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1. Introducgao

A vitamina D ¢ essencial para a manutencdo da saude do ser humano, atuando nos
sistemas muscular, 6sseo e imunoldgico. Pode ser obtida via alimentagdo ou sintese cutanea.
Embora seja de facil obtencao, ainda existe uma deficiéncia acometendo um grande niimero
de pessoas, especialmente no hemisfério norte. Contornar essa deficiéncia pode ser um
grande desafio principalmente aos adeptos a dieta vegetariana/vegana, uma vez que ela ¢é
majoritariamente encontrada em produtos de origem animal (GREGORY, 2008; HOLICK
citado por GIUDICI et al., 2018; CHAN)).

A suplementacdo aparece como uma forma pratica de incorporar nos alimentos
plant-based em quantidade suficiente para atender as necessidades dietéticas da populacao.
Entretanto, sua grande instabilidade, especialmente frente as exposi¢des a luz, oxigénio e
calor, dificulta sua incorporacao de maneira eficiente (ARAUJO et al, 2013; HOLICK, 2007;
WILSON, 2017; GREGORY, 2008).

A microencapsulacao aparece como uma solucdo, ja que cria uma barreira que
envolve e protege um determinado composto de interesse das condigdes adversas do meio
(XTIAO; ZHOU; Yi, 2012). Além disso, as microparticulas criam um sistema de entrega e
liberagdo controlada durante o processo de digestdo, podendo levar a melhor dispersibilidade
em agua, aumento da estabilidade dentro do organismo e aumento da biodisponibilidade
dessa vitamina. Para além dessas vantagens, as microcapsulas asseguram a manutengdo da
atividade vitaminica, previnem a sua degradagdo, aprimoram a absor¢do e distribui¢do da
mesma dentro do organismo (McCLEMENTS, 2015).

Hé diversas técnicas de microencapsulacao reportadas na literatura, dentre elas pode
ser citada a secagem por atomizacdo ou spray drying. A sele¢do adequada do agente
encapsulante ¢ necessdria para obter maiores eficiéncias de encapsulacdo e garantir a
formacao de particulas com boas propriedades fisico-quimicas e de prote¢do ao composto de
interesse. Dentre os diferentes agentes encapsulantes usados na producao de microparticulas
por spray drying, tem-se a maltodextrina. Entretanto, a limitacdo do uso desse material de
parede € a sua baixa capacidade emulsificante, além de resultar na formacao de uma parede
porosa (REINECCIUS; YAN, 2016). A estabilizacio da emulsdo pode ser alcancada
combinando a maltodextrina com proteinas, uma vez que estas possuem capacidade de
adsorver na interface 6leo/agua, formando uma emulsao estavel. Tal fato resulta em maior
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eficiéncia de encapsulagdo e maior protecdo oxidativa (Jafari et al., 2008). Também, de
acordo com Reineccius e Yan (2016), as proteinas tendem a formar uma estrutura mais densa,
diminuindo a permeabilidade do oxigénio no interior da microparticula, minimizando a
degradacdo oxidativa do composto de interesse.

O uso de proteinas vegetais como agentes estabilizantes em emulsdes em detrimento
das proteinas animais, apresenta diversas vantagens, pois ¢ uma fonte renovavel,
biodegradavel, além de apresentar interessantes propriedades fisico/quimicas. A alfarroba
tem varias aplicacdes industriais, mas o gérmen de alfarroba, subproduto de baixo custo na
producao da goma de alfarroba, ¢ uma proteina com potencial de aplicagdo em sistemas
emulsionados. Devido a sua baixa solubilidade em 4gua, especialmente em baixos valores de
pH, sua versao hidrolisada também vem sendo estudada, uma vez que nessa conformacao tem
sua solubilidade aumentada (BENGOECHEA et al., 2008).

Em sistemas emulsionados, o uso de agentes estabilizantes ¢ apenas uma forma de
aumentar a estabilidade da emulsdo. Uma estratégia ¢ a formagdo de emulsdes multicamadas.
Nesse caso, aliado ao agente encapsulante e estabilizante, cria-se uma terceira camada, na
qual um polimero de carga oposta (por exemplo, a pectina usada neste trabalho) se liga a
proteina por atragdes eletrostaticas, assegurando maior protecao ao composto de interesse e
estabilidade a emulsdo. Alcancar a estabilidade da emulsdo garante maior eficiéncia de
encapsulacdo e maior protecdo a vitamina D (Glizey et al., 2006; Burgos-Diaz et al., 2016).

Como ja abordado, ao microencapsular a vitamina D, alteramos a forma como o
organismo a digere e absorve. De fato, estudos comprovam que em ambos os casos pode
haver uma potencializagdo. Ha varios modelos gastrointestinais que permitem estudar o que
acontece pos ingestdo. Destes, destacam-se o modelo de digestdo in vitro estatico
harmonizado, cujo objetivo € replicar o trato gastrointestinal, simulando as trés fases da
digestdo, oral, gastrica e intestinal. Baseia-se na quantificagdo de acidos graxos livres
liberados pelos lipidios, geralmente triacilglicerdis, em condi¢cdes de pH proximos a
neutralidade (ALI; SIDDIQUI; NAZZAL, 2010).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver diferentes emulsdes, simples e
multicamadas e avaliar as microparticulas formadas, em termos das suas caracteristicas
fisico-quimicas e o seu comportamento quando submetidas a um processo de digestao in vitro
estatico.

2. Materias e métodos

2.1 Materiais: A proteina concentrada de alfarroba (PCA, 54% proteina), maltodextrina com
DE 10 (MD), 6leo de linhaga, pectina, ergocalciferol puro (vitamina D2). Pepsina da mucosa
gastrica porcina, pancreatina porcina, extrato de bilis de porco. Todos os outros reagentes sao
de qualidade analitica ou grau HPLC.

2.2. Obtencdo de hidrolisado proteico de alfarroba: Uma suspensdo aquosa contendo
concentrado proteico de alfarroba (10%) foi hidrolisada pela acdo da protease Protamex a pH
8,0 e 50°C, até grau de hidrolise 2%, determinado pelo método pH-stat.

2.3. Preparo das emulsdes: foram feitas quatro formulagdes de emulsao, CPC SE (simples e
utilizando de proteina concentrada como agente estabilizante), CPH SE (simples com
proteina hidrolisada), CPC ME (multicamadas com proteina concentrada) ¢ CPH ME
(multicamadas com proteina hidrolisada). Em todos os casos, a emulsao primaria foi obtida,
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misturando via Ultra Turrax a 20.000 rpm por 4 min, a vitamina D (material lipofilico) ja
dissolvida em oleo de linhaga, com um preparado de proteina em &gua (concentrada ou
hidrolisada).

Em seguida adicionou-se o material de parede, a maltodextrina, e nas formulacdes
multicamadas, pectina também. Foi ajustado o pH no final quando necessario.

2.4. Spray drying: A microencapsulacdo foi produzida através do processo de secagem por
pulverizagao das emulsdes. O processo foi conduzido em escala laboratorial, seguindo
condig¢des controladas: temperatura de entrada do ar 180°C, vazao de 485 mL/h e pressao de
2,8 bar.

2.5. Tamanho das microparticulas: Foi utilizado o instrumento de difra¢do a laser (Malvern
Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd, Reino Unido) para determinar a distribui¢do das
microparticulas.

2.6. Umidade e atividade de agua das microparticulas: A umidade foi obtida
gravimetricamente em estufa de circulacdo forcada a temperatura de 105°C (AOAC, 20006).
Ja a atividade de dgua foi medida no AqualLab 4TEV, Decagon Devices Inc, EUA a 25°C.
2.7. Digestao in vitro estatica: Foi realizada conforme protocolo da INFOGEST (Brodkorb
et al., 2019). Nos trés casos, o processo de digestdo foi conduzido ressuspendendo as
microparticulas em dgua mili-Q.

2.7.1 Anadlise de acidos graxos livres: Foi realizada conforme o protocolo da
INFOGEST para as fases oral e gastrica, sendo que a fase intestinal, foi realizada no pH stat
(902 Titrando, Metrohm, Suiga). O equipamento fornece a quantidade de NaOH necessaria
para manter o pH constante e a partir dele calcula-se o teor de acidos graxos liberados.

2.7.2 Tamanho das microparticulas ao longo da digestao: Foi determinado ao
longo da digestao, retirando 1000 puL de amostra em cada fase, para posterior analise no
mastersizer (Malvern Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd, Reino Unido).

2.7.3 Estabilidade e bioacessibilidade da vitamina D: Para esta analise, 1000 pL de
amostra foram retirados apds o processo de digestdo, para analisar a vitamina D em termo de
sua estabilidade por HPLC. O restante foi centrifugado, sendo o sobrenadante retirado para
andlise de bioacessibilidade por HPLC.

3. Resultados

3.1 Propriedades das microparticulas: os resultados estdo ilustrados na Tabela 1

Tabela 1-Propriedades das quatro formulagdes de microparticulas

CPC SE CPH SE CPC ME CPH ME

indice de polidispersividade 3,57 +0,10° 2,53+£0,22° 2,67+0,02° 3,32+£0,18°¢

Diametro de particula 21,9+0,7° 16,8 +0,4° 19,6 £0,2°° 189+1,1°
Umidade (BU) 2,2+0,1 0,6+0,3 1,6 £0,1 1,3+04
Atividade de agua 0,154 + 0,000 0,128 £ 0,008 0,170+ 0,001 0,138 £ 0,003

Letras minusculas representam diferenga estatistica (p < 0.05) entre as diferentes microparticulas
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3.3 Digestao in vitro estatica:

3.3.1 Analise de acidos graxos livres:
Tabela 2-Porcentagem calculada de 4cidos graxos livres obtidos via ensaios em pH stat

CPC SE CPH SE CPC ME CPH ME

Y%FFA i, € desvio padrao 40,6 £ 0,2 48,7+ 1,2 45,1+ 0,6 63,7+ 6,0

As microparticulas contendo emulsdes multicamadas (ME) apresentaram maior teor
de 4cidos graxos livres em relacdo as emulsdes simples (SE), evidenciando processo
digestivo lipidico mais completo. Pode-se notar também que as formulagdes que possuem a
proteina hidrolisada como agente estabilizante (CPH), apresentaram maior teor de acidos
graxos livres. Este resultado pode estar associado a maior porosidade do filme viscoelastico
formado a partir das proteinas hidrolisadas, uma vez que neste caso, a emulsdo perde a
capacidade de formar um filme estavel na parede, o que leva a um aumento na porosidade,
que permite um maior acesso ¢ adsor¢ao das enzimas e sais biliares e, consequentemente,
uma maior lip6lise.

3.3.2 Tamanho das microparticulas e dispersiao ao longo da digestao:

Figura 1: Graficos obtidos por meio da analise em mastersizer relativo ao indice de

polidispersividade e tamanho de particula
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FONTE: Autoria propria (2024)

Em relagdo ao tamanho das microparticulas ao longo da digestao, ¢ possivel observar
que nas formulagdes com CPC, ha decréscimo do tamanho na fase géstrica. Por outro lado,
quando o agente estabilizante foi a CPH, o tamanho da particula em relacdo as trés primeiras
fases mantém-se praticamente constante. Entretanto, para as particulas com ME, ambos os
casos, houve aumento significativo do tamanho na fase intestinal em relagdo a fase anterior.

A intera¢do da pepsina com a CPC durante a fase gastrica pode ser correlacionado
com a diminui¢do de tamanho observada, pois ela degrada a proteina, resultando na quebra
das estruturas das microparticulas levando a reducao do tamanho. Nas formulagdes em que o
agente estabilizante ¢ a CPH, o comportamento linear observado na fase inicial, oral e
gastrica, pode estar relacionado a estrutura da proteina hidrolisada nao sofrer alteragdes
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significativas durante a fase gastrica uma vez que ja& estd parcialmente quebrada
(MALDONADO et al, 2008; Zhang et al, 2021).

O aumento significativo do tamanho das microparticulas na fase intestinal em
formulagdes contendo pectina pode ser explicado pela interagdo da pectina com os
componentes da fase intestinal (p.e. pancreatina, sais biliares), que pode levar a formacao de
estruturas gelatinosas ou redes que aumentam o tamanho das microparticulas
(MALDONADO et al, 2008; Zhang et al, 2021).

Ja em relagdo a dispersdo das particulas, o indice de polidispersividade mostra um
comportamento similar em todos os casos, ou seja, decréscimo do valor ao longo da digestao.
A CPC sofre degradagdao pela pepsina na fase gastrica, o que promove a quebra das
microparticulas. Essa degradagdo pode resultar em um tamanho de particula mais uniforme.
J4 nas formulagdes que contenham pectina, sua presenga promove a formagdo de redes e
interagdes adicionais durante a digestdo, o que resulta em uma distribuicdo mais uniforme do
tamanho das microparticulas (MALDONADO et al, 2008; Zhang et al, 2021).
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