formam reticulacdo
com ions divalentes e, portanto, € a principal caracteristica estrutural que contribui para a
formacdo de gel (STROM et al., 2009). Em geral, alginatos com elevado teor de unidades G
formam géis estaveis, com permeabilidade elevada quando comparada com alginatos com um
alto teor de unidades M (MARTINSEN, SKJAK-BRAK, SMIDSR@D, 1989). Em geral,
alginatos formam géis segundo o modelo “caixa de ovos” (GRANT et al., 1973) e apresentam
valor de pKa entre 3,20 — 3,38 (MARTINSEN, STORR®, SKJARK-BRAK, 1992).

O uso do alginato é favoravel porque esse reagente é mais barato, mais simples e de
maior biocompatibilidade em comparacéo com outros polimeros (KLEIN; STOCK; VORLOP,
1983; KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2003). No entanto, o gel de alginato é
suscetivel a desintegracdo na presenca de excesso de agentes quelantes e ambiente quimico
severo, como pH muito baixo (KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2003). Polications,
tais como proteinas do soro de leite, além de reduzirem a porosidade do gel, formam um
complexo forte com alginatos que sdo estaveis na presenca de agentes quelantes (GOMBOTZ;
WEE, 1998; SMIDSR@D et al., 1990). Recentemente, matrizes de alginato tém sidoutilizadas na
viabilizacdo da encapsulagdo de probioticos para a alimentacdo de humanos (ZHANG et al.,
2011). Particulas de alginato obtidas por gelificacdo i6nica recobertas com proteinas do soro do
leite sem desnaturacdo térmica tém sido elaboradas para encapsulacdo de probidticos com
objetivo especifico de produzir protecdo gastrica aos microorganismos (GBASSI et al., 2011).
Estas particulas podem, ainda, ser utilizadas para melhorar as propriedades qualitativas de
varios lipidios funcionais, como 0leos de peixes e azeite de oliva (SUN-WATERHOUSE et
al., 2012).

O uso do Alginato como material encapsulante é muito importante, por ser um polimero
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natural de relativo baixo custo, de facil obtencéo, biocompativel, atdxico e biodegradavel, que
ndo necessita utilizacdo de solventes organicos e nem condicdes rigorosas de temperatura para
a formacdo das particulas (FUJIWARA et al., 2013). No processo de microencapsulacdo, o
tamanho das microparticulas obtidas com o alginato como material de parede esta diretamente
relacionado com a concentracéo e a viscosidade da solucéo de alginato empregada, observando-
se que baixas concentragdes favorecem a redugdo do tamanho das particulas. Entretanto,
concentracdes reduzidas diminuem tambeém a resisténcia mecanica e a estabilidade das
microparticulas (SACCHETIN et al., 2010).

Figura 4 — Caracteristicas estruturais do alginato: (a) monémeros do alginato; (b) conformacéao da cadeia.
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Fonte: Draget et al. (2006).

O processo de gelificagcdo para microencapsulacdo de compostos bioativos utilizando
alginato é promovido pela gelificacdo externa, ou seja, uso do cloreto de célcio como fonte de
calcio da solugdo de reticulacdo. Os materiais formados, devido ao seu grau de reticulacdo
ibnica e funcionalidade, permitem o controle de entrada de &gua e entdo a liberacdo do
composto bioativo. A liberagdo controlada é realizada através de mudangas no pH.

Basicamente, para um componente bioativo hidrofobico é feita uma solugdo em solucao
de alginato e a formagao das esferas se da, de forma mais simples, pelo gotejamento da solucao
polimérica e ativo em uma solucéo de célcio, onde a gelificacdo ocorre na superficie da gota
até a completa formacdo das microesferas (gelificacdo externa) (DIAS; FERREIRA;
BARREIRO, 2015). Além disso, o alginato apresenta alta viscosidade em baixas concentragdes,

0 que ocasiona a formacdo de uma rede de gel de baixa densidade, que apresenta pouca
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propriedade de barreira. Para reduzir essa porosidade e melhorar a eficiéncia do efeito de
barreira, o alginato tem sido combinado a outros materiais poliméricos naturais, que aumentam
as propriedades mecénicas do gel e reduzem a permeabilidade (BELSCAK-CVITANOVIC et
al., 2015).

2.3.2 Materiais carreadores complementares

2.3.2.1 Maltodextrinas

A maltodextrina ou amidos hidrolisados sdo amplamente utilizados em processos de
microencapsulagdo, principalmente, pelo método de spray drying. Esses carboidratos séo
formados pela hidrolise parcial, por agdo de acidos ou enzimas, do amido de milho e estdo
disponiveis em diferentes dextroses equivalentes (DE), que indicam o nivel de hidrolise do
polimero de amido (GHARSALLAOUI et al., 2007)

Por definicdo, as maltodextrina (Figura 5) sdo obtidas por hidrélise do amido e
constituidas de unidades de a-D-glicose unidas principalmente por ligac6es glicosidicas (1—4).
Também ocorrem ramificagdes a estrutura linear por ligagdes a-1,6. Apresentam uma férmula
geral igual a [(C6H1005)nH20] com valor energético aproximadamente de 4 kcal/g,
(KENNEDY; KNILL; TAYLOR etal., 1995).

Figura 5 — Férmula estrutural da maltodextrina.
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Fonte: Gupta et al. (2015).

Na microencapsulacdo a maltodextrina destaca-se como material de parede devido as
suas caracteristicas fisicas, tais como solubilidade elevada e baixa viscosidade, mesmo quando
se encontra em elevadas concentraces de sélidos e principalmente por apresentar um baixo
custo quando comparado com outros hidrocoldides comestiveis (REINECCIUS, 2001; CANO-
CHAUCA et al., 2005). A maltodextrina forma uma estrutura de parede com boas propriedades
de protecdo contra a oxidacdo de lipideos dependendo do DE (REINECCIUS 1989;



25

GHARSALLAOUI etal, 2007).

Para ser classificado como maltodextrina, o produto deve apresentar um valor de
dextrose equivalente (DE) menor que 20. Se o DE é maior que 20, sdo chamados de xarope de
Glicose (SHAHIDI; PEGG, 1991). Os diferentes valores de DE apresentam diferentes
propriedades fisico-quimicas, incluindo solubilidade, temperatura de congelamento e
viscosidade (KLINKESORN et al., 2004). As maltodextrinas (DE < 20) sdo produtos pouco
higroscépicos, ndo apresentam docgura e sao amplamente usadas como agentes de corpo de
produtos alimenticios. Enquanto que os hidrolisados com DE maiores de 20, os xaropes de
milho, apresentam uma leve docura e maior capacidade de absorver umidade (BE MILLER,
WHISTLER, 1996).

2.3.2.2 Amido modificado

Amido e ingredientes a base de amido (amidos modificados, maltodextrinas, p-
ciclodextrinas) sdo amplamente utilizados na industria de alimentos, com a funcionalidade
de reter e proteger compostos volateis. Estes materiais podem agir como veiculos para
encapsulamento de aroma, substitutosde gordura e também como estabilizadores de solucéo
(MADENE et al., 2006)

E uma substancia relativamente barata, sendo uma alternativa para o uso de
materiais mais onerosos, como gomas e isolados proteicos. O amido é a principal
substancia de reserva nas plantas superiores, fornecendo de 70% a 80% das calorias
consumidas pelo homem. Os depésitos permanentes de amido nas plantas ocorrem
tanto nos o6rgdos de reserva quanto em grdos de cereais, como milho, arroz e trigo
e em tubérculos e raizes, como batata e mandioca (LEONEL; CEREDA, 2002).

O mercado de amidos vem crescendo e se aperfeicoando nos ultimos anos,

levando a busca de produtos com caracteristicas especificas que atendam
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as exigéncias da industria. A producdo de amidos modificados € uma alternativa que
vem sendo desenvolvida ha algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais
limitagbes dos amidos e, assim, aumentar a utilidade deste polimero nas aplicaces
industriais (LEONEL; JACKEY; CEREDA, 1998).

Algumas das razdes que levam a modificacdo do amido incluem modificar as
caracteristicas de gelatinizagdo, diminuir a retrogradacdo e a tendéncia das pastas em
formarem géis; aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e descongelamento, a
transparéncia das pastas ou géis e a adesividade; melhorar atextura das pastas ou géis
e a formacdo de filmes; adicionar grupamentos hidrofébicos e introduzir poder
emulsificante (SILVA etal., 2006).

O amido modificado Capsul®, por exemplo, é um tipo de amido amplamente utilizado
na microencapsulacdo de aditivos alimenticios. Trata-se de um amido de milho quimicamente
modificado por incorporacdo de um componente lipofilico (grupos octenil succinato).
Esse amido atende, geralmente, a todos 0s requisitos para os agentes carreadores requeridos
para a microencapsulacdo por spray drying. Além de emulsificante, possui propriedades
estabilizadoras e capacidade de formacédo de pelicula.Assim, o amido modificado por inclusao
de um grupo lipofilico ou Capsul® (nome comercial) tem capacidade de oferecer excelente
propriedade emulsificante para uma grande variedade de mistura com volateis, como acidos
graxos de cadeia curta, 6leos essenciais citricos, 6leos vegetais e outros ativos, com a funcéo
estabilizadora para 0 processo de secagem por atomizacdo. O amido de milho modificado
por inclusdo de grupamento lipofilico tem se tornado um substituto de proteinas e da
goma arabica, por custar, em média, trés vezes menos, ser usado em menor quantidade
(em peso), além de estar prontamente disponivel (ABURTO; TAVARES; MARTUCCI,
1998; FINOTELLI, 2002).

O amido modificado Capsul® também tem a capacidade de formar emuls6es finas, com
a formacdo de pelicula envolvente, proporcionando boa estabilidade para as mesmas. Estas
caracteristicas tornam o Capsul® Gtil na maximizacdo da retengédo de materiais ativos no nicleo
e na minimizacdo da retencdo destes na superficie das microcapsulas na secagem por
atomizagdo. Dessa forma, a associacdo de polimeros hidrofilicos e/ou hidrofdbicos torna-se
vantajosa e, portanto,é amplamente utilizada em muitos produtos farmacéuticos e alimentares

para a producdo de microparticulas (DALMORO et al., 2012).

Figura 6 — Esquema de reacdo de esterificacdo de moléculas de amido com OSA(Anidrido Octenil
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Fonte: Sweedman et al. (2013).

2.4 Mecanismos de liberacdo

E importante ressaltar que além da protecdo do material encapsulado, a técnica de
microencapsulacdo objetiva também étimas condi¢des de liberacdo do material ativo nos locais
e tempos apropriados a fim de obter melhor eficacia e disponibilidade do composto de interesse.
E importante ressaltar que a liberacdo de alguns compostos deve ser evitada durante o
processamento e armazenamento dos produtos alimenticios, ocorrendo no corpo do consumidor
(COMUNIAN; FAVAROTRINDADE, 2016).

A liberacdo de um agente ativo pode ser baseada em um ou em uma combinacao de
mecanismos de liberacdo e esses podem ser: estimulo especifico, tempo especifico, sitio
especifico. O mecanismo de liberagdo pode ser classificado de acordo com o fenbmeno
fisico-quimico associado com a substdncia ativa liberada: difusdo controlada, barreira
controlada, ativada por pressdo, ativada por solvente, controle osmotico, controle por pH,
sensibilidade a temperatura, ativada por fusdo e sistemas combinados (ESTEVINHO et al.,
2013).

Qualquer tipo de interacdo molecular que ocorre durante o processo de
encapsulacao(spray drying, coacervacao complexa, gelificacdo ibnica ou complexacéo) pode
ser desfeita com adicdo de solventes ou pela variacdo de pH. Os valores de pH determinam a
liberacdo dos compostos encapsulados ja que a variacdo desses valores alteram a solubilidade
dosmateriais de parede (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). Em sistemas de
microencapsulagdo que utilizam o alginato o pH do meio tem influéncia
direta na liberacdo do composto. Em meio acido a presenca de ions H+ estd associada ao
mecanismo de diminuicdo da repulsdo eletrostatica do gel formado, permitindo oundo a
liberacdo do composto. Solugdes de pH neutro podem alterar a estabilidade da parede devido a
competicdo pelos sitios de ligacdo do Ca?t, que € excluido e entdo a densidade do gelreticulado
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diminui, permitindo a liberagdo do composto encapsulado. Nesses sistemas de encapsulagéo, a
liberacdo dos compostos em meios com valores de pH mais elevados esta associada a taxa de
degradacio do alginato que aumenta devido ao aumento da taxa de B- eliminacio (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2015; HARIYADI et al., 2010).
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Para a formagdo das microesferas foi utilizado alginato de sodio (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA) e cloreto de célcio (CaCl2) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). O composto bioativo
encapsulado foi Sulfato ferroso Fe2+ (SULFATO DE FERRO Il OSO 7H20 PA Exodo
Cientifica PM:278,02). Os materiais de parede complementares utilizados foram, maltodextrina
(MD) Neomalt (DE 9 -12) (Cassava S/A, Rio do Sul, Brasil), amido Capsul (CornProducts

BRASIL).

3.2 Meétodos

A Figura 7 apresenta o fluxograma das etapas realizadas no estudo.

Figura 7 — Fluxograma das estapas realizadas no estudo.
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Fonte: Da autora (2022).
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3.3  Preparo das solucdes

Para o preparo das soluces, inicialmente o alginato de sodio foi hidratado em agua
destilada por aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente, para o preparo de uma solucéo
com concentracdo de 1,75% (m/v). Para preparo da solucdo de Sulfato de Ferro (FeSO4) (1%
m/v) foi pesado 1g de FeSO4 e diluido em 100 mL de &gua destilada. Para preparo da solucéo
estoque de Cloreto de Calcio (CaCly) (1,5% m/v) foi pesado 1,5 g de CaCl; e diluido em 100
mL de &gua destilada. Foram realizados tratamentos preliminares para determinar quais
concentragdes seriam utilizadas.

Apés a etapa de hidratacdo, adicionou-se a solugdo de encapsulacdo 0,5% (m/v) do
material complementar (quando presente no tratamento) 0,1% (m/v) de ferro e Acido Ascorbico

(0,02% (m/v) Os tratamentos avaliados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Tratamento avaliados para microencapsulagdo do Ferro através degelificacdo idnica
utilizando o alginato.

Material complementar (Yom/v)

TRATAMENTOS . Amido modificado
Alginatos MDX CAPSUL®
1 1,75 - -
2 1,75 P,5 -
3 1,75 - 0,5

MDX:maltodextrina
Fonte: Da autora (2022).

3.4  Producéo das microesferas de alginato

Foi realizada para producdo das microesferas a montagem do bico atomizador duplo
fluido para a asperséo das microcapsulas de solucéo encapsulante,conforme pode ser observada
na figura 08. A vazéo de ar do equipamento foi de 40 L/ min. As microesferas formadas,assim
que atomizadas entraram em contato com uma solucédo de cloreto de célcio com concentracdo
1,5 g/100 mL de agua destilada, a uma distancia de 15 centimetros. Posteriormente a solucéo
foi mantida em agitacdo por 30 minutos.
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Figura 8 — Montagem do sistema de bico atomizador duplo fluido adaptado paraproducdo das
microesferas.

Fonte: Da autora (2022).

3.5  Caracterizagdo das microparticulas

3.5.1 Microscopia ética (MO), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS)

A morfologia das microesferas foi avaliada com auxilio de microscopia Gtica. As
suspensdes foram levadas ao microscopio optico de luz invertido Zeiss observer Z.1 motorizado
com sistema Apotome e software Zeiss Axion Vision para captura de imagem, do Laboratério
de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural (UFLA).

A morfologia das particulas também foi analisada usando Microscopia Eletrnica de
Varredura (MEV), com distancia de trabalho de 7 mm. Os particulados foram imobilizados em
stubs com fita adesiva dupla face de diametro e altura de 1 cm. As amostras foram cobertas com
ouro, por meio de uma camara a vacuo e, posteriormente, avaliadas no microscopio (MEV 1430
VP- LEO Electron Microscopy Ltd., Cambridge, Reino Unido). O MEV foi operado a 20kV
com magnitude de aumento entre 500 a 1000 vezes para calculo do tamanho das particulas.Foi
realizada também a analise de espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS,
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também abreviada EDX ou XEDS) para a caracterizacdo quimica/anélise elementar de
materiais.

Para realizacdo das analises, as microcapsulas foram filtradas em papel filtro (@12um)
com auxilio de bomba a vacuo. Em seguida, o pé obtido foi fixado em stubs de aluminio com
fita dupla-face de carbono, metalizadas em aparelho evaporador de ouro (SCD 050) e
observadas no equipamento localizado no Laboratério de Microscopia Eletronica da Pontificia
Universidade Catolica de Minas Gerais (PUC MINAS). As imagens foram obtidas nas
magnitudes de 50x, 100x e 200x.

3.5.2 Distribuicao de tamanho

A determinagdo do tamanho medio e da distribuicdo de tamanho as microesferas foi
feita utilizando-se as imagens obtidas na microscopia 6tica e medidas com o auxilio do software
IMAGE J®. Foram utilizadas, pelo menos, 50 unidades amostrais para a determinacdo dos
valores. O didmetro médio das capsulas foi expresso segundo o didmetro médio de Sauter (D32)
(Equacdo 1) e a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos das particulas foi avaliado pelo

span, conforme equacdes ja apresentadas (Equacgéo 2).

Y nd?

ry

32 nd: (1)

Onde di é o diametro da gota, ni € 0 nimero de gotas entre dois didmetros consecutivos.
O Span foi calculado através da Equag&o 2.

[d(0,9) —d(0,1)]
d(0,5) 2)

span =

Onde, d(0,1), d(0,5) e d(0,9) sdo diametros médios de particulas a 10%, 50% e 90%

de distribuicdo acumulada, respectivamente.

3.5.3 Eficiéncia de retencéo

Para confirmar a eficiéncias de retencédo de ferro nas matrizes encapsulantes estudadas,
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foi realizada a determinacdo de ferro, ap6s o rompimento das microesferas, por meio da
espectroscopia de Absor¢do Atdmica. A eficiéncia de retencdo (EE%) foi definida pela
porcentagem de ativo presente na microparticula apos o processamento em relacdo ao teor de

ferro na solugdo inicial, conforme a equacéo 3:

Concentracgdo de Ferro na microesfera ( )

ER (%) =

Concentracio de Ferro na solucdo Inicial

A concentracdo de ferro encapsulado foi determinado a partir daliberacdo
do Ferro da matriz encapsulante pelo rompimento da estrutura. 0,5 g de microesfera foi
adicionada em 5,0 mL de solu¢éo de citrato de sodio 3,0% (m/v) (pH~8,9), mantidas em banho
ultrassénico por 1 hora e apds esse tempo foram mantidas em repouso por 12 h. Em seguida,
foi adicionado 5 mL de etanol a solucdo e essa foi agitada vigorosamente em vortex por 2
minutos, em seguida a solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. Realizada a
centrifugacdo, foram realizadas lavagens no sobrenadante com etanol (Metodologia adaptada
de FENG et al., 2018; YOO et al., 2006). A quantificacdo do ferro foi realizada através da
Espectofotometria de absorcdo atomica. Foram utilizadas solucdes padrdo de ferro a partir de
solucéo-estoque em concentragfes de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 15 ppm de Fe para a construcéo da

curva analitica.

3.5.4 Liberagéo controlada em meio simulado

Para avaliar o comportamento, a estabilidade das microesferas e a liberagdo do ferro ao
longo do tempo, foi conduzida a avaliacdo a liberacéo de ferro em meio aquoso sob diferentes
temperaturas, onde as microesferas foram mantidas sendo elas 10 °C, 25°C e 40 °C .A condugao
do experimento foi realizada utilizando-se uma suspenséo de 2,0 g de microesfera em 20,0 mL

de meio por 6 horas. Foram coletadas aliquotas de 1 ml no intervalo de tempo de 60 minutos.

3.5.5 Digestibilidade in vitro

As microesferas filtradas foram submetidas as condi¢cdes simuladas de digestibilidade
in vitro e entdo caracterizadas em relacdo ao contetdo de ferro liberado. O suco gastrico
simulado consistia de uma solucdo isotonica de NaCl (0,9%) contendo 3 mg de

pepsina/g de amostra e pH ajustado para valor entre 1,8 e 2,0 com HCI 1M. Um grama de
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microesferas foi misturado em 9,0 mL do suco gastrico e incubado por 2 horas 237 °C em banho
com agitagdo de 130 rpm. Apos o tempo de digestdo gastrica o conteddo foi transferido para
40,0 mL da solugéo de suco intestinal simulado. O suco intestinal simulado foipreparado com
solucéo isotdnica de NaCl (0,9%) adicionada de 4 mg de pancreatina/g de amostra e 25 mg de
sais biliares/g de amostra com pH ajustado entre 6,5 e 7,0 com NaOH 1M.Ap0s a transferéncia
do conteudo da digestdo gastrica para a solucdo de suco géstrico intestinalsimulado, esse foi
mantido por mais 2h em banho-maria a 37 °C com agitacdo de 45 rpm e entdo foi retirada uma
aliquota de 1,0 mL (produto da digestéo), o sobrenadante foi filtrado e foi realizada a andlise
do ferro liberado atraves da técnica de leitura de absorcdo atdmica (Metodologia adaptada de
FREDES et al., 2018; LIAO et al., 2017). Esta andlise de digestibilidade informa sobre a

quantidade de ferro liberado no intestino e no estdmago.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Caracterizacao das particulas

4.1.1 Morfologia

A Figura 9 apresenta as microscopias Opticas das microesferas obtidas com o uso dos
diferentes materiais complementares. Nota-se que ha uma homogeneidade em duas das
amostras e uma boa distribuicdo das microesferas, somente na solucéo produzida com alginato
e amido capsul que nado foi possivel observar essa homogeneidade, apresentando microesferas
com caracteristicas morfolégicas mais irregulares

A obtencdo de microesferas de forma irregular ocorre porque a reacao de reticulacao do
alginato é muito rapida, as quais tomam forma imediatamente depois do impacto entre a gota
de alginato e o banho de gelificagdo CaCl>. Com isso, devido ao impacto, a gota esférica se
deforma assumindo uma forma irregular, e se a reticulacao for rapida o suficiente a microesfera
mantém a forma de pingente uma vez solidificada (BARBA et al., 2009). A irregularidade das
microesferas também pode estar relacionada a maior ou menor compatibilidade entre os

materiais utilizados.
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Figura 9 — Microscopia Optica das microesferas de alginato produzidas nos diferentes tratamentos: (A)
Alginato; (B) Alginato Maltodextrina; (C) Alginato Amido.

Fonte: Da autora (2022).

A morfologia das microesferas formadas, como estrutura e superficie, de cada
tratamento foi investigada em MicroscOpica Eletronica de Varredura.Em conjunto, a
composicdo elementar também foi avaliada por meio da Espectroscopia de Dispersdo de
Energia (EDS), de modo a verificar as concentracdes de Ferro, elemento encapsulado, como
também,Calcio,elemento base no processo de gelificacdo do alginato.

Todos os tratamentos apresentaram estruturas irregulares e aglomeradas nas
micrografias em funcdo do preparo das amostras.
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Figura 10 — Eletromicrografias obtidas em aumentos de 50X (Alginato, Amido eMaltodextrina) para
todos os tratamentos Alginato, Alginato-Amido e Alginato Maltodextrina. alginato amido;
(B) alginato; (c) alginato maltodextrina
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Fonte: Da autora (2022).

A Figura 11 e tabela 02 exibem o mapeamento EDS e a concentracdo elementar dos 3
tratamentos para microencapsulacdo do ferro, respectivamente. As imagens Al, Bl e Cl1,
representam a imagem do MEV com magnitude de 200x, enquanto as imagens A2, B2 e C2,
representam a sobreposicédo de todos os mapas de deteccdo elementar. Os diferentes pontos de
cores representam a distribuicdo dos diferentes elementos ao longo da amostra, como Ferro
(vermelho), Oxigénio (amarelo), Calcio (laranja) e Cloro (azul). Os ions de Sédio também
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foram analisados, porém nédo foi possivel quantifica-los, devido a baixa concentragdo na

superficie, o que confirma a troca ibnica efetiva na matriz durante o processo de gelificacéo.

Figura 11 — Mapeamento EDS dos tratamentos estudados. Sendo (A) Alginato; (B) Alginato
Maltodextrina; (C) Alginato Amido. (1) Area sem 0 mapeamento do EDS (2) Area
mapeada, indicando qual o elemento pela cor.
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Fe Kal O Kal Ca Kal ClKal

Fe Kal O Kal Ca Kal ClKal

Fonte: Da autora (2022).

Tabela 2 — Concentracdo elementar das estruturas formadas nos 3 tratamentos contendo ferro
microencapsulado.

Distribuicédo elementar em % de massa

Fe O Ca Cl
1 6,2 31,9 22,3 1,8
2 2,8 37,0 23,9 3,4
3 1,6 39,6 17,2 3,8

(1) Alginato ; (2) Alginato Maltodextrina; (3) Alginato Amido
Fonte: Da autora (2022).

Conforme observado na figura, a concentracéo de ferro na superficie foi maior na matriz
de alginato (6,2%), quando comparado as blendas com maltodextrina (2,8%) ou amido (1,6%),
confirmado pela porcetagem semi-quantitativa (Tabela 3).

A presenca de outro material gerou uma instabilidade no sistema de gelificacédo ionica
do alginato, dificultando o aprisionamento do ferro na matriz. Como vemos mais ferro na
superficie do alginato, isto pode ter ocorrido pela maior porosidade, justamente por ndo ter os

materiais complementares.
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Analisando outro elemento como o Célcio que participa da reacdo de gelificacdo do
alginato e consequente encapsulacao do ferro, a presencga de amido pode ter favorecido difusdo
de ions de célcio para o interior da rede de alginato, permitindo desta forma uma gelificacdo
interna mais pronunciaa e consequentemente menos ferro na superficie externa.

A analise de EDS e uma analise superficial devido ao seu baixo poder de
penetracdo,sendo uma andlise semi-quantitativa permite analisar a distribuicdo dos elementos
ao logo da superficie. Uma menor concentracao de ferro na superficie pode ser um indicativo
interessante, visto que ele pode estar mais no interior da microcépsula. Logo a mistura de outros

polimeros pode ter permitido uma manutencdo mais interna do ferro.

4.1.2 Distribuicdo de tamanho

As solucgdes foram caracterizadas segundo a distribui¢do de tamanho das capsulas das
imagens acima, em suspensao através da medicdo do didmetro das microesferas vistos através
do microscopio optico com o auxilio do software IMAGE J. O didmetro médio das
microcapsulas foi expresso como didametro médio de Sauter (D32). Para o diametro de Sauter
os valores variaram entre 7,15 e 18,76 um, A distribuicdo de tamanho das microesferas foram

consideradas homogéneas baseado nos baixos valores de span (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores dos diametros de Sauter (D32) e span das capsulas para cada formulagéo.

TRATAMENTOS D32 (um) Span
1 18,76 1,27
2 14,20 0,68
3 7,15 1,24

(1): Alginato; (2): Alginato Maltodextrina; (3): Alginato Amido.
Fonte: Da autora (2022).

Alguns estudos relatam que pode ocorrer encolhimento das particulas de alginato
quando este entra em contato com os ions de Ca+2, devido a formacgéo da rede do gel durante
a reticulacéo, o que pode ocasionar perda de agua e, portanto, reducdo do volume das particulas
(CHRASTIL; 1991; VELINGS; MESTDAGH, 1995).

Microesferas de alginato de calcio com tamanho superior a 1 milimetro podem causar
alteracdo na textura nos alimentos em que forem aplicados e, por sua vez, pequenas esferas, de
tamanho inferior a 100 micrometros, podem ndo proteger significativamente os compostos
sensiveis (MENEZES et al., 2013). Assim, particulas de tamanho intermediario apresentam
maior estabilidade durante o processamento e armazenamento, maior facilidade de transporte,
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além de permitir uma gama maior de possibilidades de aplicacdo e enriquecimento de alimentos
com compostos bioativos.

O menor diametro das microesferas obtidas pela incorporacdo de outros materiais de
parede, juntamente com o alginato de sodio, pode ser explicado com base no processo de
gotejamento na solugéo de cloreto de célcio e no momento de formag&o das microesferas. Para
que a queda da gota ocorra, é necessario uma massa minima capaz de quebrar a tensdo
superficial da solucdo de cloreto (BENAVIDES et al., 2016).

Comunian et al. (2017) microencapsularam, por gelificacdo ibnica, 6leo de echium
utilizando alginato de sodio e gquercentina, e também obtiveram tamanho pequeno /médio de
particulas menor para tratamentos com a combinacdo dos materiais.

Aguilar et al. (2015), também produziram microesferas de alginato através de bico duplo
fluido, utilizando ar pressurizado para atomizacgao da solugdo, com uma pressao do ar de 0,125
kgf/cm2 (0,123 bar) e vazéo de 555 mL/h (0,00925 L/min) e obtiveram microesferas de alginato
medindo entre 259 + 22 e 287 + 10 um. A obtencao de microesferas menores pode ser explicada
pela maior pressdo de ar utilizada 6 bar e vazao de ar também mais alta (15 L/min), isso porque
no processo de gelificacdo idnica o tamanho das particulas é influenciado por fatores envolvidos
no processo, como vazao e pressdo do ar, distancia entre o bico e a solucéo gelificante e outros
(YANG et al., 2015).

Embora seja possivel a obtengdo de materiais encapsulados na escala macro (>5000 pm)
0s estudos se concentram mais nos tamanhos micro (0,2-5000 pm) e nano (<0,2 pm uma vez
que quando se encontram nas escalas mais reduzidas podem apresentar comportamentos
bioldgicos, fisicos e quimicos diferentes, atribuindo novas funcionalidades e aplicagdes em
consequéncia do seu tamanho reduzido, além do aumento da biodisponibilidade, solubilidade e
aspectos sensoriais da particula formada (AZEREDO, 2008; SOUZA SIMOES, etal., 2017)

O tamanho das capsulas também pode ser influenciado pelas interligacGes das cadeias
do polimero, principalmente, obtidas pela troca dos ions célcio do cloreto de célcio por cations
bivalentes (ligacGes cruzadas idnicas) e pelo empilhamento destes grupos para formar a
estrutura caracteristica. Dessa maneira, esferas de alginato de calcio adsorvem, posteriormente,
os ions férrico ou ferroso, através de um processo de troca ibnica. De uma forma geral as
microesferas produzidas por meio de gotejamento utilizando-se energia ultrassonica
apresentaram diametros menores quando comparado ao uso do ar comprimido e também aos
varios estudos reportados em literatura. A utilizacdo de algum tipo de energia ou forca externa
para atomizacdo (ou gotejamento) da emulsdo/solucéo e, consequente, formacdo de gotas

produz microesferas com diametros menores, quando comparadas com microesferas por
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gotejamento simples (gravidade), nesse processo as microesferas geralmente apresentam
tamanho maior que 1000 um (LEE; RAVINDRA; CHAN, 2013). A aplicacdo do ar
pressurizado (forca externa) e a vazdo em que esse ar é aplicado na solugéo tem efeito direto no
diametro da microesfera formada, quanto maior a taxa de ar pressurizado, menor diametro
médio de Sauter (um) as microesferas apresentam.

Verificou-se neste trabalho,que a presenca de materiais complementares pode ter
proporcionado melhor compactacdo da matriz de alginato produzindo microesferas de menor

tamanho quando comparado as microesferas produzidas apenas com o alginato.

4.2  Eficiéncia de Encapsulacéo

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo para o Ferro nos tratamentos produzidos
com o uso de ar pressurizado no Spray Drying variaram entre 93,6% e 94,04%. Foram utilizadas
as mesmas concentragdes de Alginato, Ferro, Cloreto de Calcio e Acido Ascorbico nas
solucdes,variando apenas a conentracdo de Maltodextrina e Amido.

Esses altos valores de eficiéncia de encapsulagdo mostram que os sistemas alginato,
Alginato e MD, Alginato e Amido sdo matrizes compativeis que podem ser usadas para
encapsular emulsées contendo Ferro (Fe2+). Além disso, 0 aumento da viscosidade de solucgdes
de alginato pela adicdo de outros biopolimeros (Amido ou maltodextrina) induz uma maior
eficiéncia de encapsulacdo, isso porque o alginato passa a ter uma rede mais concentrada com
uma parede menos porosa (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; CUJIC et al., 2016). Vale
ressaltar que a capacidade de formar um gel é uma propriedade importante do alginato,
particularmente quando é usado para encapsulamento por gelificacdo. Alginato aumentando a
capacidade de formar um gel e reter mais ferro (KATUWAVILA et al., 2016). A eficiéncia de
encapsulacdo determinada neste trabalho ndo leva em conta a separacdo do ferro interno
daquele localizado na superficie, ou seja, o teor de ferro determinado foi a somatario do ferro

interno e externo.
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Tabela 4 — Valores da porcentagem de eficiéncia de encapsulacéo obtidos para cada tratamento realizado
na producéo das microesferas.

TRATAMENTOS Eficiancia de Encapsulacéo (%)
Alginato 93,6
Alginato + Maltodextrina 93,7
Alginato + Amido 94,0

Fonte: Da autora (2022).

4.3  Perfil de liberagéo

A liberacdo controlada de compostos bioativos encapsulados é uma boa ferramenta
para se prever a disponibilidade do material de nucleo ao longo dotempo de processo
ou armazenamento. A Figura 13 mostra o perfil de liberacdo controlada dos diferentes
tratamentos estudados quando submetidos a diferentes temperaturasdo meio de 10, 25 e 40°C.
Observa-se que para temperatura de 10°C e 25°C o tratamento Alginato foi o que apresentou 0s
maiores teores de liberagéo do ferro, acompanhado pelo tratamento Alginato+Maltodextrina na
temperatura de 25°C. Para a temperatura de 40°Cpercebeu-se uma liberagdo semelhante em
todos os tratamentos. Com relagdo a liberacdo continua do Alginato, esta se deve a alta
porosidade do alginato amplamente discutida na literatura (BOATENG et al., 2008; SHU;
ZHU; SONG, 2001; TAQIEDDIN; AMUJI, 2004).

E possivel observar também com a liberacdo ao longo do tempo,independente da
temperatura a combinacédo de alginato e outros biopolimeros, como a maltodextrina e o amido
pode causar um retardo na liberacéo do ferro, isso porque esses materiais podem fazer ligacGes
especificas com o alginato protegendo-o da degradacdo e tornando-o mais estavel, além de
promover reducdo no inchamento das microesferas de alginato, a depender das caracteristicas
quimicas dos materiais complementares utilizados. A maltodextrina e 0 Amido podem causar
um aumento da densidade da rede de gel das microesferas de alginato limitando a penetracdo
de 4gua e diminuindo a difusdo do ferro (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016; WANG et al.,
2019).

A diferenca de temperatura dos meios de liberagcdo também influenciou o perfil de
liberacdo de ferro das microesferas. No geral, percebe-se que o aumento da temperatura
favoreceu menor intensidade e liberacdo do ferro em todos os tratamentos.

O alginato é um polissacarideo autodegradavel quando aquecido por tempo prolongado.
E formado por unidades de &cidos D-manurénico e L-glucurdnico ligadas em 1-4, formando o

4cido alginico. E muito solvel em &gua e forma solucdes viscosas com propriedades que
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dependem da massa molar, dos componentes e dos ions presentes. A viscosidade da solucao
diminui com o aumento da temperatura, formando gel estavel em pH de 5,0 a 10,0. A matriz de
alginato é muito higroscopica, um fator critico que afeta a estabilidade em certas temperaturas
(BENAVIDES et al., 2016).

Lin et al. (2017) estudaram a estabilidade da astaxantina encapsulada sob diferentes
condi¢bes de armazenamento e verificaram que a temperatura é o fator mais influente na
degradacdo da astaxantina. A andlise de estabilidade mostrou que astaxantina encapsulada em
microesferas de alginato, juntamente com o Tween 20, foi significativamente maior do que
controle (somente alginato de sddio). Otélora et al. (2016), obtiveram os mesmos resultados na
microencapsulacdo de betalaina por gelificacdo idnica, onde os niveis do pigmento diminuiram
com o aumento da temperatura de armazenamento. Calvo, Busch e Santagapita (2017)
analisaram a estabilidade do licopeno presente em toranjas e concluiram que a composi¢édo das
microesferas afeta fortemente a liberacéo e estabilidade do licopeno.

Figura 12 — Liberacdo controlada do Ferro nos tratamentos em temperatura constante de 10,25e
40°C no intervalo de 5 horas.

Liberagao 10°C : Liberagao 25°C § Liberagao 40°C
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Fonte: Da autora (2022).
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4.4  Digestibilidade in vitro

As amostras foram submetidas as condicGes simuladas de digestibilidade in vitro para
avaliar sua estabilidade pela passagem no trato gastrico e intestinal humano. A quantificacdo
foi feita da concentragéo de ferro liberado no meio ao longo do tempo de digestéo de 2 horas,
trazendo o resultado inicial e final de liberacdo. A figura 13 apresenta os resultados das amostras

ao longo do tempo.

Figura 13 — Valores de teor de ferro liberado das microesferas, nos diferentes tratamentos, durante 0s
testes de Digestibilidade in vitro.
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Fonte: Da autora (2022).

Com estes resultados é possivel observar maiores valores de liberacdo do ferro no
sistema géstrico comparado com sistema intestinal.lsto sugere que a microencapsulacao seja de
fato protetora destes compostos contra a degradagédo causada por varia¢des de pH pelas quais
estes compostos foram submetidos durante a simulacdo da digestéo.

Durante a digestao, peptideos e aminoacidos quelam ferro e seus complexos protegemos
ions de ferro de inibidores e condigdes no fluido do intestino delgado (LIN et al., 2017).

Katuwavila et al. (2016) investigaram a liberacdo de ferro in vitro de nanoparticulas de
alginato contendo ferro em diferentes condi¢Ges de pH (pH 7.4, 6 e 2) durante 96 h. Eles
relataram que 25-30% do ferro encapsulado total foi liberado ap6s a incubacdo em pH 7,4 e 6
durante 7-8h. Seguiu-se uma liberacdo mais gradual e sustentada para o proximo 78h. Ao final
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de 96 h, 65% do ferro total foi liberado em pH 7,4 enquanto que foi em torno de 70% em pH
7,0. Em outro estudo, a maltodextrina microparticula contendo sulfato ferroso encapsulado
heptahidratado foi caracterizada em termos de liberagéo de ferro em condigdes gastrointestinais
(CHURIO; VALENZUELA, 2018). Os autores relataram que uma série de 31,8%-37,4% do
ferro foiliberado apos incubacdo em condicdes gastricas e cerca de 100% do ferro foi liberado
apos condigdes intestinais. Singh et al. (2018) investigaram a cinética de liberacéo de ferro de
microcapsulas em trés valores de pH (pH 1, 4 e 7). Aproximadamente todo o ferro foi liberado
em 2 h em pH 1, enquanto 67-94% e 10-18% do ferro foi liberado em condicdes de pH 4 e pH

7,respectivamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o alginato apresenta boa
compatibilidade com maltodextrina e amido modificado, onde foi observado a formagédo de
microesferas com boa distribuicdo de tamanho quando adicionado o ferro a sistemas contendo
somente alginato como polimero e no sistema formado por alginato e maltodextrina.Pode-se
confirmar a formacg&o das cdpsulas com o ferro encapsulado através das analises realizadas. As
microparticulas apresentaram tamanho meédio de aproximadamente 13,37 pum e formato
irregular, conforme esperado, devido a a reacdo de reticulacdo do alginato ser muitorapida, as
quais tomam forma imediatamente depois do impacto entre a gota de alginato e o banho de
gelificagéo.

Foi possivel observar que a adi¢do de materiais complementares ao alginato melhoram
a sua propriedade de barreira, auxiliando na protecdo do composto bioativo quando as
microesferas sdo submetidas a diferentes valores de temperatura. Atraves das analises de
caracterizacdo e estabilidade das microesferas de ferro pode-se inferir que é possivel produzir
sistemas de liberacdo controlada de alginato combinado aos biopolimeros maltodextrina e
amido pois obtiveram resultados eficazes que protegem o0 composto bioativo e que
potencialmente permitem a utilizacdo dessas microesferas em matrizes alimenticias com
potencial atividade funcional, com melhora na liberacdo do ferro no sistema disgestorio
humano, e porque mostraram ter boa compatibilidade, estabilidade e eficiéncia.
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