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RESUMO

SILVA, Marina Stogmuller Ferreira da. Coacervagdo complexa empregada como sistema de
carreamento de sulfato ferroso. 2024. 57 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2024,

O Ferro é um micronutriente com baixa biodisponibilidade para n6s seres humano, por isso, sua
deficiéncia é considerada um problema de salude publica. No Brasil sua baixa biodisponibilidade é
considerado um problema nutricional e atinge principalmente as criancas, mulheres em idade fértil e
gestantes, a anemia ferropriva que é a baixa de hemoglobina no sangue e a incapacidade de
transportar oxigénio pelos globulos vermelho, chega a 90% dos casos. Estratégias como acdes de
educacdo alimentar e nutricional suplementacdo do ferro para prevencdo e tratamento da anemia
com a fortificacio de alimentos como a farinha de trigo e milho com &cido félico. A
microencapsulacdo na indastria alimenticia vem sendo muito utilizada para armazenar um
ingrediente bioativo, sendo revestido por materiais de parede formando particulas de tamanho
microscopico protegido de condi¢bes ambientais adversas. Assim esse trabalho teve como objetivo
estudar a formagdo do complexo coacervado utilizando o isolado proteico de soja e alginato de
sodio como materiais de parede, encapsulando o sulfato ferroso e fortificando um biscoito. Dentro
das analises aplicadas conseguimos confirmar a afinidade entre os biopolimeros utilizados como
material de parede, a alta eficiéncia da encapsulacdo nas propor¢des escolhidas e a eficiéncia da
encapsulacdo e na aplicacdo das microcapsulas no biscoito observamos que ndo ha diferenca
significativa de cor e textura entre as amostras sem microcapsulas e com microcapsulas adicionadas.

Palavras chave: microencapsulacéo; coacervagdo complexa; sulfato ferroso; deficiéncia de ferro.



ABSTRACT

SILVA, Marina Stogmiller Ferreira da. Complex coacervation used as a ferrous sulfate
transport system. 2024. 57 p. Dissertation (Master’s in Food Science and Technology). Institute of
Technology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Iron is a micronutrient with low bioavailability for us humans, therefore, its deficiency is considered
a public health problem. In Brazil, its low bioavailability is considered a nutritional problem and
mainly affects children, women of childbearing age and pregnant women. Iron deficiency anemia,
which is low hemoglobin in the blood and the inability to transport oxygen through red blood cells,
affects 90% of cases. . Strategies such as food and nutritional education actions, iron
supplementation for the prevention and treatment of anemia with the fortification of foods such as
wheat and corn flour with folic acid. Microencapsulation in the food industry has been widely used
to store a bioactive ingredient, being coated with wall materials forming microscopic-sized particles
protected from adverse environmental conditions. Thus, this work aimed to study the formation of
the coacervate complex using soy protein isolate and sodium alginate as wall materials,
encapsulating ferrous sulfate and fortifying a biscuit. Within the applied analyzes we were able to
confirm the affinity between the biopolymers used as wall material, the high encapsulation
efficiency in the chosen proportions and the encapsulation efficiency and application of the
microcapsules in the biscuit we observed that there is no significant difference in color and texture
between the samples. without microcapsules and with added microcapsules.

Keywords: microencapsulation; complex coacervation; ferrous sulphate; iron deficiency.
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INTRODUCAO

O ferro é um micronutriente biodisponivel em grandes quantidades para nos seres
humanos, no entanto sua deficiéncia pode ser considerada um problema de saude publica, de
acordo com a Pesquisa Nacional de Demografia e Salde, esse indice chega a 42,6% em
criangas entre 6 a 5 anos no mundo (BRASIL, 2006). No Brasil, € um problema nutricional
recorrente que atinge principalmente criancas (20,9 %), mulheres em idade fértil (29,4%) e
gestantes (BRASIL, 2022). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a anemia ferropriva é
a mais comum, chega a 90 % dos casos e tem como caracteristica principal a baixa
hemoglobina no sangue e sua incapacidade de transportar oxigénio através dos glébulos
vermelhos para atender as necessidades fisioldgicas do ser humano (OMS, 2004). E uma
doenca sanguinea, conhecida ao redor do mundo, que afeta principalmente os paises em
desenvolvimento (HERNANDEZ-VASQUEZ et al., 2019).

Algumas estratégias podem ser utilizadas para evitar a deficiéncia de ferro, como
acOes de educacdo alimentar e nutricional promovendo alimentacdo adequada, balanceada e
rica em ferro desde a introducdo alimentar até a fase adulta, atraves da suplementacao de sais
de ferro para prevencéo e tratamento da anemia em grupos de risco e através da fortificacéo
de alimentos como farinhas de trigo e milho com ferro e acido folico de acordo com a RDC
n°344, de 13 de dezembro de 2002, da ANVISA (PNSF, 2013). No Brasil, a fortificacdo de
alimentos foi uma iniciativa de saude publica com finalidade de reduzir a prevaléncia de
anemia ferropriva, a ANVISA em 2002 estabeleceu a fortificacdo obrigatdria das farinhas de
trigo e milho com ferro e &cido folico através da RDC n. 334/2002 (ANVISA, 2002).

A microencapsulagdo na indlstria alimenticia vem sendo utilizada para
armazenamento de um ingrediente bioativo, podendo ser solido, liquido ou gasoso. Esse
ingrediente é revestido pelo material de parede formando pequenas particulas de tamanho
microscopico protegidos de condigdes ambientais adversas e que futuramente sera liberado.
Os principais objetivos de utilizagdo desse método sdo: melhor aproveitamento do ingrediente
bioativo, reducdo de interacdo com fatores ambientais, prevencdo de perdas sensoriais e
nutricionais, mascarar possiveis sabores indesejaveis, prolongar validade do material
encapsulado, inserir em um produto novo ou ja existente (PEREIRA, et al., 2018; BASTOS et
al., 2020). As microcapsulas sdo particulas solidas que se dividem de acordo com sua
estrutura, podem ser classificadas como: microcapsulas simples, microesfera (substancia

distribuida uniformemente no material matriz), microcapsula irregular, multi-nicleos,



multiparedes, ou agrupamento de capsulas (NASCIMENTO, et al., 2019; ANTUNES, 2022;
PEREIRA et al., 2018;)

O processo de coacervagdo pode ser colocado em trés etapas: a primeira etapa é a
emulsificacdo, onde o material a ser encapsulamento é encapsulado no nucleo, a segunda
etapa é a coacervacdo onde é adicionado o polissacarideo junto com a &gua de diluicdo e a
terceira etapa é a reticulacdo, onde é formada a casca externa da microcapsula (YAN;
ZHANG, 2014).

E necessario em torno de 49 nutrientes para manter as necessidades do corpo humano
e a nutricdo é parte importante desse processo. Desses 49 nutrientes, o ferro € um metal muito
presente no nNosso meio ambiente, para 0 nosso corpo o ion Fe Il é o que mais tem funcéo,
por se complexar com atomos de hidrogénio e fazer parte de processos bioldgicos como
transporte de oxigénio (GONCALVES, 2005).

Assim, esse trabalho estudou a formacdo do complexo de isolado proteico de soja e 0
alginato de sodio para encapsulacdo do sulfato ferroso e fortificagdo de um biscoito. Usamos
0 potencial zeta, diagrama de fases para chegar a melhor concentracdo dos biopolimeros e a
melhor razdo entre ndcleo e material de parede. Depois estudamos a eficiéncia de
encapsulacdo de cada proporcéo entre biopolimeros, a liberacdo do ferro e bioacessibilidade
através da digestdo in vitro das microcapsulas, além de adicionar no biscoito e avaliar dureza,

fraturabilidade e cor do biscoito.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o processo de formagéo do complexo coacervado do isolado proteico de soja e 0
alginato de sodio para encapsulacdo do sulfato ferroso e fortificacdo de um biscoito.

Objetivos Especificos

o Estudar a formacé&o e caracterizar a interacdo do complexo coacervado obtido a partir

do isolado proteico de soja e alginato de sédio;

o Microencapsular o sulfato de ferro pelo processo de coacervagdo complexa

empregando os materiais de parede em estudo;

o Fabricacdo e enriquecimento de biscoitos adicionando as microcapsulas contendo

sulfato de ferro.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Microencapsulacéo

Microencapsulacdo é uma técnica que protege ingredientes bioativos que podem ser
solidos, liquidos ou gasosos e estdo suscetiveis a modificacOes através de acdes externas, €
uma técnica que vem sendo amplamente usada na area de alimentos. O encapsulamento
minimiza interacdes que nao sdo desejadas com a matriz alimentar, preservando 0s compostos
bioativos e sua estabilidade, além de ser uma técnica que consegue mascarar seus sabores e
odores desagradaveis (ANTUNES, 2022; PEREIRA et al., 2018).

O ingrediente a ser encapsulado € chamado de nucleo, o material que envolve esse
nacleo é chamado de casca, parede ou membrana, essa membrana geralmente € insollvel e
ndo reativo com o nucleo. Essa membrana pode ser de diferentes materiais (YAN; ZHANG.,
2014; NASCIMENTO et al., 2019). A microencapsulacdo pode ser utilizada quando ha
necessidade de adicdo de um ingrediente em um determinado momento do processo ou para
diminuir evaporacao, degradacdo de moléculas organicas e/ou volateis, como os flavorizantes.
Como podemos observar na Figura 1, as microcapsulas sao particulas solidas que se dividem
de acordo com sua estrutura, podem ser classificadas como: microcdpsulas simples,
microesfera (substancia distribuida uniformemente no material matriz), microcapsula
irregular, multi-ndcleos, multiparedes, ou agrupamento de capsulas (NASCIMENTO, et al.,
2019). O tipo e a forma das particulas, o material encapsulado, vao determinar como
acontecerd a liberacdo do nucleo. Essa liberacdo do nucleo envolve mecanismos como:
liberacdo controlada por difusdo, ativacdo por degradacdo, ativacdo por solvente, controle por
pH, ativacdo por temperatura ou pressdo. Esses processos podem ser ativados em conjunto e
que o material escolhido para ser encapsulado se envolve diretamente com a estabilidade das
microcapsulas, solubilidade, peso molecular, cristalinidade, difusidade, propriedades
emulsificantes, preservacdo do nucleo, liberagdo do material ativo, baixo custo e
disponibilidade no mercado s&o muito importantes para melhor aproveitamento do processo
(NASCIMENTO et al., 2019).



Simples Agrupamento Multi-nucleos
de capsulas
D E F
Multi-paredes Irregular Microesfera

Figura 1. Configuracdes estruturais das microcapsulas ((A) simples, (B) agrupamento de
capsulas, (C) multi- nucleos, (D) multi-paredes, (E) irregular) e da microesfera ((F) matrix
insoltvel). Adaptado de Nascimento et al.,2019.
1.1 Técnicas de microencapsulacéo

Hoje, diferentes técnicas sdo utilizadas na microencapsulagdo, essas técnicas vao ser
classificadas de acordo com a formagdo das microcdpsulas ou microesferas. As microesferas
sdo formadas por meios fisicos e ou quimicos e as técnicas utilizadas sdo mostradas na Tabela
1:

Tabela 1. Métodos de microencapsulacéo.

Métodos Fisicos Métodos Quimicos
Spray drying Separacdo de fases
Spray cooling/chilling Evaporacao do solvente
Disco rotativo Coacervacao

Leito fluidizado (secagem, Polimerizacao interfacial

granulacdo e revestimento)

Extruséo Lipossomas
Coextruséo Coextruséao
Encapsulagdo molecular Nanoencapsulagéo

Dupla emulsdo
Adaptado de Sobel et al, 2014.

Na industria alimenticia a técnica de coacervagdo complexa vem sendo utilizada para
encapsular, fornecer e proteger compostos bioativos de alto valor bioldgico e funcional comoé
mostrado na Tabela 2 (YAN; ZHANG; 2014).



Tabela 2. Aplicacdo da coacervacdo complexa na microencapsulacdo de compostos bioativos.

Composto bioativo Material de parede método de Reticulagio Referéncia
microencapsulacao
Oleo essencial de Goma arébica e gelatina Coacervacao NI (MUNERATTO etal., 2021)
oréegano complexa
Probioticos Gelatina e goma arébica Coacervagao NI (SILVA et al., 2019)
(Lactobacillus complexa e
acidophilus - La 5) liofilizacédo
Oleo de polpa de pequi Gelatina e goma arabica Coacervacao NI (JUSTI et al., 2018)
complexa
L.caseli Alginato de sodio, proteina do soro Coacervacgdo Cloreto de célcio  (ZHANG et al., 2021)
do leite e nano cristais de celulose  complexa
Oleo de pimenta preta Lactoferrina, e alginato de sodio Coacervacao Transglutaminase (BASTOS et al., 2020)
complexa
Acido tanico Lactoferrina e pectina Coacervacao NI (SOUZA; GARCIA-ROJAS,
complexa 2021)
Betanina Carboximetilcelulose e isolado Coacervagao NI (CONSTANTINO, 2022)
proteico de amaranto complexa
[-caroteno Ovoalbumina e alginato de sédio Coacervagao NI (FARIAS et al., 2023)
complexa

NI — N&o informado



1.1.1 Microencapsulacéo por coacervacao complexa
O processo de coacervacdo pode ser colocado em trés etapas: a primeira etapa € a
emulsificacdo, onde o material asr encapsulado é carregado em uma emulsdo simples ou
dupla, a segunda etapa é a coacervacao onde é adicionado o polissacarideo junto com a agua
de diluigdo, a terceira etapa € a reticulagdo, a formagdo da casca externa, como podemos
observar na Figura 2. Cada sistema de coacervagdo € unico, de acordo com suas condicGes e

propriedades fisicoquimicas do material encapsulado (YAN; ZHANG; 2014).
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Figura 2. Processo de interacdo dos biopolimeros para formagdo do complexo coacervado

utilizando o cloreto de célcio como agente reticulante. Adaptado de Farias et al. 2023.

1.1.1.1 Emulséo

As emulsdes sdo sistemas com estrutura de moléculas de o6leo (oil) e agua (water),
organizados como 6leo em agua O/A ou agua em 6leo A/O. As emulsdes 6leo em agua sdo as
formas mais utilizadas para a microencapsulacao, na entrega de ingredientes ativos lipofilicos,
essa emulséo pode se formar quando héa diferentes combinacdes de surfactantes e 6leo e 4gua
sdo misturados em condigdes apropriadas, algumas vezes é necessaria a adicdo de mais
ingredientes para melhorar estabilidade e/ou ajustar as propriedades funcionais da emulsao
(McCLEMENTS, 2015). A localizacdo do ingrediente ativo dentro da emulsdo tem impacto
significativo na estabilidade quimica, influencia diretamente a reacdo quimica da fase aquosa

do sistema.



Esse sistema é formado pela mistura de componentes emulsificantes 6leo e agua
(O/W), na industria alimenticia uma variedade de alimentos utilizam dessa técnica, como
leite, sopas, bebidas, molhos como maionese, iogurte, queijo (McCLEMENTS, 2015;
FREDRICK et al., 2010).

As duplas emulsBes agua (water) — 6leo (oil) — agua (water) (W1/O/W,), mostradas na
Figura 3, sdo goticulas de agua dentro de goticulas de 6leo dispersas em fase aquosa continua,
devem ser caracterizadas como emulsdes Ai/O/A,, onde A; é a fase de agua interna e A, éa
fase de &gua externa, que envolve goticulas de 6leo, podendo em cada fase ter composi¢6ese
propriedades diferentes. Por isso, é necessario que seja utilizado dois emulsificantes para
estabilizar as emulsbes (A1/O/A;), um emulsificante sollvel em O6leo para A; e um
emulsificante solivel em agua para W, (McCLEMENTS, 2015).
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Figura 3. Representacdo do esquema de dupla emulséo, (c) water- oil - water (agua- éleo-

agua) e (d) oil — water —oil (6leo — agua- 6leo). Adaptado de Bouyer et al., 2012.

Esses emulsificantes sdo substancias capazes de adsorver em emulsfes impedindo a
agregacdo das gotas das emulsdes por floculagdo ou convalescéncia. Os agentes
emulsificantes mais comuns sdo os surfactantes e os biopolimeros anfipaticos, os surfactantes
sdo pequenas moléculas com parte hidrofobica (afinidade ao 6leo) e uma parte hidrofilica
(afinidade a &gua), essas moléculas se adsorvem na interface da emulséo, direcionando para
0s pontos onde se encontra agua ou Oleo. Os biopolimeros anfipaticos sdo cadeias
monomeéricas, proteinas e polissacarideo, que possuem uma parte hidrofilica e uma
hidrofobica, quando dissolvidos em solucdo aquosa, essas partes sdo expostas, a partir das
interacBes hidrofobicas, elas se conformam e adsorvem na superficie da emulsdo
(McCLEMENTS, 2015; BOUYER et al., 2012). As duplas emulsbes séo mais utilizadas por

serem capazes de microencapsular ingredientes hidrofilicos na fase aquosa interna, e



ingredientes hidrofdobicos na fase oleosa, sdo capazes de distribuir varios ingredientes ativos
num dnico sistema de distribuicdo (McCLEMENTS, 2015).

O balanco hidrofilico-lipofilico (HLB) é um método de classificacdo dos
emulsificantes, € um nimero que indica a afinidade de um emulsificante para fase aquosa e
para fase de 6leo. A indicacdo de solubilidade de um emulsificante em uma fase 4gua ou 6leo
se da através do valor de HLB. Um HLB > 10 é predominantemente hidrofilico, se
dissolvendo em agua e estabilizando emulsdes em agua, ja um HLB < 6 um emulsificante
hidrofobico, solubiliza em 6leo, estabilizando emulsées em 6leo (METTU et al., 2018;
ZAFEIRI et al., 2017).

O polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) é um emulsificante ndo-iénico, te um HLB
entre 2 — 4, sendo classificado como emulsificante lipofilico, indicado para formacdes de
emulsdes W/O. O PGPR é um emulsificante reconhecido como seguro para sua utilizacdo em
alimentos, porém de acordo com a legislacdo brasileira seu uso ndo pode ultrapassar
0,19/100g (METTU et al., 2018; OKURO et al., 2019; BRASIL, 2008).

Como mencionado anteriormente, os emulsificantes possuem caracteristicas de
natureza anfifilica (estrutura formada por uma parte hidrofébica e uma parte hidrofilica). Essa
é a principal caracteristica e contribui para diminuicdo da tenséo superficial na interface das
fases imisciveis, o que permite a formacdo da emulsdo. Além do PGPR mencionado
anteriormente, as proteinas sdo os emulsificantes mais comuns e mais utilizados quando se
fala em alimentos, sua estrutura quimica, seu alto valor nutricional e suas propriedades fisico-
quimicas, além de poder ser usado como ingrediente. Conseguem estabilizar emulsdes de
oléo-agua e é muito utilizado em produtos como bebidas, produtos lacteos, molhos, produtos
de panificaco, chocolates (MUNOZ et al., 2007; CARO, 2005).

1.1.1.2 Coacervacao complexa
A coacervacdo é um sistema que é composto por duas fases liquidas, esse processo
pode ser definido como simples ou complexo, o que vai distinguir um do outro € a quantidade
de biopolimeros presente. A coacervagdo complexa tem como principal caracteristica as
interacOes eletrostaticas entre as solucbes de cargas opostas, que resulta em duas fases
liquidas imisciveis, uma fase pobre em polimeros e uma fase densa, rica em polimeros, que é
0 coacervado, o revestimento do nucleo (ingrediente bioativo). A coacervacdo complexa é

controlada pela carga dos biopolimeros, a densidade de cargas vai ser influenciada pelo



pH e a forca ibnica, esse é um processo que vem sendo utilizado, principalmente na
microencapsulacao JAIN et al., 2016; YAN; ZHANG; 2014).

Dentre suas propriedades, proteger ingredientes funcionais, alta eficiéncia de
encapsulacdo, boa caracteristica para liberacdo controlada, sdo alguns motivos para 0
crescimento do seu uso na inddstria alimenticia, que cada vez mais vem sendo utilizados para
encapsular aditivos ou nutrientes sensiveis ou volateis, como sabor, pro/prebioticos,
antioxidantes, minerais, vitaminas, entre outros compostos, aumentando a vida atil em
diferentes formas de armazenamento (YAN; ZHANG,; 2014).

Alguns parametros intrinsecos e extrinsecos como: forca iénica, ingrediente do nucleo,
temperatura, proporcdes de material de parede, cisalhamento, nivel do nucleo encapsulado, %
de sélidos totais, e ajuste de pH influenciam no processo de da coacervagdo complexa como

observamos na Figura 4.

Ingrediente do nucleo

Forga idnica l» Temperatura
"‘\ ["‘sx;;‘“’
Ajuste de pH CXD . G Materiais de parede |
*: (L & e suas proporgoes
8@ &S
% de sdlidos t Cisalhamento
totais

Nivel do nuicleo encapsulado

Figura 4. Parametros intrinsecos e extrinsecos que influenciam o processo de coacervagao

complexa. Adaptado de Gaonkar et al., 2014.

O processo de coacervagdo, a natureza das interagOes, os fatores que afetam sdo
essenciais para projetar o sistema coloidal e a funcionalidade. Sinal, magnitude, for¢a,direcéo,
das interacdes podem ser modificados por fatores ambientais, na Figura 5, conseguimos
observar as interacGes que sdo responsaveis por manter os biopolimeros e as respostas das
mudangas em condigdes ambientais, estruturais, volume (YAN; ZHANG,; 2014,
McCLEMENTS,2015).
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Figura 5. Interacdo dos biopolimeros de acordo com a variedade das diferentes interacdes

moleculares. Adaptado de McClementes, 2015.

Entender o processo de coacervacdo, a natureza das interacoes e os fatores que afetam,
é essencial para projetar o sistema coloidal e seus atributos funcionais especificos. Os fatores
intrinsecos e extrinsecos, assim como a interacdo dos biopolimeros, vdo ser responsaveis por
manter a base dos biopolimeros e vdo determinar como vao responder as mudangas nas
condi¢des ambientais e de solucdo, se as estruturas vdo permanecer intactas, se vao aumentar

de volume, se escolhem, corroem ou se desintegram (McCLEMENTS, 2015).

1.1.1.3 Reticulacado

Anteriormente a reticulacdo quimica era uma técnica muito utilizada para estabilizar,
modificar a estrutura e as propriedades dos coacervados, para refrear ou promover a liberacao
do ingrediente ativo. Atualmente vem sendo demonstrado uma forca do complexo proteina —
polissacarideo que pode ser melhorado através da reticulacdo, pois endurece as paredes das
capsulas (ZHANG et al., 2021; JAIN et al., 2016). Nessa fase de reticulagéo, o revestimento
da parede da microcapsula é submetido a um agente reticulante enzimatico como a
transglutaminase, a um agente natural como o genipin ou a um agente quimico ndo toxico
como o cloreto de célcio, que reagem com 0s grupamentos aminos e acidos carboxilicos livres
das proteinas e com isso ira reforcar as ligagcdes estruturais do revestimento, resultando no seu
endurecimento ao redor do nacleo (ZHANG et al., 2021; SOARES et al., 2019; JAIN et al.,
2016; McCLEMENTS, 2015).
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1.2 Biomoléculas ou ingredientes encapsulados

E necessario em torno de 49 nutrientes para manter as necessidades do corpo humano,
a nutricdo é parte importante desse processo, promove saude, bem estar e precisa estar
presente em programas de salde publica para menores riscos de doencas, para crescimento
adequado (NEGRI, 2018). Dentre esses 49 nutrientes, o ferro é um deles. Um metal muito
presente no Nosso meio ambiente, para 0 nosso corpo o ion Fe Il é o que mais tem funcéo,
por se complexar com atomos de hidrogénio e fazer parte de processos biolégicos como
transporte de oxigénio (GONCALVES, 2005). Esse mineral apresenta caracteristicas de
perda durante processamento e armazenamento do alimento, luz, temperatura, pH, umidade
podem afetar a biodisponibilidade do nutriente até a chegada para o consumidor (LIMA et al.,
2023).

A éarea de tecnologia dos alimentos vem sendo estudada e desenvolvida para 0 avancgo
da microencapsulacdo de compostos bioativos e funcionais. Assim a industria de alimentos
vem cada vez mais utilizando de técnicas como a microencapsulacdo para preservar o
nutriente até chegar a mesa do consumidor. Constantino (2022) fez a microencapsulacdo da
vitamina A, Gupta et al.(2014) encapsulou o ferro, Pratap-Singh; Leiva. (2021) encapsulou

ferro e zinco.

1.3 Ferro

O ferro € um micronutriente importante para diversas funcdes bioldgicas, é obtido
através da ingestdo oral de alimentos ricos em ferro, sua recomendacdo diaria € pequena em
relacdo a outros micronutrientes e sua biodisponibilidade no nosso alimento € dificultada por
fatores antinutricionais. O ferro tem como fun¢do em nosso corpo o transporte de oxigénio
através dos glébulos vermelhos, além de fazer parte do controle e crescimento da
diferenciacio celular e metabolismo energético (FERREIRA, 2014; HERNANDEZ-
VASQUEZ et al., 2019).

E um metal que faz parte de func@es vitais no corpo humano, produz enzimas como
catalases, redutase e peroxidadases, dependentes do ferro. Além dessas fungdes, a
hemoglobina é dependente do ferro para transporte de oxigénio do pulmédo ate os tecidos
periféricos, quando em deficiéncia compromete desenvolvimento mental, cognitivos, diminui
imunidade deixando o individuo suscetivel a infeccbes e aumento de doencas. E um dos
metais mais presentes no corpo humano, divididos nas hemacias ligadas as hemoglobinas, na
ferritina e hemossiderina presente na mucosa intestinal, macréfagos do baco e medula 6ssea e
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na transferrina sérica — circulante no plasma (ARAUJO et al., 2023). O ferro utilizado vem
principalmente do proprio organismo, do processo de reciclagem da destruicdo dos
macrofagos do baco e através da ingestdo de alimentos fontes de ferro, como citado no item
1.3.2. Sua deficiéncia é assintomatica, geralmente identificada mais tardiamente quando ja
tem a anemia ferropriva instalada, os sintomas podem aparecer como cansaco, tontura,
palidez, dor de cabeca (ARAUJO et al., 2023).

1.3.1 Absorcao do ferro
A absorcdo do ferro acontece no duodeno e jejuno proximal e quase ndo é excretado,
apenas em quantidades pequenas na urina, esfoliacdo da pele e das células gastrointestinais e
na bile. Sua regulacdo de absorgéo vai acontecer de acordo com a necessidade individual de
cada individuo e através de hormonios peptidico hepcidina, produzido no figado e
transportado pelo soro que bloqueia a absor¢do intestinal e inibe a liberacdo dos estoques
(GULEC, et al., 2014).

1.3.2 Biodisponibilidade do ferro

Existem dois tipos de ferro: heme e ndo heme. O ferro heme é proveniente da
hemoglobina e mioglobina das carnes, sua absorcdo é pouco influenciada por fatores
antinutricionais. Ja o ferro ndo heme é encontrado nos alimentos de origem vegetal (hortalicas
verdes escuras e leguminosas) € insoluvel e tem sua absorcdo muito influenciada pelos fatores
antinutricionais. Alimentos como a proteina da carne, alimentos fontes de vitamina C (fonte
de acido citrico) ajudam e melhoram a biodisponibilidade e absor¢do do ferro ndo-heme,
enquanto os fitatos, minerais, leite e compostos fendlicos dificultam essa biodisponibilidade e
absorgdo (FILIPONI, 2018; ARAUJO et al., 2023; MORTARI et al., 2021).

A alimentagdo e ingestdo inadequada de alimentos fontes de ferro é o principal
agravante para a anemia ferropriva, alimentacdo com alto consumo de refrigerantes, café e
chés, baixo consumo de alimentos ricos em vitamina C, baixo peso ao nascer, perdas
sanguineas por doencas associadas, sio fatores de risco para a anemia ferropriva (ARAUJO et
al., 2023; FILIPONI, 2018). A recomendacéo diaria de ferro varia de acordo com faixa etaria

de adultos, lactentes, criangas e gestantes como podemos observar na Tabela 3.
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Tabela 3. Recomendacéo diaria de consumo de ferro em diferentes faixas etarias

Faixa Etaria Recomendacéo Diéria
de Ferro (mg)
Lactentes
0 — 6 meses 0,27
7 — 12 meses 11
Criancas
1-3 7
4-8 10
Mulheres
9-13 8
14 -18 15
19-30 18
31-50 18
51-70 8
>70 8
Gestantes
<18 27
19-30 27
31-50 27
Lactantes
<18 10
19-30 9
31-50 9
Homens
9-13 8
14 -18 11
>19 8

FONTE: Adaptado de Krause et al, 2012 e Institute of Medicine, 2001.

A deficiéncia de ferro pode ser considerada um problema de satde publica, de acordo
com a Pesquisa Nacional de Demografia e Saude, esse indice chega a 42,6% em criancgas
entre 6 a 5 anos no mundo (BRASIL, 2006). No Brasil, ¢ um problema nutricional recorrente
que atinge principalmente criangas (20,9 %), mulheres em idade fértil (29,4%) e gestantes
(BRASIL, 2022).

Segundo a Organizagdo Mundial da Salde, a anemia ferropriva € a mais comum,chega
a 90 % dos casos e tem como caracteristica principal a baixa hemoglobina no sangue e necessidades
fisioldgicas do ser humano (OMS, 2004). E uma doenca sanguinea, conhecidaao redor do mundo,
que afeta principalmente os paises em desenvolvimento (HERNANDEZ- VASQUEZ et al., 2019).
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1.3.3 Fortificacdo de alimentos

No Brasil, a fortificacdo de alimentos foi uma iniciativa de saide publica com
finalidade de reduzir a prevaléncia de anemia ferropriva, a ANVISA em 2002 estabeleceu a
fortificacdo obrigatoria das farinhas de trigo e milho com ferro e acido folico através da RDC
n. 334/2002 (ANVISA, 2002).

Essa RDC diz que, cada 100g do produto deve conter 4,2 mg de ferro e 150 pg de
acido fdlico, esse teor de ferro é estabelecido com base no valor de Ingestdo Diaria
Recomendada (IDR): 30% da IDR de ferro (14 mg), que é o critério usado para a alegacao de
“rico” ou “enriquecido” ou “fortificado”, previsto na legislacio em vigor. Quanto a
comprovacao em relacdo a essa fortificacdo existe uma falta de estudos nacionais que avaliem
a prevaléncia da anemia, porém quanto eficiéncia de ferro no organismo, avaliado através da
ferritina ha efeito através da fortificacdo (ANVISA, 2002). Na Tabela 4 apresenta-se alguns
estudos com fortificacdo e suplementacdo do ferro que séo utilizados como estratégias para

diminuir essa deficiéncia.

1.4 Material de parede

Os materiais de parede mais utilizados na microencapsulacdo sdo polissacarideos e
proteinas, esses materiais formam camadas ao redor do principio ativo para formacdo da
microcépsula. Para essa formacdo, é necessaria uma incompatibilidade entre o material de
parede e o principio ativo. O ativo hidrofébico tem necessario um material hidrofilico para
encapsular, assim como um ativo hidrofilico tem necessario de um material hidrofobico para
o material de parede. Por conta da variedade de material de parede, caracteristicas do material
ativo do nucleo, emulsdo a ser usada e condi¢des de secagem, 0s materiais de parede devem
ser analisados de acordo com cada método e sua influéncia direta na microencapsulacdo
(KANWAL et al., 2021; YAN; ZHANG; 2014).
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Tabela 4. Metodologias de encapsulacao ou fortificacdo do ferro em alimentos

Material Material de parede Meétodo de encapsulacdo Metodologias Referéncia

encapsulado

Sulfato ferroso  Goma tragacanto e &cido Evaporacdo de solvente Encapsulagéo do ferro  (ASGHARI-VAVIZANCH; SHAHEDI,
ascorbico SHEKARCHIZADEH, 2017)
Sulfato ferroso  Alginato de sodio e caseinato de  Emulsificacdo-gelificacdo Fortificagdo da farinha  (ZHANG et al., 2021)
sodio de soja
Sulfato ferroso  TMS Spray-dryer Fortificacdo do pao (BRYSZEWSKA et al., 2019)
Sulfato ferroso  Oleo de palma hidrogenado Microencapsulagéo Fortificagdo do queijo ~ (ARCE; USTUNOL, 2018)
cheddar
Sulfato ferroso  Goma arabica, maltodextrinae  Evaporacédo de solvente Fortificacdo do leite (GUPTA et al., 2014)

amido modificado

Sulfato ferroso  Goma tara e isolado proteico do  Emulséo dupla Encapsulagéo do ferro  (BARBOSA; GARCIA-ROJAS, 2022)
soro do leite
Sulfato ferroso  Proteina isolada do soro do leite  Emulséo dupla Encapsulagéo do ferro  FERREIRA, 2023)

e goma arabica

Sulfato ferroso  Farinha de panificagéo Liofilizacdo Fortificacdo (ANTUNES, 2022)




1.4.1 Isolado proteico de soja

A proteina junto com o polissacarideo tem como fungdo dar estabilidade as
emuls@es por seu carater anfifilico, uma parte hidrofilica (solivel em &gua) e uma parte
hidrofobica (ndo solivel em agua), para essa estabilidade pode ser utilizado dois ou
mais polimeros. A proteina vegetal vem ganhando destaque na inddstria alimenticia, as
proteinas de soja possuem um destaque por conta da sua eficiéncia e rentabilidade
(SILVA, 2022).

O isolado proteico de soja € obtido a partir da separacdo das proteinas da soja, a
porcdo soltvel e insolivel dos carboidratos dos flocos desengordurados como pode ser
observado na Figura 6. A proteina de soja é solubilizada em pH 6,8 — 10 a 27 — 66°C
utilizando hidroxido de sédio e agentes alcalinos aprovados para uso alimentar. A
solucdo de proteina é separada dos flocos ou farinhas por centrifugacdo, os solidos
recuperados como subprodutos contém 16 -36% de proteina. 9 — 13% de fibra bruta e
45 — 75% de fibra dietética total. Apds esse processo a solugdo € acidificada a pH 4,5
usando acido cloridrico ou fosférico e a proteina se precipita como uma coalhada, que
entdo € lavada com agua e concentrada por centrifugacdo, podendo ser neutralizada a
pH 6,5-7,0 ou seca por spray-drying em sua forma &cida. Isolados proteicos de soja é a
forma mais concentrada de proteina de soja cerca de 90% (PHILIPS; WILLIAMS,
2011).

O isolado proteico de soja é o principal componente da proteina da soja e seu
teor de proteina é maior que 90%, 0s principais componentes dessas proteinas sdo as
fracdes f-conglicinina (7S) e glicinina (11S) representando mais que 85% do total de
proteinas do grdo, alguns estudos mostram as varias propriedades funcionais do isolado
proteico de soja como, gelificacdo, formacdo de espuma, emulsificacdo (WANG et al.,
2021; FREITAS, 2018).

17



Graos de soja descascados

l Extracao com hexano

Flocos de soja desengordurados. Moagem dos flocos para obten¢do da farinha de soja

l

Dispersao da farinha de soja em dlcali diluido (pH 8-9) e extracao de soltveis por 1-2h.
Ap6s, centrifugacao a 10.000 g por 15min

l

Residuo Sobrenadante
(Descarte) l

Ajuste do pH em 4,5. Centrifugacao

|
l l

Residuo Sobrenadante
(Descarte)

Dissolucdo em agua

}

Secagem por atomizacao (spray-drying)
) DAL -]

l

Isolado proteico de soja

Figura 6. Processo para o isolamento da proteina de soja a partir da farinha de

soja. Adaptado Fennema et al., 2010.

O tratamento térmico pode ser um fator necessario para eliminacdo de pontos
adversos como os fatores antinutricionais, aumento da digestibilidade, por isso vem
sendo muito estudado. O aquecimento da proteina entre 60 e 70°C faz com que aconteca
a desnaturacdo parcial e total das fracdes 7S, ja as fragdes 11S possuem desnaturacao
total ou parcial acima de 80°C até 100°C, essa desnaturacdo dessas fracGes promovem
uma maior formacdo de agregados pelas interacfes eletrostaticas, hidrofébicas e
dissulfidicas. Por isso, o tratamento térmico das proteinas de soja € importante, entre
outros motivos, mas principalmente aumentar sua capacidade emulsificante que esta
diretamente ligada a sua solubilidade (FERREIRA, 2020).

Na Tabela 5 podemos observar diferentes usos do isolado proteico de soja, por
conta das caracteristicas citadas acima, as proteinas sdo comuns e muito utilizadas na

industria alimenticia, por conta de sua estrutura, valor nutricional e suas propriedades
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fisico-quimicas, é utilizada por conta da sua estrutura ou como ingrediente (MUNOZ et

al., 2007).

Tabela 5. Aplicacdo da coacervacao complexa na microencapsulacdo empregando

isolado proteico de soja como material de parede.

Material bioativo Material de parede Referéncia

[-caroteno Isolado proteico de soja e (DENG et al.,
amido modificado com 2014)
anidrido octenilsuccinico

Antocianina de Isolado proteico de soja e (MANSOUR et al.,

framboesa goma arabica 2020)

vermelha

Vanilina Isolado proteico de soja e (NOSHAD et al.,
maltodextrina 2015)

Curcumina Isolado proteico de soja e (CHEN et I., 2020)
maltodextrina

Oleo de buriti Isolado proteico de soja e (FREITAS, 2018)
pectina de alta metoxilacao

Omega 3 Isolado proteico de soja e (CONTO, 2012)
Isolado proteico de soro

Oleo de agai Isolado proteico de soja (SILVA, 2022)

1.4.2 Alginato de sodio

O alginato é um componente das estruturas das algas marinhas e € bastante
abundante na natureza, sua funcdo bioldgica nas algas é fornecer estrutura, flexibilidade
e resisténcia. Sua aplicacdo na area farmacéutica e alimenticia sdo suas principais areas
de mercado (HAUG; DRAGET, 2009).

Os sais de alginato sdo sollveis em agua, suas dispersdes sdo viscosas e suas
propriedades dependem da sua estrutura, peso molecular e eletrolitos presentes no meio.
O alginato forma um gel em temperatura ambiente na presenca de ions de célcio, ou
outros metais bi ou trivalentes ou na auséncia de ions e pH igual ou menor que 3. Na
industria alimenticia é muito utilizado para aumentar viscosidade, atribui textura e evita
formagdes de cristais de gelo, além de ser um espessante e estabilizante de espuma

(HAUG; DRAGET, 2009). O alginato é composto por polimeros lineares de residuos de
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acido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurdnico (G) ligados a 1— 4, como podemos
observar na Figura 7, com grande variagio e sequéncia. E o Unico polissacarideo que
naturalmente possui grupos carboxilicos no seu constituinte residual, com varias
propriedades funcionais, alginatos sdo capazes de reagir com cations polivalentes,
especialmente ions de calcio na producdo de géis forte ou polimeros insoltveis (HAUG;
DRAGET, 2009); TURBIANE et al., 2011).

MOY

B-mo-manniuronate (M) (-1 -guduranate [G)

{b)
Q0C OOC 4 00C¢

- ) Y - -L- »D ~r-
N [ ST
C‘l."l.” HE‘
\Kﬂn

OH

G &) M (&
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| | | J |

M-piock Gi-Dlock Chlock MG-Diock
Figura 7. Caracteristica estrutural do alginato: (a) mondmeros de alginato, (b) cadeia

conformacao, (C) distribuicdo de bloqueio (HAUG; DRAGET, 2009).

A gelificagdo e a troca idnica entre o sodio do alginato e o calcio do meio
gelificante pela ligagdo quimica entre os dois grupos carboxila presentes nos residuos de
acido poligulurénico. Os ions de calcio mantem as cadeias de alginato juntas pelas
interacOes ibnicas através das pontes de hidrogénio entre as cadeias, resultando num gel
com estrutura tridimensional (MIGUEL et al., 2009). O alginato de sodio é um
polissacarideo que desempenha muitas fungbes e seu uso vem aumentando cada vez
mais, vem sendo empregado como material de parede para encapsular diferentes

materiais bioativos, como podemos observar na Tabela 6.



Tabela 6. Aplicacdo da coacervagdo complexa na microencapsulagcdo com alginato de

sodio

Material bioativo

Material de
parede

Agente reticulante

Referéncia

L.plantarum
L.casei
Canabidiol
L.casei

Oleo de pimenta
preta

[-caroteno

Oleo de buriti
Oleo de palma

Oleo de andiroba

Oleo de Sacha Inchi

Alginato de sodio

Alginato de sodio

Alginato de sodio,

proteina do soro do
leite e nanocristais

de celulose

Lactoferrina e
alginato de sodio

Ovoalbumina e
alginato de sddio

Gelatina e alginato
de sodio

Gelatina e alginato
de sddio

Alginato de sodio e
gelatina

Ovalbumina, e
alginato de sodio

Cloreto de calcio

Cloreto de calcio

Cloreto de calcio

Transglutaminase

Cloreto de calcio

NI

NI

NI

Cloreto de calcio

(RATHER et al.,
2017)

(MAJIMBI et al.,
2021)

(ZHANG et al.,
2021)

(BASTOS et al.,
2020)

(FARIAS et al.,
2023)

(LEMOS, 2017)
(MARFIL, 2014)
(COSTAetal.,

2020)

(SOARES, 2018)
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foi utilizado o isolado proteico de soja, adquirido na Relva Verde Alimentos
EIRELI (S&o Paulo, Brasil), sulfato ferroso heptahidratado P.A (215422), alginato de
sodio, pepsina suina (P6887), pancreatina de pancreas suino (P7545) e extrato de bile
suina (B3883), cloreto de célcio foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®.
Polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) obtido da Ingredientes Online. O 6leo de milho,
farinha de trigo, manteiga, bicabornato de sodio, foram adquiridos em um supermercado
local (Volta Redonda, RJ). Agua ultrapura (Master System R&D, Gehaka, Brazil) com

0.05 pS/cm e reagentes de grau P.A. foram utilizados em todos os ensaios.

2.2 Estudo do material de parede formado pelo IPS e Alg

2.2.1 Tratamento térmico e dialise do IPS

O tratamento térmico e a dialise do IPS foram realizados de acordo com a
metodologia descrita por O’Flynn et al., (2021). Onde foi preparado uma solucio de
isolado proteico de soja (5 mg/mL), o pH foi ajustado para 9,0 (NaOH 0,5 mol/L) e
levado ao agitador magnético (NT 101, Novatecnica, Brasil) por 1 hora, em seguida foi
levado ao banho térmico (Microprocessor Control MPC, Huber, Alemanha) a 90°C por
20 minutos, logo apds a centrifuga (Digicen 21 R, Oltoalresa, Espanha) a 800 g por 10
minutos em temperatura ambiente. Apds esse primeiro processo, € retirado o
sobrenadante e distribuido em membranas de didlise (D9527-100FT, Sigma-Aldrich,
USA) que exclui as proteinas com massa molar menor de 12 KDa. As membranas
foram cortadas em 15 cm de comprimento e fechados com presilha herméticas e num
Becker com 1 litro de adgua destilada é mantido em agitacdo por 2 horas e apds mantido
resfriado por 12 horas. ApoOs esse processo o isolado proteico de soja € liofilizado

(Terroni, Enterprise 1, Brasil) por 48 horas.

2.2.2 Determinacéo do Potencial Zeta

Os (-potenciais dos biopolimeros (IPS e Alg) foram determinados por um
Zetasizer (Malvern instruments, Nano ZS90, Reino Unido). O pH das solucdes foi
ajustado, a partir do resultado obtido ao colocar as amostras com 0,1 % (m/m) em um

autotitulador MPT- 27 2 (Malvern Instruments, Reino Unido) e as analises foram
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conduzidas em funcdo das variacGes dos pH de 2,0 até 9,0 a 25 °C. A forca da
interacdo eletrostatica (SEI) entre polieletrolitos de carga oposta sera estimada de

acordo com a equagéo 1:

SEIl (mV?) = |ZP1XZP,| (Equacéo 1)

onde ZP; e ZP, sdo os potenciais zeta absolutos dos polimeros a um determinado pH.

2.2.3  Influencia da concentracéo de biopolimeros na formacao dos complexos

coacervados: Diagrama de fases

Solugdes estoques de IPS a 1,5 % (m/m) e de Alg a 1,5 % (m/m) foram
preparadas com solucdo de agua ultrapura contendo 0,02 % (m/m) de azida de sédio.
Quatro subgrupos foram preparados nas concentracdes totais de 0,1, 0,5, 1,0 e 1,5%
(m/m), em pH 4, seguindo diferentes razdes (1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1 e 10:1) de
concentracdo total dos biopolimeros e diferentes proporcdes de material de parede, e
avaliados ap0s 48h a 4 °C, metodologia proposta por LAN et al., (2020). O diagrama de
fases dos complexos formados pela proteina e polissacarideo em diferentes proporcoes e
concentracdo total de biopolimeros sera representado por o solugdo turva com
precipitado, m solugdo turva, o solucdo com precipitado de menor volume ¢ ® solugao

com maior volume de precipitado e levemente turva (CONSTANTINO, 2022).

2.2.4 Encapsulacao do sulfato ferroso

A microencapsulacdo do sulfato ferroso foi feita baseado nos estudos de Souza
et al., 2022. Os materiais de parede foram utilizados nas concentragdes 0,5 %, 0, 75 % e
1,0 % (m/m) e razdes de Nducleo:Material de Parede (1:1, 2:2 e 4:1). Inicialmente,
emulsdes Oleo em agua (O/A) foram preparadas usando 6leo de milho e PGPR (2%
m/m) e diferentes concentracdes da solucdo de IPS. A emulsificacdo foi conduzida a
12.500 rpm por 4 min no ultra turrax (IKA, T25D, Alemanha).

Na segunda etapa, para obtencdo das microcapsulas, foram preparadas as
emulsdes duplas (A1/O/A,), contendo a solucdo de IPS e Alg. Nesta etapa, o pH do IPSe
Alg foi ajustado para 4,0 fazendo uso da concentragdo de &cido acético a 20 e 10 %
(v/v) com auxilio de um pHmetro de bancada e lavado ao Ultraturrax a 10.000 rpm por

trés minutos.

23



Em seguida, o sistema foi colocado em banho de gelo por 1 h. Posteriormente,
para induzir a reticulacdo, foram acrescidos 5 mL de CaCl, (30 mg/mL), e entdo
mantidos refrigerados a 10 °C por 24 h. Ap6s o sobrenadante foi retirado e os
precipitados obtidos foram congelados em nitrogénio liquido e, posteriormente, sua
secagem foi realizada em liofilizador (Terroni, Enterprise 1, Brasil) durante 48 h. Apés a
secagem foram armazenadas em dessecador para realizacdo das demais analises.
Esquematizagdo da metodologia para fabricacdo de microcépsulas de sulfato ferroso

por coacervagao complexa Figura 8.

-u.-l"-
Emulsao dupla:
agua/dleo/agua

Em pH 4
Emulsdo simples:
Ferro

| "
' ,
:‘ E
! -
Oleo

PGPR Solugio de: | Emulsio dupla | Mistura emulsificada

IPS
ALG
H20

no turrax

Adigao do reticulante:

cloreto de calcio

| Microcapsula

Y »
: ; — |
Material de parede reticulado ¢—— woot =,
[ J=i
Complexo coacervado

Nicleo ativo

Figura 8. Esquema da fabricagdo das microcapsulas de sulfato ferroso através
da emulséo dupla e coacervacdo complexa com utilizacdo do IPS (isolado proteico de

soja) e 0 ALG (alginato de sédio) como materiais de parede.

2.2.5 Eficiéncia de Encapsulagdo
A quantidade de ferro que se encontra na fase aquosa externa (A2) da emulsao
foi mensurada através da colorimetria, utilizando o espectrofotdmetro Biomate 3S
(Thermo Fisher Scientific, Foi misturado 0,5 mL da emulsdo dupla (centrifugada a
10.000 RPM, por 10 minutos, a 10°C) com 0,55 mL de ferrozina e agitado por 30 min a
temperatura ambiente no shaker. Apos agitacdo, a absorbancia sera medida em 562 nm.

A eficiéncia de encapsulacéo foi feita através da equacéo 2:
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Amax—At
Amax—AQ

EE(%) = — x100 (Equacéo 2)

onde Amax é quando todo ferro foi liberado, At é a absorvancia da emulsdo da fase
aquosa externa (A2) num determinado tempo, e A0 é a absorvancia da emulsdo sem
sulfato ferroso (PRICHAPAN et al., 2021).

2.2.6  Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de oOleo de milho, isolado proteico de soja, alginato de sddio,
microcapsulas de ferro foram analisadas, obtendo-se os espectros de infravermelho. Tais
andlises foram conduzidas em temperatura ambiente no espectrometro FTIR (vertex 70,

Bruker, Alemanha) suas leituras serdo nas faixas de 4000 até 500 cm .

2.2.7 Microscopia Optica
O processo de microencapsulacdo foi monitorado usando um microscopio
optico, foi colocada uma aliquota da amostra fresca entre a ldmina e a laminula e
observada com um microscopio Optico (K220, Kasvi, Brasil) acoplado a uma camera
Moticam (5 MP, Kasvi, Brasil).

2.2.8 Simulacdo gastrointestinal in vitro das microcapsulas

A simulacdo gastrointestinal in vitro foi feita baseada na metodologia do
INFOGEST (BRODKORSB et al., 2019), durante todo o processo de simulagdo amostras
de 0,2 mL foram coletadas na fase gastrica (30, 60, 90, 120 minutos) e intestinal (150,
180, 210, 240 minutos).

A digestdo foi feita com 0,3 mg de microcapsulas de ferro e adicionado 1 mL de
agua ultrapura. Ao iniciar a digestdo, na fase oral foi adicionado 1,04 mL de fluido
salivar no pH 7, 0,13 mL de amilase salivar e 6,5 uL de cloreto de calcio em 1,3 g de
amostra. Em seguida, as amostras foram agitadas a 100 rpm no shaker (Tecnal, TE-424,
Brasil) por 2 min, em temperatura controlada a 37 °C. Em seguida da digestao oral, foi
adicionado 2,008 mL de fluido gastrico no volume final da fase oral, o pH da solucéo
foi ajustado para 3,0 com o pHmetro de bancada com acido cloridrico (HCI 6 M), além
disso foi adicionado 1,3 ul de cloreto de calcio e 0,26 mL de pepsina suina e colocado

de volta para agitacdo a 100 rpm no shaker (Tecnal, TE-424, Brasil) por 2 horas a 37°C.
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Na ultima fase da digestdo, apos a digestdo gastrica, foi adicionado 2,21 mL do
fluido intestinal, o pH foi novamente ajustado para 7 com hidroxido de sodio (NaOH 6
M), logo ap6s adicionado 10,4 uL de cloreto de célcio, 1,3 de pancreatina e 0,65 mL de
bile. A solucdo de bile foi dissolvida em fluido intestinal por 30 min a 37°C a uma
concentracdo 10 mM. A pancreatina também foi solubilizada em fluido intestinal na
concentracdo de 100 U/mL. A fase intestinal foi levada e agitada a 100 rpm no shaker
(Tecnal, TE-424, Brasil) por 2 horas a 37°C.

2.2.9 Bioacessibilidade da microcépsula de ferro

A bioacessibilidade foi medida ap6s a simulagdo do processo de digestdo, as
amostras coletadas foram centrifugadas a 16.000 rpm/30 minutos a 4°C, o sobrenadante
limpido obtido apos a centrifugacdo é a fracdo micelar. A extracdo e quantificacdo de
sulfato ferroso foram realizadas na efeciéncia da encapsulagéo. A bioacessibilidade (B)
do sulfato ferroso, sera calculado pela Equacéo 3:

B = Sieslar , 10 (Equago 3)

CD:’gesm

onde C pigesta € aconcentracdo sulfato de ferro na digestdo total e C micelar €
a concentracao de sulfato ferroso na fracao de micelar.

2.2.10 Liberacéo do Ferro

A liberacdo de ferro também foi feita de acordo com Prichapan et al., 2021. A
quantidade de ferro que se encontra na fase aquosa externa (A2) da emulsdo foi
mensurada através da colorimetria, utilizando o espectrofotdmetro Biomate 3S (Thermo
Fisher Scientific). Foi misturado 0,5 mL da emulsdo dupla (centrifugada a 10.000 RPM,

por 10 minutos, a 10°C) com 0,55 mL de ferrozina e agitado por 30 min a temperatura

ambiente no shaker. Apés agitagdo, a absorbancia sera medida em 562 nm. A liberagéo

do ferro foi feita através da equacao 4:

At—A0

FSR (%) — Amax—A0Q

x100 (Equacdo 4)
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2.3 Formulagdo e enriquecimento de biscoitos com microcapsulas de sulfato
ferroso

A massa do biscoito é composta por farinha de trigo contendo ferro (0,042
mg/g), gordura, agucar e agua, como proposto por Farias et al. (2023), foi utilizado
como matriz alimentar para a incorporacao das microcapsulas de ferro. Foram feitas trés
formulagcBes dos biscoitos: uma amostra controle, sem adicdo de microcapsulas, uma
com adicdo de ferro puro e outra com adi¢do de microcépsulas de ferro. Para preparo do
biscoito, vamos utilizar a margarina, agucar, sal e bicarbonato de sddio, misturados por
3 min, apo6s € adicionado as microcapsulas seguidas da farinha de trigo.

Por ultimo é adicionado agua e € feita uma homogeneizacdo por 2 min, a massa
foi entdo modelada no em placas de petri de 60 mm de diametro e 15 mm de espessura.
No cozimento, os biscoitos foram submetidos a 170 °C no forno elétrico (Mondial, FR-
20, Brasil) por 10 min, e posteriormente, resfriados a temperatura ambiente e

analisados.

2.3.1 Andlise de textura: dureza e fraturabilidade

A anélise de textura foi realizada 24 horas ap6s o processamento do biscoito
através do texturébmetro TA-XTPlus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido). A
sonda utilizada foi de 2 mm (Stable Micro Systems, 2 mm Cyl. Stainless. Numero
12239 — P/2), plataforma HDP/90. Foi utilizado no teste os pardmetros: velocidade pré-
teste = 1,0 mm/s, velocidade de teste igual a 0,5 mm/s, velocidade pos-teste = 10,0
mm/s, distancia 10 mm, com medida de forca em compressdo. A firmeza do biscoito foi
calculada como a area sob a curva e a fraturabilidade foi a distancia linear. Os
resultados de textura sdo expressos em newtons (N) e milimetros (mm),
respectivamente, e representaram a média aritmética de 5 determinacbes no padrdo X
para 3 amostras provenientes de um mesmo experimento seguindo a metodologia de
Filipcev et al. (2012).

2.3.2 Analise de cor
A analise de cor foi feita no colorimetro (MiniScan EZ, Hunterlab) e
determinada de acordo com o Sistema CIE-L*a*b* (Commision Internationale
L'Eclairage), foram obtidos os parametros luminosidade (L*), intensidade de vermelho

(+a*) e intensidade de amarelo (+b*), conforme metodologia Gusméo et al, 2018.
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A andlise sera realizada em decaplicata (n = 10).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudos do material de parede formado pelo IPS e Alg

3.1.1 Formacéo do complexo coacervado: Potencial Zeta

Na Figura 9 ¢é observado os valores do {-potencial e o SEI dos biopolimeros IPS
e Alg em funcdo do pH. Nos valores estudados (2,0 — 5,0) os polimeros apresentam
cargas opostos até o pH 5,0, o IPS positivo e o alginato de sédio negativo, no pH 5,5 ja
conseguimos observar o ponto isoelétrico (pl) da proteina, onde seu valor é igual a zero.
Para a formagé@o do complexo IPS - Alg, o valor de pKa do Alg (pKa 3,38) e o pl da
proteina ird influenciar. O maior valor do SEI podemos observar no pH 4,0 préximos ao
valor do pKa do alginato de sodio, valores de pH e pKa prdoximos contribuem para que
o0s grupos carboxilicos do Alg ganhem um hidrogénio (protonacéo), fazendo o balango
das moléculas protonadas e desprotonadas, o que favorece a autoagregacdo dos
biopolimeros (PHILLIPS; WILLIAMS, 2009, FARIAS et al., 2023). O valor de pH
escolhido para formacdo dos complexos coacervados entre os biopolimeros IPS e

ALG foi 0 4,0 em funcdo da interacdo observada entre eles através do {-potencial.
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Figura 9. (-potencial e forca de interacéo eletrostatica (SEI) do isolado proteico
de soja e alginato de sodio.
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3.1.2 Influencia da concentracao de biopolimeros na formacgédo dos
complexos coacervados: Diagrama de fases.

Podemos observar na Figura 10 o diagrama de fases dos complexos coacervados
IPS e ALG em suas diferentes concentracdes, porcentagens totais de biopolimeros e
razdes. No diagrama as concentracdes estdo variando entre 0,1% e 1,5% (m/m) e raz0es
entre 1:1 e 10:1, inicialmente podemos observar que quanto menor é a razo e menor a
concentracdo apresenta uma menor turbidez e leve precipitado. Quando vamos
aumentando a concentracdo de biopolimeros mantendo a razdo de 1:1, conseguimos
observar um maior volume de precipitado e uma leve turbidez. Com o diagrama de
fases é possivel de forma pratica estudar qual melhor faixa de concentragdo e propor¢do
para formacgéo dos complexos coacervados apartir de ISP e ALG (LAN et al., 2021 e
CONSTANTIO, GARCIA- ROJAS, 2022).

Nas concentracbes 0,5%, 1,0% e 1,5% apresentam precipitados com maior
volume em todas as outras razdes de ISP:ALG do que na concentragdo de 0,1%. A
razdo 1:1 (IPS:ALG) e a concentracdo de 1,0% de biopolimeros foi a escolhida para dar
continuidade ao trabalho, uma vez que ndo houve grandes mudancas aumentando a
porcentagem de biopolimeros para 1,5% e em relacdo a razdo de biopolimeros (1:1) foi

onde obteve uma melhor formagé&o de volume do complexo coacervado.
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Figura 10. Diagrama de fases do IPS:ALG em diferentes razdes no pH 4,0. Onde
por O solucdo turva com menor precipitado, m solucdo com leve precipitado sem
turbidez, o solugdo com precipitado de menor volume e ® solugdo com maior volume

de precipitado e levemente turva.



3.1.3 Eficiéncia de encapsulacéo

Na Tabela 7 podemos observar todos os tratamentos feitos em nove amostras
diferentes para encapsular o sulfato ferroso, com contracdes de 1%, 0,75%, 0,5%
(m/m) e razdes de 1:1, 2:1 e 4:1 (IPS:ALG). Os resultados obtidos apresentam
eficiéncia de encapsulagcdo maiores que 90% e néo apresentam diferenca significativa
entre eles como podemos observar na Tabela 8, quando o médulo da média (media
menos a diferenca minima significativa) for menor que a diferenca minima significativa
(DMS), ndo ha diferenca significativa entre as amostras. Outros trabalhos na literatura
também mostram uma eficiéncia de encapsulacdo por coacervagdo complexa acima de
60% (BASTOS et al., 2020; FARIAS et al., 2022; SOARES et al., 2019). Nesta tabela
também podemos observar que as amostras A, B e G possuem os melhores valores de
eficiéncia de encapsulagdo, no entanto, sem diferenca significativa entre as amostras
como ja citado anteriormente, nas proporcGes de materialde parede e nacleo (wall/core)
1:1 é onde temos resultados de melhor eficiéncia, porém, com diferentes quantidades de
ferro encapsulado, por isso, considerando proporcdo de material de parede,
concentracdo e eficiéncia de encapsulacdo, a amostra A € a escolhida para dar
continuidade ao trabalho, uma vez que conseguimos encapsular uma maior quantidade
de ferro, tendo o mais disponivel na microcapsula, estando de acordocom o que a

literatura nos mostra como em Soares et al., (2019).
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Tabela 7. Eficiéncia de encapsulacdo das amostras para encapsular o sulfato ferroso, com contrac6es de 1%, 0,75%, 0,5% (m/m) e razfes de

1:1,2:1 e 4:1 (IPS:ALG)

Amostras MATERIAL DE PAREDE Nucleo/Material Solucdo

IPS (9) ALG (9) Total Ferro (mg) de parede CaCl; (9) EE (%)
A 0,050 0,050 0,1 50 1:1 5 99,43
B 0,050 0,050 0,1 2,5 2:1 5 99,49
C 0,050 0,050 0,1 1,25 4:1 ) 98,2
D 0,038 0,038 0,076 3,75 1:1 5 98,98
E 0,038 0,038 0,076 1,87 2:1 5 99,17
F 0,038 0,038 0,076 0,93 4:1 5 96,86
G 0,025 0,025 0,05 2,5 1:1 5 99,61
H 0,025 0,025 0,05 1,25 2:1 5 97,69
I 0,025 0,025 0,05 0,62 4:1 5 98,18

Legenda: EE (Eficiéncia de Encapsula¢do), IPS (Isolado Proteico de Soja), ALG (Alginato de Sédio).
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Tabela 8 — Analise estatistica da eficiéncia de encapsulacéo do ferro

Tratamentos Média 1 Média 2 Modulo da DMS
Media
B-A 99,8 99,5 0,3 4,78
C-A 99,8 99,5 0,3 4,78
D-A 99,2 99,5 -0,3 4,78
E-A 99,6 99,5 0,1 4,78
f-A 100 99,5 0,5 4,78
G-A 99,5 99,5 0,0 4,78
H-A 98,7 99,5 -0,8 4,78
I-A 96,8 99,5 -2,7 4,78
C-B 99,8 99,8 0,0 4,78
D-B 99,2 99,8 -0,6 4,78
E-B 99,6 99,8 -0,2 4,78
f-B 100 99,8 0,2 4,78
G-B 99,5 99,8 -0,3 4,78
H-B 98,7 99,8 -1,1 4,78
I-B 96,8 99,8 -3,0 4,78
D-C 99,2 99,8 -0,6 4,78
E-C 99,6 99,8 -0,2 4,78
f-C 100 99,8 0,2 4,78
G-C 99,5 99,8 -0,3 4,78
H-C 98,7 99,8 -1,1 4,78
I-C 96,8 99,8 -3,0 4,78
E-D 99,6 99,2 0,4 4,78

Legenda: DMS (Diferenga Minima Significativa).



3.1.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 11 podemos observar o resultado do FTIR das amostras de 6leo de milho
(OM), isolado proteico de soja (IPS), alginato de sodio (NaAlg) e a microcapsula de ferro
(MIC). Através das bandas conseguimos identificar os grupos caracteristicos de cada material
de parede utilizado, no isolado proteico de soja (IPS), observamos as bandas de amida do grupo
I, 11 e 111 respectivamente: ligagdes de hidrogénio (1632 cm™), alongamento de NH2 (1527 cm™
1) e ligagdo de estiramento (C — N e N — H) (1157 cm™), que sdo caracteristicas das proteinas.
No alginato (NaAlg) as bandas podem ser observadas em 1593 cm™ que cm- corresponde ao
CO2 ", dos sais de acido carboxilico, na banda em 1407 cm™ uma ligagdo — CO do grupo &cido.
Resultados esses conforme podemos observar também em Farias et al., 2023 e Bastos et al.,
2020. O espectro da microcapsula é o complexo coacervado do isolado proteico de soja e
alginato de sodio, na Figura 11 podemos observar a interacdo entre eles, as bandas
caracteristicas dos grupos amino e do grupo carboxila (IPS e NaAlg respectivamente). Essas

caracteristicas sao indicativas da interacdo e formacdo do complexo coacervado.

Figura 11. FTIR 6leo de milho (OM), isolado proteico de soja (IPS), alginato de sodio
(NaAlg) e microcapsula de ferro (MIC).

3.1.5 Microscopia 6ptica

A Figura 12 apresenta as particulas de emulsdo dupla (A/O/A) com ferro.
Elas sdo denominadas microcapsulas pelo tamanho das suas particulas, se enquadram na
escala 1 um al1l00 um (FARIAS et al., 2023). Nesta figura tambem verificamos que a razdo

(1:1) escolhida para fabricacdo das microcapsulas é eficaz. Em outro estudo usando emulsao
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dupla (w/o/w), observamos uma imagem semelhante a desse estudo (CHOI et al., 2009).

&

Figura 12. Microscopia 6tica da emulsdo dupla (w/o/w) contendo ferro utilizando

isolado proteico de soja e alginato de sédio como material de parede na proporgéo 1:1.

3.1.6 Simulag&o gastrointestinal in vitro das microcépsulas - Liberagdo do ferro

A Figura 13 representa a liberacdo do ferro na simulacdo gastrointestinal in vitro das
microcapsulas de isolado proteico de soja e alginato de sodio que ocorrem em trés etapas: fase
oral, gastrica e intestinal. Na fase oral iniciamos a digestdo que acontece na boca por 2
minutos com adicéo de fluido salivar e amilase, no pH 7 (digestéo fase oral), no entanto como
observamos na Figura ndo ha liberacdo de ferro, a microcapsula ndo é quebrada nesse
momento, a amilase ndo faz com que aconteca essa quebra. Na segunda parte da digestdo, que
acontece no estdbmago, a liberacdo do ferro comeca a acontecer, a pepsina presente nesse
momento quebra o isolado proteico de soja, um dos materiais presentes na microcapsula, com
isso a liberacdo do ferro € iniciada, porem essa libera¢do ndo € completa por conta do alginato
de sodio, que ndo permite a quebra completa por ser um inibidor da pepsina.

Na fase intestinal, a microcapsula é quebrada totalmente e o restante do ferro é
liberado, a proteina tem sua digestdo continuada nessa fase, o0 complexo coacervado de IPS e
Alg é quebrado pela acdo da tripsina (BASTOS et al., 2020; FARIAS et al., 2023).
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Figura 13. Liberacéo do ferro encapsulado nas microcapsulas de isolado proteico de
soja e alginato de sodio.

3.1.7 Bioacessibilidade da microcapsula de ferro

A bioacessibilidade do ferro foi de 59,05%, essa bioacessibilidade nos indica quanto
de ferro sera solubilizado e ficara disponivel para absorcdo na digestdo. O ferro tem sua
absorcéo no intestino delgado, mais especificamente no duodeno e sua absorcdo é dependente
da sua forma quimica e dos fatores antinutricionais que diminuem sua biodisponibilidade
(GULEC, et al., 2014). Com base nos dados da literatura, a bioacessibilidade do ferro
encontrada nesse estudo esta de acordo com a literatura, que encontra 49,54% (BARBOSA;
GARCIA-ROJAS., 2022) e valores entre 41,17% até 5297% (ILYASOGLU
BUYUYKKESTELLI; EL., 2019).
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3.1.8 Formulacéo e enriquecimento de biscoitos com microcdpsula de ferro

Os biscoitos foram produzidos como mostra a Tabela 9. Foram feitos de trés diferentes
formas: amostra com ferro livre, amostra controle e amostra com microcapsulas de ferro
como observamos na Figura 13. As amostras visualmente ndo mostram diferencas de cor,

volume ou textura.

Tabela 9 — Formulacédo dos biscoitos com ferro livre, amostra controle e com microcapsulas de
ferro.

Ingredientes Amostra ferro Amostra controle Amostra com
livre () (9) microcapsula (g)

Farinha de trigo 22,32 22,32 22,32
Acucar 10 10 10
Margarina 6,75 6,75 6,75
Bicarbonato de sédio 0,5 0,5 0,5
Agua 35 35 35
Ferro 0,0149 - -
Microcépsula - - 0,224

1) (2) 3)

Figura 14. (1) amostra com ferro livre, (2) amostra controle, (3) amostra com
microcapsula.

3.1.9 Analise de textura: dureza e fraturabilidade
Avaliamos a textura dos biscoitos contendo microcapsulas de ferro, ferro livre e
amostra controle, dentre as amostras ndo houve diferenca significativa para as analises de
dureza e fraturabilidade. As Tabelas 10 e 11 nos mostram os resultados das analises de dureza
e fraturabilidade respectivamente, confirmando que ndo ha diferenca significativa entre as

amostras de acordo com as analises estatisticas ANOVA e TUKEY. Quando o modulo da
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média for menor que a diferenca minima significativa (DMS), ndo ha diferenca significativa
entre as amostras, assim como acontecenas duas analises de textura. Entdo, independente da

adicdo da microcépsula no biscoito, 0 mesmo ndosera afetado em sua dureza e fraturabilidade.

Tabela 10 — Analise estatistica de dureza dos biscoitos: amostra com microcapsula,

amostracom ferro livre e amostra controle.

Tratamentos Médial Media?2 Modulo da DMS
média

Amostra com microcapsula - amostra 1477,643 1031,693 445,95 744,69

Controle

Amostra com microcapsula — amostra 1477,643 916,5933 561,05 744,69

com ferro livre

Amostra com ferro livre - amostra 916,5933 1031,693 115,10 744,69

Controle

Tabela 11 — Analise estatistica de fraturabilidade dos biscoitos: amostra com

microcapsula,amostra com ferro livre e amostra controle.

Tratamentos Média 1 Média2 Modulo da media DMS
Amostra com microcapsula - amostra 3621,83 3513,397 108,43 358,31
Controle
Amostra com microcapsula - amostra com 3621,83 3390,573 231,26 358,31
ferro livre
Amostra com ferro livre - amostra controle 3390,573 3513,397 122,82 358,31

Em relagéo ao que vemos nos estudos de Filipcev et al., 2014 conseguimos observar
que ndo ha grande diferenca em relacdo a dureza e fraturabilidade, onde a amostra com
microcapsula possui um valores menores do que o biscoito de gengibre. Importante ressaltar
gue os valores da tabela 10 e 11 estdo multiplicados por 100, calculo feito pelo proprio

programa utilizado para analise.

3.1.10 Andlise de cor
Através da Figura 14, o observamos as trés amostras de biscoito e visualmente nédo

conseguimos identificar diferenca de cor entre as amostras. Através dos testes estatisticos
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ANOVA e TUKEY confirmaram o que observamos para a analise de cor mostradas na tabela
12, 13 e 14.. As amostras foram analisadas através do Sistema CIE-L*a*b* (Commision
Internationale L'Eclairage), foram obtidos os parametros luminosidade (L*), intensidade de

vermelho (+a*) e intensidade de amarelo (+b*), conforme metodologia Gusmao et al, 2018 e
Neiro et al., 2013).

Tabela 12 — Médias dos valores de luminosidade (L*)

Tratamentos Média DMS + -
Amostra controle 67,91583 5,04 72,95836 62,87332
Amostra com ferro livre 64,555 5,04 6959753 59,512472
Amostra com microcapsula 65,94833 5,04 70,99086 60,9058?

Tabela 13 — Média dos valores de intensidade (a*) componente vermelho-verde)

Tratamentos Média DMS + -
Amostra controle 2,563333 1,94 4,51 0,620882
Amostra com ferro livre 4,323333 1,94  6,265787 2,380882
Amostra com microcapsula 3,823333 1,94 5765787 1,88088¢?

Tabela 14 - Média dos valores de intensidade (b*) componente amarelo-azul)

Tratamentos Média DMS + -
Amostra controle 28,945 483 3377626 24,11374?
Amostra com ferro livre 25,755 483 30,58626 20,92374°
Amostra com microcapsula 28,01583 4,83 32,8471 23,18457°

Para os parametros utilizados (L*a*b*) ndo houve diferencas significativas entre as
amostras para as variaveis de luminosidade e intensidade de cor. Nos estudos de Nascimento,
2018 os biscoitos acrescidos de microcapsulas de propolis vermelha apresentaram valores
diferentes, para luminosidade (L*) e intensidade (b*) apresentou um valor menor, para
intensidade (a*) um valor maior, 0 que aponta para uma cor mais avermelhada. Quando
comparado com a Figura 14, observamos essa diferenca, uma vez que a amostra com

microcapsula apresenta uma cor mais amarelada.
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4 CONCLUSAO

Nesse estudo o sulfato ferroso foi encapsulado através do processo de
microencapsulacdo por coacervacdo complexa usando o IPS e Alg como material de parede.
Dentre as analises, conseguimos confirmar a afinidade entre os biopolimeros através do
diagrama de fases, a alta eficiéncia de encapsulacdo nas proporcdes escolhidas. Na simulacéo
gastrointestinal in vitro observa-se que a liberacdo do ferro encapsulado ndo acontece na boca,
pois a microcapsula ndo é quebrada com a amilase. Somente a partir da segunda etapa da
digestdo, no estomago, que a liberacdo dbferro comeca a acontecer devido a acdo da pepsina
qguebrando o IPS presente na microcapsula, e a partir da terceira etapa da digestdo, no
intestino, que o ferro é totalmente liberado com a acdo da tripsina, que faz a quebra total dos
materiais de parede IPS e Alg liberando o ferro totalmente. Na aplicacdo das microcapsulas
no biscoito através das andlises de textura e cor conseguimos observar que ndo ha diferenca
significativa de cor e textura entreas amostras de biscoitos sem microcépsulas (controle) e
com microcapsula adicionado. Levando em consideracdo a quantidade de ferro adicionada na
emulsdo, a quantidade de microcapusla adicionada no biscoito, para atingir a recomendacao
diaria de uma crianca na faixa etaria entre 4 — 8 anos (10 mg ferro/dia) somente através dos
biscoitos, deveria ser consumido em média 9 biscoitos por dia. Através desse estudo e de
todas as analises aplicadas, conseguimos observar a importancia da microencapsulacdo do
ferro para fortificacdo do biscoito, uma vez que o biscoito € umproduto muito consumido e
bem aceito em diversas faixas etarias. Sendo assim, o processo de microencapsulagcdo por
coacervacao complexa é uma forma de empregar o sulfato ferroso para fortificacdo de
alimentos, como o biscoito, auxiliando na prevencao da deficiéncia de ferro e posteriormente

a anemia.
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