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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O impacto esperado desta pesquisa reside na importancia de oferecer nutrientes
de forma satisfatdria as populacGes, especialmente aquelas que, por razées econémicas,
sociais e/ou culturais, ndo os ingerem em quantidades adequadas. Entre esses nutrientes,
destacam-se o ferro e as vitaminas A e D, focos deste trabalho. Ao utilizar a
microencapsulacdo como forma de protecdo desses compostos, viabilizando uma
fortificacdo de alimentos oportuna, este estudo estabelece um importante precedente para
o0 atendimento de necessidades nutricionais relevantes, tanto em ambito regional quanto

global.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The expected impact of this research lies in the importance of providing adequate
nutrients to populations, especially those who, for economic, social, and/or cultural
reasons, do not consume them in sufficient quantities. Among these nutrients, iron and
vitamins A and D stand out and are the focus of this work. By using microencapsulation
as a means of protecting these compounds, enabling timely food fortification, this study
sets an important precedent for meeting relevant nutritional needs, both regionally and

globally.
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RESUMO

As deficiéncias de micronutrientes causam varios problemas graves de salde, sendo as
de ferro, vitamina A e vitamina D algumas das mais importantes em termos de saude
publica nacional e mundial. A fortificacdo de alimentos é uma das estratégias utilizadas
para a prevencgdo e combate as deficiéncias nutricionais. Por sua vez, a coencapsulacéo
de micronutrientes pela secagem de emulsdes utilizando spray dryer tem se mostrado
eficiente em termos de formacdo de microparticulas estaveis e com boa retencdo do
material encapsulado. Assim, o objetivo deste trabalho foi obter microparticulas
carreadoras de ferro, vitamina A e vitamina D, visando uma futura fortificacdo de
alimentos. Para tal, duas emulsdes foram produzidas: uma contendo ferro quelado como
fonte do elemento ferro, além de retinol e colecalciferol (formas mais ativas das vitaminas
A e D, respectivamente) e outra contendo sulfato ferroso como fonte de ferro, aléem de
retinol, colecalciferol e &cido ascérbico. As duas formulacdes foram preparadas
utilizando como material de parede o isolado proteico de soja e a maltodextrina DE 10.
As emulsdes foram secas em spray dryer de bancada. Depois de secas, as microparticulas
foram analisadas quanto a umidade, atividade de agua, distribuicdo do tamanho de
particula, caracteristicas morfoldgicas, retencdo dos nutrientes empregados, bem como a
estabilidade ao longo de quatro meses. O p6 produzido apresentou rendimento de
secagem de 72 e 64% para a formulacdo com ferro quelado e sulfato ferroso,
respectivamente. Para ambas as formulacdes, os resultados foram positivos em termos de
estabilidade fisico-quimica e microbioldgica. A distribuicdo do tamanho de particula
apresentou parametros indicativos de homogeneidade no processo de producgdo das
microparticulas por spray drying. Para as duas formulacdes, as particulas apresentaram
formato esférico irregular, de superficie majoritariamente lisa, com grau de rugosidade
leve, além de terem se aglomerado. A retencdo do ferro foi de 45% para a formulacéao
com ferro quelado e 22% para a formulagdo com sulfato ferroso. Para a formulacdo com
ferro quelado, houve retengéo em torno de 26% de retinol e 14% de colecalciferol. Para
a formulagdo com sulfato ferroso, 36% do retinol foram retidos e a retencdo de
colecalciferol foi de 3%. A retencdo de acido ascorbico (na formulacdo com sulfato
ferroso) foi de 15%. Concluindo, a coencapsulacdo de nutrientes é tarefa complexa, pois
exige o contorno das limitagdes e fragilidades de cada componente, evitando a interagdo
dos mesmos com o ambiente e entre eles préprios, com o objetivo de conservar sua

estrutura e os beneficios da encapsulacdo. Embora ndo seja factivel contemplar a



totalidade dessas exigéncias, € possivel otimizar a preservacdo dos compostos

encapsulados, chegando-se a um balanco que viabilize a utilizagcdo das microparticulas
de modo benéfico e vantajoso.

Palavras-chave: fortificacdo, sulfato ferroso, ferro quelado, retinol, colecalciferol,
emuls&o, spray dryer, microencapsulacéo.



ABSTRACT

Micronutrients deficiency causes several important health problems, being iron, vitamin
A and vitamin D deficiencies some of the most important ones in terms of national and
global public health. Food fortification is one of the strategies used to prevent and combat
nutritional deficiencies. In turn, co-encapsulation of micronutrients by the drying of
emulsions using a spray dryer has proved to be efficient in terms of stable microparticles
formation with good retention of the encapsulated material. This research aimed to obtain
iron, vitamin A and vitamin D-carrying particles, evaluating them regarding retention,
water activity, particle size, morphological characteristics, and stability, aiming for a
future fortification of foods. In order to achieve this, soy protein isolate and maltodextrin
DE 10 were utilized as wall materials, added in the two proposed formulations: the first,
containing iron chelate as iron source and sunflower oil enriched with retinol and
cholecalciferol, the most active forms of vitamin A and D, respectively; the second,
containing iron sulfate as iron source and sunflower oil enriched with retinol and
cholecalciferol, with ascorbic acid, which aids the bioavailability of ferrous sulfate (lower
than the iron chelate). The emulsions were dried in a benchtop spray dryer. After drying,
the particles were analyzed regarding moisture, water activity, particle size distribution,
morphological characteristics, retention of nutrients and stability throughout four months.
The produced powder presented yield of 72 and 64% for the formulation with iron chelate
and ferrous sulfate, respectively. For both formulations, the results were good in terms of
physical-chemical and microbiological stability. The particle size distribution presented
parameters that indicated homogeneity in the microparticles production using spray
drying. For both formulations, the particles showed irregular round shape, with surface
predominantly smooth and light rugosity, showing also agglomeration for both cases.
There was an iron retention of 45% for the formulation with iron chelate and 22% for the
formulation with ferrous sulfate. For the formulation with iron chelate, there was a
retention of around 26% for retinol and 14% for cholecalciferol. For the formulation with
ferrous sulfate, 36% of the retinol were retained and the cholecalciferol retention was 3%.
The ascorbic acid retention for the formulation with ferrous sulfate was 15%. In
conclusion, nutrient co-encapsulation is a complex task, because it requires bypassing the
fragilities and limitations of each component, avoiding its interaction with the
environment and between themselves, in order to preserve their structure and the benefits

of the encapsulation. Although it is not feasible to achieve the totality of these



requirements, it is possible to optimize the conservation of the encapsulated compounds,
reaching a balance that enables the utilization of the microparticles in a benefic and

advantageous way.

Keywords: fortification, ferrous sulfate, iron chelate, retinol, cholecalciferol, emulsion,

spray dryer, microencapsulation.
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1 INTRODUCAO

As vitaminas e minerais sdo classificados como micronutrientes, moléculas e
elementos dos quais 0 organismo necessita em pequenas quantidades para desempenhar
suas funcdes adequadamente. A deficiéncia de micronutrientes pode causar problemas
sérios de saude, com reducéo do nivel de energia do individuo, falta de clareza mental e
diminuicédo de sua capacidade geral. Em casos mais severos, pode até mesmo representar
uma ameaga a vida de uma pessoa ou grupo de pessoas sobre as quais o problema incida.
As principais causas da deficiéncia de micronutrientes estdo relacionadas a sua ingestao
inadequada, ma utilizacdo pelo organismo ou aumento de sua perda. Tal privacdo pode
ser evitada com a educacéo voltada a manuten¢do de uma alimentagdo saudavel e préaticas
como a suplementacéo e fortificacdo de alimentos (OMS, 2022).

Os quadros de deficiéncia de ferro, vitamina A e vitamina D sdo alguns dos mais
importantes do ponto de vista da nutri¢do global. A deficiéncia de ferro é a mais difundida
no mundo, apresentando-se como um desafio tanto nos paises industrializados, quanto
naqueles ndo-industrializados. A falta de ferro no organismo pode levar, por exemplo, ao
desenvolvimento fisico e cognitivo insatisfatrio, perda de produtividade e diagndsticos
de anemia, sendo esta Ultima responsavel, em formas mais severas, por quadros de
mortalidade materna e infantil. Em relagdo a vitamina A, sua caréncia apresenta-se como
a principal causa de cegueira evitavel em criancas. Além disso, pode aumentar o risco de
morte por infec¢bes severas como doencas diarreicas e sarampo. Ja a deficiéncia de
vitamina D estd associada a casos de raquitismo em criangas, problemas 0sseos em
adultos, e, em estudos mais recentes, a diagndsticos de cancer, doencgas cardiovasculares,
diabetes e depressao (OMS, 2021; Sizar et al., 2023).

Para suprir a demanda por micronutrientes e encontrar solu¢des que permitam seu
consumo em quantidades adequadas, diversas técnicas tém sido estudadas a fim de
aumentar a disponibilidade de vitaminas e minerais. O mercado de suplementos de
vitaminas e minerais € expressivo. Segundo a consultoria de mercado Future Market
Insights (2025), o negdcio apresenta valor aproximado de 61,8 bilhdes em 2025 e deve
crescer 5,4% nos proximos dez anos. Dados de importacdo de suplementos alimentares
pelo Brasil, por exemplo, mostram a movimentacdo de 234 bilhdes de dolares somente
em importacdo de vitaminas (ABIAD, 2024). Ainda, a fortificacdo estd entre as
estratégias adotadas para aumentar o conteudo de micronutrientes na dieta e diminuir suas

deficiéncias ao aproveitar os produtos industrializados como veiculos carreadores (Dary;
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Guamuch-Castafieda; Mora, 2023). A fortificacdo, aliada a técnicas como a
microencapsulagdo, pode exercer papel importante na entrega de micronutrientes a
populagdes em estado de vulnerabilidade nutricional.

A microencapsulacédo, técnica de aprisionamento de pequenas porcdes sélidas,
liquidas ou gasosas (chamadas de nucleo) por um material polimérico (denominado
material de parede), apresenta-se como uma alternativa que pode fornecer uma protecéo
satisfatoria do material do nucleo (composto de interesse) em relagdo ao meio externo,
melhorando suas caracteristicas de solubilidade, liberagdo controlada, maior facilidade
do manuseio do material presente no nucleo e aumento de biodisponibilidade (Abbasi et
al., 2014; Assadpour; Jafari, 2019).

Dessa forma, este projeto buscou aliar as estratégias de microencapsulacdo por
secagem de emulsdes em spray dryer, mais especificamente a coencapsulacdo dos
nutrientes ferro, vitamina A e vitamina D, a uma futura fortificacdo de alimentos
carreadores do p6 produzido. Ao entregar, dentro de uma mesma microparticula, os trés
micronutrientes mencionados, abre-se um importante precedente no atendimento a

necessidades nutricionais importantes como as supramencionadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Coencapsular ferro (ferro quelado e sulfato ferroso, separadamente), vitamina A

(retinol) e vitamina D (colecalciferol) visando a futura fortificacdo de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

Produzir dois tipos de microparticulas (ferro quelado + retinol + colecalciferol e
sulfato ferroso + &cido ascorbico + retinol + colecalciferol) por meio de secagem em spray
dryer de emulsdes 6leo em agua (O/A).

Caracterizar as microparticulas quanto a retencdo dos nutrientes, umidade,
atividade de agua, distribuicdo do tamanho de particula e caracteristicas morfoldgicas.

Avaliar a estabilidade das microparticulas ao longo de quatro meses em relacdo

as caracteristicas mencionadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Ferro

O ferro € um nutriente essencial e desempenha fungdes importantes no organismo
humano, tais como o transporte de oxigénio, sintese de DNA e metabolismo muscular.
Existem dois tipos de ferro na dieta: ferro heme e ferro ndo-heme. O ferro heme, de boa
absorcdo pelo organismo, é proveniente da hemoglobina e mioglobina e representa uma
fracdo pequena da ingestédo de ferro na dieta humana. O ferro ndo-heme, de absorcéo
menor se comparada ao ferro heme, é inorganico e provém de fontes vegetais, sendo este
o ferro utilizado na fortificacdo de alimentos. Além disso, o principal elemento traco no
organismo humano apresenta-se em duas formas de oxidagdo nos sistemas bioldgicos:
ferrosa (Fe**) e férrica (Fe*"). O estado ferroso ¢ mais solivel em &gua do que o
correspondente férrico (Lopez; Martos, 2004). O ferro heme tem como fontes principais
as carnes, principalmente as vermelhas e as visceras como o figado. Ja o ferro ndo heme
se apresenta tanto na forma Fe®', quanto Fe?*, e esta presente em alimentos de origem
vegetal (cereais, leguminosas, castanhas e vegetais como brocolis, couve e espinafre) e
também de origem animal (Henriques, 2020; Marreiro et al. 2024).

A anemia ferropriva, deficiéncia nutricional com maior prevaléncia ao redor do
globo, tem como principal causa a deficiéncia de ferro. Esta doenca afeta 33% de
mulheres ndo-gravidas, 40% de gestantes e 42% de criangas em todo o mundo (OMS,
2020a). No Brasil, os dados variam em decorréncia de estudos isolados, porém estima-
se, por exemplo, que entre 40 e 50% das criancas menores de trés anos apresentem
diagndsticos de anemia ferropriva nas regides Norte e Nordeste (Fiocruz, 2019). Mesmo
na auséncia de anemia, a deficiéncia de ferro pode ocasionar fadiga, diminuicdo de
desempenho fisico, baixa produtividade e desenvolvimento cerebral subétimo (OMS,
2020b).

O Ministério da Saude brasileiro, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), estabelece diretrizes legais obrigatorias para o enriquecimento de
alguns produtos alimenticios. Como exemplo, tem-se a adi¢éo de ferro e &cido folico as
farinhas de trigo e milho. Apesar disso, muitos produtos disponiveis no mercado ainda
apresentam teor de ferro inadequado. Segundo o Relatério do Monitoramento da
Fortificacdo de Farinhas de Trigo e Milho com Ferro e Acido Félico, um levantamento
feito no ano de 2021 mostra que 23% das amostras de farinha analisadas estavam em

13



desacordo com o estabelecido pela Resolucdo RDC n. 604/2022, a qual preconiza que
farinhas de trigo e milho enriquecidas devam conter entre quatro e nove miligramas de
ferro por 100 gramas de farinha (BRASIL, 2022a; BRASIL, 2022b). Isso mostra a
importancia da elaboracdo de estratégias alternativas para disponibilizacdo de ferro na
dieta das populacdes.

Em relacéo & interacdo do ferro com outros nutrientes, algumas vitaminas, como
a vitamina A e a vitamina C, melhoram a biodisponibilidade do ferro, bem como atuam
no combate a inibidores da absor¢éo de ferro, como os polifenois e o &cido fitico. Isso se
da pela habilidade destas vitaminas em reduzir o ferro de seu estado férrico ao estado
ferroso (mais soltvel) e/ou pela possibilidade de formacdo de complexos soltveis com 0s
ions férricos (Fidler et al., 2003; Lopez; Martos, 2004).

3.2 Vitamina A

A vitamina A faz parte do grupo de vitaminas lipossollveis e apresenta papel
importante em variados processos bioldgicos, como por exemplo os relacionados a visdo
e a resposta imune. Por seu papel no sistema imunoldgico, a vitamina A €é considerada,
inclusive, como um anti-inflamatdrio. Além disso, a vitamina A atua no crescimento,
manutencdo da visdo e integridade do tecido epitelial e mucosas (Ross et al., 2000; OMS,
2009; Wirth et al., 2017; Huang et al., 2018).

A vitamina A foi a primeira vitamina a ser identificada. O termo “vitamina A”
aplica-se de modo genérico a uma série de moléculas: vitamina A pré-formada (chamada
de all-trans-retinol ou seu acetato, palmitato ou outro éster natural, ou all-trans-retinal,
sozinho ou ligado, que apresente atividade biolégica de vitamina A) combinada com
provitamina A (f-caroteno e outros carotenoides que podem ser metabolizados em all-
trans-retinal); ou apenas vitamina A pré-formada (retinol e/ou ésteres de retinol). A
molécula béasica e mais biologicamente ativa da vitamina A é o retinol, um alcool. O
isbmero com maior atividade bioldgica é o all-trans-vitamina A. Dois importantes
metabolitos ativos da vitamina A sdo o retinaldeido (ou retinal) e o &cido retindico (Figura
1) (Shahidi; Janitha; Wanasundara, 1992; Dawson, 2000; Ramalho, 2024).

A vitamina A é encontrada principalmente no figado, geralmente na forma de
ésteres ligados a &cidos graxos de cadeia longa. O retinol pode ser encontrado na forma
de cristais amarelos soliveis em solventes organicos e lipideos (Anosike, 1994; Berry

Ottaway, 2010). Em relacdo as fontes vegetais, folhas verdes e vegetais amarelos e
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alaranjados possuem carotenoides, como [-caroteno e B-criptoxantina, os quais podem
ser convertidos em vitamina A por oxigenases presentes no organismo (Bates, 1995;
Edem, 2008).

A deficiéncia de vitamina A é um problema global de satde publica, afetando
principalmente criancas e mulheres gravidas. Em cenarios de deficiéncia de vitamina A,
efeitos como cegueira, crescimento inadequado e aumento do risco de doengas e
mortalidade provenientes de infeccGes severas podem ocorrer (Wirth et al., 2017).

Segundo Edem (2008), a vitamina A pode interagir com outros nutrientes ao longo
das vias metabolicas no organismo, inclusive com o ferro. A vitamina A tem papel
importante no recrutamento de ferro para o processo de hematopoese (formacgéo e
desenvolvimento de células sanguineas), melhorando sua utilizacdo e liberando este
elemento das reservas do organismo. O retinol e/ou o acido retindico sdo necessarios na
sintese da proteina carreadora de ferro, transferrina (Muslimatun, 2001; Schmidt, 2001;
Devlin, 2011).
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Figura 1: Moléculas da familia da vitamina A que possuem importancia no organismo

humano.
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Fonte: DAWSON (2000).

3.3 Vitamina D

A vitamina D, também pertencente ao grupo das vitaminas lipossoluveis, é
essencial para a saude 6ssea humana. Além disso, estudos desenvolvidos nos ultimos
anos mostram que a vitamina D é também importante na prevengdo de uma série de
doencgas, como a depressao e doencas autoimunes (Haq; Hasnain; Razzaque, 2020).

A vitamina D apresenta-se em duas formas mais representativas: colecalciferol
(vitamina Ds3) e ergocalciferol (vitamina D2) (Figura 2). O colecalciferol é a forma natural
da vitamina D, produzida pela exposi¢do do corpo humano a luz UV na faixa de 290-315
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nm. J& o ergocalciferol é a forma sintética da vitamina, produzido por meio da irradiacao

do ergosterol, um esterol vegetal, e utilizado na fortificagéo de alimentos (Holick, 2017).

Figura 2: Estruturas moleculares do ergocalciferol (Vitamina D2) e
colecalciferol (Vitamina D3).

Ergocalciferol Cholecalciferol
(Vitamin D) (Vitamin D)

Fonte: (Holick, 2017).

A vitamina D pode ser obtida por meio da exposi¢do ao sol ou por meio da
alimentacdo. Estima-se que, em humanos, de 80 a 90% da vitamina D corporea seja
adquirida pela sintese cutanea e o restante pela ingestdo de alimentos (Holick, 1999,
citado por Giudici; Peters; Martini, 2018), uma vez que a quantidade de vitamina D é
geralmente baixa nos alimentos e esta presente em um grupo reduzido, como no figado
de bacalhau e gema de ovo, por exemplo.

A deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D acomete mais de um bilhdo de
individuos ao redor do mundo (Holick, 2017). Inicialmente, acreditava-se que paises
ensolarados e de menor latitude, como o Brasil, ndo apresentassem deficiéncia de
vitamina D. No entanto, varios estudos locais mostraram a alta prevaléncia de deficiéncia
de vitamina D na América Latina, em diferentes faixas etarias (Brito; Mujica, 2011,
citados por Giudici; Peters; Martini, 2018). No Brasil, as prevaléncias de insuficiéncia e
de deficiéncia de vitamina D sdo de 45,3% e 28,2%, respectivamente, sendo tal
deficiéncia mais encontrada nas regides Sul e Sudeste e a insuficiéncia mais observada
nas regides Sudeste e Nordeste do pais (Pereira-Santos et al., 2019). Ainda, segundo estes
autores, a prevaléncia encontrada de deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D em criangas
é de 23,0% e 44,0%, respectivamente. Para este grupo de individuos, o raquitismo

apresenta-se como um dos principais problemas da falta de vitamina D. Ja para os adultos,
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0s problemas dsseos sao o principal ponto de atencdo (Malacova et al., 2019). Ainda, para
0s idosos, a falta de vitamina D implica em varios efeitos, tanto na estrutura 6ssea, quanto
em outras partes do corpo. Em idade mais avancada, a producdo e metabolismo de
vitamina D sofrem alteracdes, ja que ha, entre outros fatores, reducéo da exposicéo ao sol
e diminuicdo da capacidade produtiva da pele (Giustina et. al, 2023).

Assim, torna-se interessante realizar o processo de fortificagdo de alguns produtos
alimenticios de modo a aumentar a ingestdo de vitamina D pela populacdo (MOULAS;
VAIOU, 2018; LIPS et al., 2019).

3.4 Acido ascorbico

O acido ascorbico, L-acido ascorbico ou vitamina C € uma vitamina hidrossoltvel
natural. Atua como potente agente redutor e antioxidante, auxiliando no combate a
bactérias infecciosas, em reacdes de desintoxicacao e na formacéo de colageno em tecidos
fibrosos, dentes, 0ssos, pele, entre outros. Seu poder antioxidante relaciona-se ao fato de
ajudar na remocao de espécies reativas de oxigénio, subprodutos de reagdes metabolicas
do organismo humano. Esse nutriente pode ser encontrado em frutas citricas e algumas
outras frutas, bem como em vegetais verdes folhosos, ndo podendo ser produzido ou
armazenado pelo corpo humano. Sua obtencédo se da, portanto, por meio da alimentagédo
(Abbas et al., 2012; Fu et al., 2014).

A molécula de acido ascorbico (Figura 3) possui um anel de cinco membros, com
dois carbonos quirais e quatro isémeros. De formula molecular C¢HgOs, apresenta-se
como um po cristalino branco ou levemente amarelado. Outros compostos relacionados
a vitamina C incluem o acido D-isoascorbico e o acido L-dehidroascorbico. O primeiro,
com 5% de atividade de acido ascorbico, ndo é normalmente encontrado na natureza
(apenas em alguns microrganismos), mas pode ser um subproduto do acido ascorbico
sintético. O segundo é a forma oxidada do acido ascorbico, possuindo 80% de atividade
de &cido ascorbico. O mecanismo pelo qual o &cido ascOrbico apresenta poder
antioxidante reside na habilidade da molécula em doar atomos de hidrogénio e neutralizar
radicais livres. Nesse processo, 0 acido ascorbico é convertido em acido
dehidroascorbico, o qual pode se tornar novamente ativo ao receber novos atomos de
hidrogénio do meio (Bendich, 1990; Davey et al., 2000; Ogiri et al., 2002).
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Figura 3: Estrutura do &cido ascorbico.
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Fonte: Abbas et al. (2012).

O acido ascorbico é reconhecido como 0 mais poderoso melhorador da absor¢éo
de ferro no organismo humano. Isto porque ele age como um agente quelante, ligando-se
ao ferro no pH &cido do estdmago, transportando-o, assim, até o intestino. Essa ligacéo
previne que o ferro se combine com outras moléculas, como fitatos, as quais tendem a se
unir ao ferro em faixas de pH maiores (Siegenberg et al., 1991). Alguns autores sugerem,
inclusive, que o complexo cido ascorbico-ferro possa ser absorvido intacto no duodeno
(Teucher; Olivares; Cori, 2004). Além disso, o0 &cido ascérbico € capaz de reduzir o ferro
de sua forma férrica (Fe®*"), menos sollvel e menos biodisponivel, ao estado ferroso
(Fe?*), mais soluvel e com maior biodisponibilidade (Sharp, 2007; Han, 2011). Segundo
Teucher, Olivares e Cori (2004), o ferro e o acido ascérbico devem ser consumidos juntos
para que 0 aumento da absorcéo de ferro ocorra. Existem, ainda, evidéncias da atuacao
do 4cido ascorbico como agente protetor da vitamina A, mais especificamente do -
caroteno, tanto na forma liquida quanto na forma em p6. Entende-se que o referido acido
atue como antioxidante, protegendo os carotenoides da oxidagdo e aumentando sua
manuten¢do no meio (Morais et al., 2002; Sanchez-Moreno et al., 2003).

3.5 Deficiéncias de micronutrientes

As deficiéncias de micronutrientes causam varios problemas graves de saude. As
deficiéncias de ferro, vitamina A e iodo sdo as mais importantes em termos de saude
publica global, representando uma grande ameaca a saude e ao desenvolvimento das
populagbes em todo 0 mundo, especialmente criangas e mulheres gravidas em paises de
baixa renda (OMS, 2021). A falta de ferro, acido félico e vitaminas A e B12 pode levar a

anemia. A anemia € uma condicdo em que ha reducao do namero de globulos vermelhos
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ou da concentracdo de hemoglobina, causando fadiga, fraqueza, falta de ar e tontura,
podendo ter impacto negativo no trabalho, educacdo e envolvimento na comunidade.
Estima-se que 33% da populacdo mundial sejam anémicas, tendo a deficiéncia de ferro
como causa principal, e que 42% das criancas em idade pré-escolar em todo o mundo
tenham anemia ferropriva (OMS, 2020). Ainda em relacdo a vitamina A, sua deficiéncia
é a principal causa de cegueira evitavel em criangas e aumento do risco de doengas e
morte por infec¢des graves, como diarreia e sarampo (OMS, 2022).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) trabalha com os Estados Membros e
parceiros para prevenir deficiéncias de micronutrientes por meio de uma série de
programas, seguindo a estratégia de nutricdo da OMS 2016-2025. Esses programas
incluem suplementacéo de ferro e &cido folico, suplementacdo de vitamina A em altas
doses, promocdo da amamentacéo, fortificacdo de alimentos com micronutrientes e dietas
saudaveis e diversificadas contendo alimentos naturalmente ricos em vitaminas e
minerais. Ainda, a OMS colabora com os parceiros da Organizacdo das Nagfes Unidas
para disseminar a orientacdo global sobre a avaliacdo do status de micronutrientes e
intervencdes eficazes de micronutrientes. Essas diretrizes permitem que a OMS e outras
agéncias respondam melhor as populacdes afetadas por emergéncias quando as
deficiéncias de micronutrientes sdo mais comuns devido a inseguranca alimentar cronica
e grave (OMS, 2022). Apesar disso, cerca de 45% das mortes de criangas menores de 5
anos estdo relacionadas a desnutricdo e isso ocorre principalmente em paises de baixa e
média renda (OMS, 2021).

No Brasil a situacdo ndo é diferente. Apesar do avanco do excesso de peso na
populacéo e de suas complicagdes relacionadas, ainda persistem as deficiéncias de ferro
e vitamina A. A Pesquisa Nacional de Demografia e Saude da Crianca e da Mulher,
realizada em 2006, reafirmou que as deficiéncias de ferro e vitamina A persistiam como
problemas de salde publica no Brasil, uma vez que 20,9% e 17,4% das criangas
apresentavam anemia ferropriva e hipovitaminose A, respectivamente (Brasil, 2009).
Além disso, segundo Ramalho (2024), mesmo com medidas de controle de
hipovitaminose A implementadas ao longo dos Gltimos anos no Brasil, por exemplo,
ainda ha consumo subdtimo deste nutriente, bem como baixa concentracdo no leite
materno, especialmente em mulheres de baixa renda. Em relagéo ao ferro, ainda ndo ha
um estudo nacional a respeito da prevaléncia e da incidéncia de anemia ferropriva
considerado metodologicamente adequado, pois a maior parte dos estudos é de carater

regional, com ou sem amostras de conveniéncia e utilizam diferentes critérios
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diagnosticos, levando a grande variacdo nos dados. Apesar disso, 0s estudos feitos
estimam uma prevaléncia de anemia ferropriva em 40 a 50% das criangas estudadas,
chegando a 53% nas regiGes Norte e Nordeste, sendo sempre maior em crian¢as menores
de trés anos (SBP, 2018). De modo geral, estes estudos localizados mostram que o teor
de ferro presente nas dietas encontra-se abaixo das recomendacdes de ingestdo desse
mineral em diferentes faixas etarias (Marreiro et. al, 2024).

Em termos de disponibilidade de nutrientes em produtos ja estabelecidos no
mercado, encontram-se, na maioria dos casos, apenas produtos farmacéuticos destinados
a suplementacdo de minerais e vitaminas de interesse. Ha, portanto, relativa escassez de
produtos alimenticios que possam suprir tal demanda. Nesse contexto, a fortificacao esta
entre as estratégias utilizadas para aumentar a oferta de micronutrientes, tendo como
veiculos os alimentos industrializados (Dary; Guamuch-Castafieda; Mora, 2023). Quando
aliada a técnicas como a microencapsulacéo, a fortificacdo pode exercer papel importante
no aumento da disponibilidade de micronutrientes para grupos de pessoas que necessitem

de maior qualidade nutricional.

3.6 A microencapsulacéo

A microencapsulacdo é uma tecnologia em que pequenos solidos, liquidos ou
particulas de gas (chamados de material do nucleo, ativos, preenchimento, fase interna ou
carga Util) sdo revestidos ou aprisionados em um continuo filme de material polimérico
(chamado de agente encapsulante, material de parede, casca ou transportador), resultando
em pequenas particulas (com dimensao entre poucos micrémetros e poucos milimetros).
Tal tecnologia fornece uma protecdo eficaz do material do nicleo em relagdo ao ambiente
circundante, bem como otimizagdo em termos de aumento de solubilidade, liberagédo
controlada, maior facilidade do manuseio do material presente no ndcleo e aumento de
biodisponibilidade (Gongalves; Estevinho; Rocha, 2016; Assadpour; Jafari, 2019).

De maneira mais especifica, a morfologia do produto da microencapsulacéo pode
ser dividida em dois grupos: microcapsula, caracterizada por um sistema do tipo
reservatorio; e microesfera, caracterizada por uma estrutura monolitica (Figura 4). No
sistema reservatério (microcapsula), o material encapsulado é totalmente rodeado pelo
material de parede. J& no sistema monolitico (microesfera), o material encapsulado

encontra-se disperso pela matriz formada pelo material de parede, podendo ser
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encontrado também na superficie da microparticula (Nunes et al., 2015; Ray;
Raychaudhuri; Chakraborty, 2016).

Figura 4: Esquema de microesfera (a) e esquema de microcapsula (b).
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Fonte: Adaptado de Paulo e Santos (2017).

A microencapsulacdo de variados compostos bioativos é vantajosa quando se trata
da protecdo dos mesmos contra condigdes adversas de processamento e armazenagem,
tais como altas temperaturas, alta umidade, elevada concentracdo de oxigénio, pH e
exposicdo a luz (Jafari, 2017). Além disso, a liberacdo controlada de compostos de
interesse no organismo humano agrega valor aos produtos aos quais 0s ingredientes
microencapsulados sdo adicionados (Ray; Raychaudhuri; Chakraborty, 2016; Sarabandi
etal., 2018).

De acordo com Kharel et al. (2021), a encapsulacdo de nutrientes como vitaminas
lipossoluveis e o ferro, por exemplo, ndo s6 os protege contra a degradacdo, mas tem o
potencial de melhorar sua biodisponibilidade por meio de liberagdo controlada e
direcionada no trato gastrointestinal, além de aumentar a vida de prateleira do produto.
Ademais, as cdpsulas produzidas permitem sua incorporacdo em matrizes alimentares,

provocando aumento de estabilidade térmica e mascaramento de sabores indesejaveis.
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Os motivos que levam a encapsulacéo de ferro séo: protecdo do ferro de fatores
ambientais adversos (exposicao ao oxigénio, variagdes de pH etc.) e durante seu trajeto
pelo trato gastrintestinal; mascarar o sabor metalico e reduzir as alteracGes de cor geradas
pelo ferro quando incorporado em alimentos; reduzir o efeito catalisador do ferro sobre a
oxidacdo lipidica; diminuir a precipitacdo do ferro no estbmago; e mesclar diferentes
formas de ferro (Duran et al., 2017). Quanto a vitamina A, os principais motivos para sua
encapsulacdo sdo: melhorar sua solubilidade em &gua; diminuir sua instabilidade na
presenca de oxidantes, luz, calor, temperatura e umidade elevadas; e garantir sua liberacao
controlada, promovendo assim sua liberacdo no local desejado e otimizando sua absor¢éo
(Gongalves et al., 2016). E, em relacdo a encapsulacéo da vitamina D, os objetivos s&o:
superar a barreira de solubilidade entre a vitamina D e a matriz alimentar; proteger a
vitamina D dos efeitos da umidade, oxidacdo, pH, temperatura e estresse mecanico;
garantir uma melhor biodisponibilidade por meio de sua liberacdo controlada; e reduzir
seus efeitos em determinados aspectos sensoriais dos alimentos, como aparéncia e sabor
(Maurya et al., 2020).

A coencapsulacdo, que € a encapsulacdo de mais de um componente em uma
mesma particula, tem-se mostrado vidvel no caso de nutrientes, mesmo quando
compostos com diferentes polaridades s&o encapsulados. Foram encontrados alguns
estudos com essa tematica e diversos nutrientes até o momento. No que diz respeito aos
nutrientes foco deste projeto, foram coencapsuladas vitaminas A e C (Liu et al., 2020),
vitaminas D e B1» (Bajaj et al., 2021), vitamina C e quercetina (Ji et al., 2021), ferro e
vitamina A (Kharel et al., 2021), ferro e vitaminas A, D e C, além de outros
micronutrientes (Zhu et al., 2021), e vitaminas B2, A e E (Sun et al., 2022). Zhu et al.
(2021) coencapsularam diversos micronutrientes e avaliaram in vitro suas
digestibilidades, mas ndo suas biodisponibilidades. Os proprios autores concluem que ‘a
digestdo no corpo humano € um processo complexo que precisa ser mais estudado’.
Ainda, o ferro foi utilizado somente na forma de sulfato ferroso, ndo sendo avaliadas
diferentes formas do mineral, 0 que é extremamente relevante para a questdo da
biodisponibilidade. Por fim, as analises foram feitas nas microparticulas, ndo levando em
consideracdo uma matriz alimentar, embora os autores discutam os beneficios da
fortificacdo de alimentos em contraste a suplementacédo alimentar.

A encapsulacdo de componentes pode ser obtida por meio de diversos métodos

fisicos, quimicos e fisico-quimicos. O método mais utilizado em alimentos é a secagem
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por atomizacdo devido a seu baixo custo e altas taxas de producdo (Ray; Raychaudhuri;
Chakraborty, 2016).

Os atuais métodos de encapsulacdo de compostos hidrofilicos se aplicam,
também, a compostos hidrofobicos. Dessa forma, a coencapsulacdo (encapsulacdo de
mais de um composto em um Unico sistema) surge como uma técnica promissora no que
diz respeito ao “carregamento” de nutrientes (Aditya; Espinosa; Norton, 2017; Ji et al.,
2021).

3.6.1 Microencapsulagao por spray drying

O método de encapsulagdo por spray drying € comum e economicamente
adequado, sendo utilizado para encapsular vitaminas, aromas, carotenoides, culturas
microbianas, 6leos, gorduras, entre outros. Até mesmo ingredientes sensiveis ao calor
podem ser encapsulados pelo referido método, visto que sua etapa de secagem dura
apenas alguns segundos. Além disso, o0 método é conveniente por reduzir produtos
liquidos ao formato de po6, aumentando a estabilidade, diminuindo custos de
armazenagem e transporte e facilitando sua utilizacéo (Di Battista et al., 2017; Assadpour;
Jafari, 2019).

O spray dryer (Figura 5) é composto pelos seguintes elementos: reservatorio de
alimentacdo, bomba de alimentacdo, bico atomizador, aquecedor e fonte de gés de
secagem, camara de secagem, ciclone para separacao das particulas secas e um exaustor
provido de filtro para a saida do gas de secagem. Essencialmente, o material a ser seco
(geralmente um liquido ou emulsédo) é sugado pela bomba de alimentacdo e passa pelo
bico atomizador, sendo pulverizado em pequenas goticulas, as quais entram na camara de
secagem. Ao mesmo tempo, a camara recebe o ar de secagem (em paralelo ou em
contracorrente a alimentacdo da amostra) o qual, em contato com o produto pulverizado,
seca-0 em poucos segundos, fazendo com que 0 mesmo seja depositado no fundo da
camara ja como pd. As pequenas particulas obtidas sdo entdo sugadas por um ciclone
conectado a saida de ar e depositadas em um pote coletor apropriado. Ao mesmo tempo,
0 ar é direcionado a um filtro para separacdo de particulas residuais e sai do sistema
atraveés de um exaustor (Jafari et al., 2008; Assadpour; Jafari, 2019).

Entre os principais beneficios do uso do spray dryer no processo de
microencapsulacdo estdo a simplicidade do processo (tanto em relacdo a facilidade de

manipulagdo de equipamentos quanto a maximizacdo da escala produtiva), a
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possibilidade de secagem de substancias sensiveis ao calor, o desenvolvimento de
particulas com liberagdo controlada de compostos bioativos, a alta eficiéncia de
encapsulacdo e o aumento de vida de prateleira dos pos obtidos no processo (Assadpour;
Jafari, 2019).

Figura 5: Um spray dryer (a) Esquema de funcionamento do processo de secagem por

spray drying (b).
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Fonte: Adaptado de Assadpour e Jafari (2019).

Um dos maiores desafios durante a encapsulagdo por spray drying € a obtencédo
de um bom rendimento e eficiéncia de encapsulacdo (Assadpour; Jafari, 2019). Sendo

assim, € importante avaliar tais parametros ao se trabalhar com esse tipo de secagem.

3.6.2 Materiais de parede utilizados

A escolha do material de parede que sera parte da microparticula é importante, ja
que ela influenciara diretamente na eficiéncia do processo de microencapsulacdo, na
estabilidade e na adequacdo da microparticula ou microesfera. No caso especifico dos
alimentos, o material de parede deve possuir grau alimenticio, ser biodegradavel e ter
como caracteristica a formacdo de uma barreira entre 0 composto encapsulado e 0 meio
externo. Dentre os materiais mais utilizados encontram-se a goma arabica, os amidos
modificados e as maltodextrinas (Costa et al., 2015; Zhang et al., 2015; Pereira et al.,
2018). Segundo Akhavan Mahdavi et al. (2016), estes materiais asseguram estabilidade

do composto de interesse. Entretanto, Vargas-Mufioz e Kurozawa (2020) explicam que o
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emprego de um Unico material ndo garante todos os beneficios requeridos para uma boa
encapsulagdo, motivo pelo qual diversos estudos combinam materiais amiléceos e
proteinas para melhorar as caracteristicas dos pds produzidos e a protecdo dos materiais
bioativos encapsulados (Du et al., 2014; Moser; Souza; Nicoletti Telis, 2017).

Atualmente, utiliza-se uma combinacdo de proteinas e materiais amilaceos como
materiais de parede buscando-se o0 aumento das propriedades emulsificantes,
solubilidade, efeito antioxidante e fluidez do pé produzido (Muzaffar; Kumar, 2016;
Moser; Souza; Nicoletti Telis, 2017).

3.6.2.1 Isolado proteico de soja

O isolado proteico de soja (ou proteina isolada de soja), por ser um biopolimero
natural com propriedades emulsificantes, apresenta algumas vantagens em relacdo aos
sintéticos, sendo geralmente ser mais barato, ambientalmente mais vantajoso
(biodegradavel) e obtido por meio de técnicas mais simples de extracdo, as quais ndo
envolvem compostos quimicos complexos (Fayad et al., 2013).

A proteina isolada de soja é obtida da farinha de soja desengordurada, subproduto
da extracdo de Gleo de soja, e contém cerca de 90% de proteina em base seca (Sui; Zhang;
Jiang, 2021; Feng et al., 2023). A legislacgdo brasileira define que, em base seca, a proteina
isolada de soja deve conter no minimo 88% de contetido proteico (g/100g) (Brasil, 2005).
Os isolados proteicos de soja sdo obtidos pela remocéo de polissacarideos insoltveis em
agua, oligossacarideos e outros compostos de baixo peso molecular. Flocos ou farinhas
desengorduradas tratadas com minimo calor e umidade sdo submetidos a tratamento com
agua e compostos alcalinos em pH de 7 a 8,5. Em seguida, o residuo insoltvel contendo
polissacarideos insolveis em agua e proteina residual € separado. O extrato proteico tem,
entdo, seu pH ajustado para 4,5, fazendo com que as proteinas se precipitem, separando-
as dos acUcares que ainda restavam no meio, por filtragem ou centrifugagdo. O
precipitado &, entdo, lavado, neutralizado e seco (Onayemi; Lorenz, 1978; Singh et al.,
2008). Com seu alto teor de proteina (cerca de 90%), a proteina isolada de soja possuli
também boas aplicagbes tecnologicas devidas ao seu sabor neutro e capacidade
emulsificante, ainda que sua solubilidade ndo seja tdo alta quanto a das proteinas de
origem animal (Pelegrine; Gasparetto, 2005; O'Flynn et al., 2021). Além disso, a proteina
isolada de soja é um 6timo surfactante, o qual reduz a tensao interfacial entre dgua e 6leo,

melhorando a estabilidade da emulsdo onde é aplicada (Qi et al., 2017).
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Em sua estrutura, a proteina isolada de soja possui dois componentes majoritarios,
0s quais representam mais de 80% do total da proteina. Sdo eles a 7S B-conglicinae a 11S
glicinina. A primeira ¢ formada por trés subunidades (um trimero): alfa, alfa’ e §, com
peso molecular de 67, 71 e 50 kDa, respectivamente. Ela possui estrutura espacial
bastante empacotada e baixa quantidade de pontes dissulfeto e sulfidrilas. A 11S
glicinina, por sua vez, é formada por seis subunidades (um hexamero), cada uma sendo
subdividida em uma subunidade &cida (chamada de A, com 37-42 kDa) e uma subunidade
basica (denominada B, com 17-20 kDa). Tais subunidades sdo unidas por uma ponte
dissulfeto e também se encontram fortemente empacotadas (Huang et al., 2022; Zhao et
al., 2022).

A solubilidade da proteina isolada de soja € afetada por variaveis como dissolucao,
temperatura, forca idnica e pH, sendo que no pH 4,6 apresenta a menor solubilidade
(10%) por ser este seu ponto isoelétrico. Sendo uma proteina, a relacdo entre pH e
solubilidade apresenta-se um formato de U, isto é, a proteina isolada de soja apresenta
maior solubilidade em qualquer um dos lados do seu ponto isoelétrico, atingindo
possivelmente sua maior solubilidade em pH 11 (S6derberg, 2013). Tal comportamento
pode ser explicado pela dissociacdo da estrutura da B-conglicina e glicina em suas
respectivas subunidades em ambientes altamente acidos ou alcalinos, resultando em
grande aumento de solubilidade (Peng et al., 2020).

A funcionalidade das proteinas depende da configuracdo de suas moléculas. As
proteinas de soja, por possuirem multiplos grupos ligados as suas cadeias poliméricas,
tais como grupos lipofilicos, polares, apolares, grupos carregados positiva e
negativamente, podem associar-se a diferentes compostos, como por exemplo, agua e
6leo, atuando assim como um agente emulsificante. Além disso, tratamentos mecanicos
como agitacdo podem até mesmo sobrepor-se a relacdo positiva existente entre as
caracteristicas classicas de um surfactante e 0 comportamento das emulsées, otimizando
a formacéo destas (Singh, 2008).

A proteina isolada de soja possui propriedades tecnoldgicas interessantes do ponto
de vista do processamento de alimentos, entre elas a emulsificacdo, formacao de espuma,
viscosidade e gelificacdo (Shao; Lin; Kao, 2016; Xu et al., 2020). Além disso, sob um
aspecto industrial, € economicamente mais viavel utilizar isolados proteicos de soja em
detrimento das proteinas de origem animal (Nishinari et al., 2014). Mais especificamente,
quando se trata do processo de secagem em spray dryer, ao ser submetida ao ar quente da

camara de secagem, a proteina migra para a interface ar-goticula, formando-se assim um
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filme proteico na superficie das particulas secas. Essa camada dificulta a adesdo das
particulas de p6 dentro da cdmara de secagem, aumentando, entdo, o rendimento do
processo (Shi; Fang; Bhandari, 2013; Samborska; Gajek; Kaminska-Dworznicka, 2015).

3.6.2.2 Maltodextrina

As maltodextrinas sdo misturas de oligo e polissacarideos obtidas por meio da
hidrolise de amido de diferentes fontes botanicas, como milho, milho ceroso e batata, por
exemplo. Essa hidrélise pode ser do tipo &cida ou alcalina, sendo que cada um destes
processos resulta em maltodextrinas com caracteristicas proprias em termos de estrutura
da molécula e consequentes propriedades tecnolégicas. Sua estrutura, formada por
mondmeros de glicose em nimeros de trés até cerca de vinte, apresenta ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,4 e a-1,6. As maltodextrinas sdo comercializadas em forma de
pos brancos ou solucdes concentradas. Na forma de pd, as maltodextrinas sdo facilmente
dissolvidas em &gua (Kong et al., 2021; Tiefenbacher, 2017).

Segundo Wilson e Shah (2007), os materiais encapsulantes usados no processo de
microencapsulacdo devem possuir boa capacidade emulsionante, de formacdo de filme,
além de baixa viscosidade. Além disso, o uso de hidrocoloides soluveis em agua, como a
maltodextrina, € comum. Este polissacarideo age como uma “casca” durante a
encapsulacdo, garantindo protecdo aos compostos bioativos de interesse. Além disso,
segundo estudos ja conduzidos, ela é capaz de gerar particulas menores quando
comparada a gomas e amidos durante o processo de spray drying, por conta de sua menor
viscosidade (Fernandes; Borges; Botrel, 2014; Ravichandran et al., 2014). Uma menor
viscosidade implica na producdo de goticulas menores durante a secagem, gerando,
assim, particulas também menores. Vitaminas lipossoluveis, por exemplo, sdo melhor
protegidas em particulas de tamanho menor, ja que particulas grandes acabam por
romper-se mais facilmente, prejudicando o aprisionamento do material encapsulado
(Jafari et al., 2008; Salvia-Trujillo et al., 2013).

Considerando as deficiéncias nutricionais de ferro, vitamina A e vitamina D, a
necessidade de combaté-las e a utilizacdo ja bastante difundida da técnica de
microencapsulacdo por spray drying, este trabalho propds a coencapsulacdo daqueles
nutrientes, projetando a convergéncia entre a metodologia aqui empregada e a estratégia

de fortificacdo de alimentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os nutrientes foram adquiridos em farmécia de manipulacdo em Séo José do Rio
Preto/SP, sendo: sulfato ferroso p6 seco U.S.P. 40 (Canton, EUA), ferro glicinato quelado
taste free (Albion Minerals, EUA), vitamina A na forma de acetato de retinol (Xiamen
Kingdomway, China), vitamina D na forma de D3 - colecalciferol (SM Empreendimentos
Farmacéuticos LTDA, origem China), vitamina C - &cido ascorbico (SM
Empreendimentos Farmacéuticos LTDA, origem China). Os demais ingredientes, 6leo de
girassol (ADM do Brasil, Brasil), isolado proteico de soja (Ingredientes de Tovani
Benzaquen, Brasil) e maltodextrina DE 10 (Get do Brasil, Brasil) foram adquiridos no

comércio local ou diretamente com o fabricante.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo das emuls@es para coencapsulacéo dos nutrientes e secagem por spray dryer

Foram trabalhadas duas linhas de coencapsulacao, sendo a diferenca entre elas a

forma de ferro a ser encapsulada, uma com ferro quelado e outra com sulfato ferroso:

1) coencapsulacado de ferro quelado + retinol + colecalciferol

2) coencapsulacédo de sulfato ferroso + acido ascorbico + retinol + colecalciferol

A escolha do ferro quelado justifica-se por ser este um ferro de maior
biodisponibilidade em relagdo ao sulfato ferroso, mas de custo mais elevado. Ja a escolha
do sulfato ferroso justifica-se por ainda ser este um composto de referéncia para
programas governamentais de suplementacdo, sendo também de menor custo. Para
compensar a menor biodisponibilidade do sulfato ferroso, acido ascorbico também foi
coencapsulado, pelo fato de ser este um composto que favorece a absorgéo do ferro néo-
heme, no caso o sulfato ferroso, no intestino delgado. As escolhas do retinol e do
colecalciferol (vitamina D3) foram feitas pelo fato de serem as formas mais ativas das
vitaminas A e D no organismo humano, respectivamente, além de o retinol ser mais

absorvivel do que outras formas da vitamina A. Neste trabalho, “retinol” e “vitamina A”
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serdo tratados como sindnimos e serdo intercambiaveis ao longo do texto, assim como
“colecalciferol” e “vitamina D”’; e “acido ascorbico” e “vitamina C”.

A defini¢do das quantidades de nutrientes foi pensada e calculada levando-se em
consideracdo o intuito de fortificar snacks expandidos, produto-alvo definido nas etapas
de concepcdo do presente projeto. Os snacks seriam, futuramente, oferecidos a criancgas
em idade pré-escolar, publico de atencdo quando se trata de deficiéncias de
micronutrientes, em especial de ferro. Entretanto, posteriormente, optou-se por
generalizar a aplicacdo das formulacdes propostas para alimentos em geral, porém as
quantidades de cada nutriente continuaram baseadas na fortificacdo de snacks, ja que 0s
testes (ver Apéndice A — Testes preliminares) j& haviam sido conduzidos. Assim, 0s
critérios utilizados foram: 1) fortificacdo de 25 g de snacks expandidos (porcéao
recomendada segundo Brasil, 2020) com 10 mg de ferro, 600 ug de retinol, 5 pg de
colecalciferol (quantidades referentes a 100% das recomendacdes para as faixas etarias
de 4-8 anos e 9-13 anos e ambos 0s sexos segundo DRI, 2005) e 25 mg de &cido ascorbico
(quantidade recomendada por OMS, 2004 para favorecer a absorc¢ao do ferro ndo heme);
2) adicdo de 1 g de microparticula a 25 g de snacks expandidos; 3) porcentagem real de
cada nutriente na matéria-prima adquirida em farmacia de manipulacdo (por exemplo, em
100 g de ferro quelado comprado como tal, a porcentagem de ferro é em torno de 20%,
quantidade ainda que é variavel e, dessa forma, atestada em laudo do fabricante). Os
laudos com os percentuais dos nutrientes nas matérias-primas constam no ANEXO A e

as quantidades dos nutrientes adicionadas estdo na Tabela 1.
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Tabela 1: Componentes das formula¢6es com ferro quelado e com sulfato ferroso para o
preparo das emulsoes.

Formulacéo com ferro Formulagdo com sulfato
quelado ferroso
Componente g 0™ g %
Agua 54,10 56,00 54,10 56,39
Maltodextrina 34,10 35,30 34,10 35,55
Oleo de girassol 5,00 5,18 5,00 5,21
Ferro quelado” 2,50 2,59 - -
Sulfato ferroso” - - 0,57 0,60
Acido ascorbico” - - 1,26 1,31
Isolado proteico de soja 0,90 0,93 0,9 0,94
Retinol” 0,19 0,20 0,19 0,20
Colecalciferol” 0,00024 0,00025 0,00024 0,00025

* - - - - - - A 7 o= - ~ A
As quantidades de nutrientes adicionadas dizem respeito as matérias-primas, ndo a porcentagem real de
cada nutriente na matéria-prima.

A porcentagem diz respeito & soma total de todos os ingredientes.

Para proceder com a coencapsulacao, foram preparadas emulsGes do tipo 6leo em
agua (O/W) para posterior secagem por spray dryer, segundo metodologia proposta por
Locali-Pereira et al. (2021), com alteracGes. A Tabela 1 mostra as quantidades dos
componentes de cada uma das formulac@es e a Figura 6 mostra o esquema de preparo das
emulsoes.

O isolado proteico de soja foi previamente dissolvido em &gua destilada. A
solucdo foi agitada com agitador magnético pelo periodo de 3 h até completa dissolucao.
O pH da solucéo de proteina foi ajustado para 11 (adicionando-se acido acético), durante
a agitacdo, de modo a aumentar a solubilidade do isolado proteico de soja. Apos a
agitacdo, a solucao foi mantida em repouso overnight. Em seguida, foi adicionada a fonte
de ferro (ferro quelado ou sulfato ferroso com éacido ascérbico) e o pH final da solucéo
de isolado proteico de soja foi ajustado para 7,0 (ver APENDICE A sobre testes

preliminares).
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Figura 6: Esquema do preparo das emulsdes a serem secas em spray dryer.
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Na sequéncia, os nutrientes lipofilicos (retinol e colecalciferol) foram adicionados
ao Oleo de girassol e a mistura mantida sob agitacdo suave a temperatura ambiente e
protegida da luz por 12 h para completa solubilizagdo. Uma emulséo priméria foi obtida
pela adicdo do oleo de girassol fortificado a solucao de isolado proteico de soja utilizando
agitador Ultra Turrax® (T-25, IKA, Alemanha) a 18.000 rpm durante 4 min. Em seguida,
a emulséo foi adicionada solugdo de maltodextrina, mantendo-se a rotacdo a 18.000 rpm
por mais 10 min. Para a producdo da emulsédo final, a emulsdo priméria adicionada de
maltrodextrina foi sonicada (240 W, 20 kHz) por 3 min com a utilizacdo de ultrassom
Sonic Ruptor 4000 (Omni International, USA), de modo a diminuir o tamanho das gotas
de bleo. A sonda do ultrassom foi posicionada aproximadamente 1 cm abaixo da
superficie da emuls&o.

As emulsdes foram secas em um spray dryer provido de atomizador do tipo duplo-
fluido (B-290, Buchi, Suica) equipado com bico atomizador de 0,7 mm de didmetro. O
sistema foi alimentado com as emulsfes por uma bomba peristaltica. As condi¢des
operacionais para o spray dryer foram as seguintes: temperatura de entrada do ar de
secagem de 140 °C, taxa de alimentacdo da emulsdo de 2 mL/min, vazdo de ar de
atomizac&o de 819 L/h e taxa de succéo do ar de secagem de 35 m®h. A temperatura de
saida da camara de secagem foi monitorada e ficou em torno de 98 °C. Ap6s o término
da secagem, as microparticulas foram coletadas e armazenadas em sacos de polietileno
tereftalato (PET) metalizados do tipo stand up pouch para protecao da luz e mantidos em
dessecador, a temperatura ambiente até 0 momento das analises.

Foi realizada apenas uma repeticdo de todo o processo (preparo da emulséo e
secagem) para cada tipo de ferro utilizado, uma vez que foi obtida a quantidade necessaria

de microparticulas para realizacdo de todas as analises.

4.2.2 Rendimento da secagem

O rendimento da secagem foi calculado dividindo-se a massa do p6 obtido ao final
da secagem pela massa dos componentes secos utilizados, expressando-se o resultado em

porcentagem.

. t
Rendimento (%) = ZComponentes secos (g) , 4
massa de pé obtida (g)
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4.2.3 Caracterizagdo das microparticulas

4.2.3.1 Umidade e atividade de agua (aW)

A umidade foi determinada gravimetricamente, por secagem de 1 g de pé em
estufa de circulacdo forgada a 105 °C (AOAC, 2005). A atividade de agua (aW), por sua
vez, foi medida em um medidor de atividade de agua a 25 °C. Ambas as analises foram

realizadas em triplicata.

4.2.3.2 Distribuicéo do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula foi determinada em triplicata, em
instrumento de difracdo de luz laser (Malvern Mastersizer Hydro 2000MU). Uma
pequena quantidade de pd foi dispersa em alcool etilico 99,5% com agitacdo. A
distribuicdo do tamanho das particulas foi monitorada durante cada medi¢do sucessiva
até que as leituras se tornassem constantes (Gomes e Kurozawa, 2020). O didmetro médio
foi expresso como o diametro de Brouckere (D 4,3). Além disso, foi calculado o span, o
qual corresponde a medida da largura da distribuicdo dos tamanhos das particulas,

utilizando-se a férmula:

D90-D10
D50

Span =

onde D10, D50 e D90 sao, respectivamente, diametros a 10%, 50% e 90% do volume
acumulado (Jafari; He; Bhandari, 2007).

4.2.3.3 Caracteristicas morfoldgicas

As caracteristicas morfologicas das microparticulas foram avaliadas por
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) com Detector de Energia Dispersiva de
raios X, MEV/EDS Leo Electron Microscopy/Oxford, Modelo Leo 440i, Modelo do
EDS: 6070, (Cambridge, Inglaterra), utilizando-se uma tensédo de 10 kV, corrente de 50
pA, detector SE, em aplicagdes de 2.000 e 5.000x.

33



4.2.3.4 Retencdo de nutrientes

A retengcdo de nutrientes foi determinada como o percentual de composto
nutricional aprisionado nas microparticulas ap6s o processo de revestimento em relagdo
aos conteudos adicionados na formulacdo da emulsdo. Para isso, o conteudo dos
diferentes compostos de interesse foi determinado conforme os seguintes métodos:

1) ferro por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) (Gonzalez et al., 2017), com adaptacdes;

2) retinol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), segundo Arnaud et
al. (1991) adaptado por Teles et al. (2018);

3) colecalciferol por HPLC, segundo Neyestani et al. (2007) e Olkowski et al.
(2003), adaptados por Simdes et al. (2016);

4) &cido ascorbico por HPLC (Robitaille; Hoffer, 2016).

Para o ferro, aproximadamente 500 mg de cada amostra foram digeridos
utilizando seis mililitros de HNO3 (7 mol.L™?) e dois mililitros de H202 30% (v/v) em
frascos PFA fechados. A curva de aquecimento do microondas foi realizada como segue:
(i) 20 minutos para atingir 160 °C; (ii) manutencdo em 160 °C por 20 minutos. A
temperatura foi controlada por um sensor de temperatura interno. Depois da digestdo, 0s
frascos foram deixados em temperatura ambiente até o seu resfriamento e as solucgdes-
branco foram transferidas para um baldo volumétrico de 14 mililitros, completando-se o
volume com 4&gua deionizada. Posteriormente, as analises foram realizadas em
espectrometro de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) Thermo
Scientific, modelo iCAP 6500 com vista axial, software Thermo iTeva Analyst versdo
1.2.0.30. As amostras foram diluidas em um fator de 10 e 100 vezes para as leituras no
equipamento. A curva analitica foi preparada a partir de uma solucdo padrao de referéncia
de Fe de 1000 mg/L (AccuStandard, New Haven, EUA), na faixa de concentracédo de 0,01
a 2,0 mg/L em HNO3 1% v/v. A curva analitica apresentou um fator de correlagdo acima
de 0,9999. Os parametros instrumentais utilizados foram: radiofrequéncia 40 MHz,
poténcia de radiofrequéncia (RF) 1,15 kW, vazéo do gas do plasma 12,0 L min*, vazdo
do gas auxiliar 0,5 L min™%, vazdo do gas de arraste 0,7 L min™, tempo de estabilizacdo
10 s, tocha quartzo, vista axial, linha de emissdo Fe 259,940 nm. A analise foi conduzida

em triplicata.
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Para as vitaminas A e D, 500 mg de amostra foram pesadas e adicionadas a um
tubo de extracdo de 10 mL com tampa. Quatro mililitros de uma mistura solvente de
acetona-cloroférmio (30:70) foram adicionados ao tubo, sendo este submetido a jato de
N2, a fim de proteger as vitaminas da exposicao ao ar, e selado. A mistura foi agitada em
misturador do tipo vortex por um minuto, seguido de repouso por 5 min e agitado
novamente por 1 min. Apos centrifugacéo a 4.000 rpm por 5 min, 1 mL do sobrenadante
foi transferido para um tubo de 1,5 mL e evaporado sob nitrogénio para remogéo do
solvente. O residuo foi dissolvido em 0,3 mL n-butanol antes da injecdo no cromatografo
(fase movel: metanol a fluxo de 1,5 mL/min; comprimento de onda de deteccdo de 290
nm; coluna Shim-pack C18 VVP-ODS 250L x 4,6 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Para andlise da vitamina C, 500 mg de amostra foram dissolvidas em &gua pura
(em banho com ultrassom a 60 °C durante um ciclo de 30 min) e injetadas imediatamente
no cromatografo. Apds a sonicacédo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente.
Antes da andlise cromatografica, todas as amostras foram filtradas através de seringa com
filtros de 0,45 um e depositadas em tubos de vidro. A separacdo cromatografica foi
realizada em coluna Zorbax Eclipse XDB C18, 3,0 x 150 mm, com particulas de 5 um
(Agilente, Santa Clara, USA). O gradiente de eluicdo foi realizado com (A) agua contendo
0,1% de &cido trifluoroacético e (B) acetonitrila contendo 0,1% de &cido trifluoroacético,
a um fluxo de 1,3 mL/min. As condi¢fes do gradiente foram: 0 min B 0%, 5 min B 3%,
6 min B 15%, 10 min B 20%, 12 min B 0% e 12 min B 0 % para reequilibrio. O forno da

coluna foi mantido a 25 °C.

4.2.4 Andlise da estabilidade das microparticulas

Considerando que as microparticulas serdo utilizadas para fortificar alimentos, a
estabilidade das microparticulas foi avaliada durante quatro meses, nos tempos zero (logo
apos a obtencdo das microparticulas no spray dryer), dois (apenas para as andlises de
umidade, atividade de agua e retencao de vitaminas A, D e C) e quatro meses. Para isso,
as microparticulas foram armazenadas em embalagem de polietileno tereftalato (PET)
metalizado do tipo stand up pouch para protecdo da luz, a temperatura ambiente e sem
modificagcdo de atmosfera, dentro de dessecador. As mesmas caracteristicas descritas na
secdo 4.2.3 foram avaliadas.

Salienta-se que a analise de distribuicdo do tamanho de particula ndo foi realizada

no tempo dois meses pela dificuldade logistica e de custo do envio das amostras para 0
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local de analise. Para a analise de ferro, foi inicialmente considerado que os tempos zero
e quatro meses também seriam suficientes para obter os dados necessarios em termos de
retencdo, porém a primeira andlise (tempo zero) foi feita pelo método de ICP OES, e
segunda (tempo quatro meses) foi feita pelo método de espectrometria de absorcédo
atdbmica por chama (FAAS), por questdo do custo elevado por ICP OES. Assim, ficaria
invidvel a comparacdo dos resultados. Portanto, optou-se por apresentar apenas a analise
inicial, visto que o elemento ferro contido nas amostras ndo seria perdido com a passagem

do tempo.

4.2.5 Anélise dos dados

As médias das caracteristicas das microparticulas, quando analisadas no tempo
zero, dois meses e quatro meses, foram comparadas por meio de andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey. Quando as andlises foram realizadas apenas no
tempo zero e quatro meses, as médias foram comparadas por meio do teste t de Student
para amostras pareadas. Foi utilizado nivel de significAncia de 5% em todas as analises e
0 programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc., USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por questéo de fluidez, a caracterizagdo e a estabilidade das microparticulas seréo
tratadas em conjunto nesta secédo, principalmente devido as anélises estatisticas.

5.1 Rendimento da secagem

O rendimento de secagem foi de 72 e 64% para a formulacdo com ferro quelado
e com sulfato ferroso, respectivamente. De acordo com Bhandari, Datta e Howes (2007),

um rendimento maior que 50% é considerado 6timo para secagem em spray dryer.
5.2 Caracterizacdo das microparticulas

5.2.1 Umidade e atividade de agua (aW)

A Tabela 2 mostra os valores de umidade e atividade de 4gua (aW) para 0s tempos
zero, dois e quatro meses. Para a formulagdo com ferro quelado, houve um aumento de
umidade ao longo dos tempos testados, variando de 4,7 a 5,0%. Ja para a formulacdo com
sulfato ferroso, a umidade apresentou aumento do tempo zero para o tempo de dois meses
(de 4,9 para 5,7%), mas diminuicdo deste para o tempo de quatro meses, passando a 5,4%.
Por esta ter sido uma oscilagdo pequena, sugere-se que seja fruto dos procedimentos
operacionais da analise.

Em relacdo a aW houve, para a formulacdo com ferro quelado, diminuicdo do
tempo zero (0,33) para o tempo de dois meses (0,31), mantendo-se esta formulagéo
estavel até o final do estudo. Isso indica que a umidade relativa no interior da embalagem
manteve-se estavel durante o periodo estudado. No caso da formulacdo com sulfato
ferroso, houve aumento progressivo da atividade de agua ao longo do periodo de
armazenamento, partindo de 0,28 e terminando com 0,30.

Verifica-se que a variagdo de aW ao longo do tempo de estudo foi pequena.
Alguma oscilagdo pode ocorrer devido a abertura da embalagem para coleta de amostras

e variagOes discretas de temperatura, por exemplo.
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Tabela 2: Umidade e atividade de agua das microparticulas com ferro quelado e com sulfato ferroso
nos tempos zero (to), dois meses (t2) e quatro meses (ta).

Umidade (%) Atividade de 4gua

Amostra to t ts to to t4
Ferro

4,7°(0,0)  4,9°(0,00 5,0°(0,0) |0,33%(0,004) 0,31°(0,008)  0,31° (0,007)
quelado
Sulfato
. 4,9°(0,00 57%(0,0) 5,4°(0,0) |0,28°(0,005) 0,29°(0,005)  0,30%(0,008)
erroso

Média (desvio-padrédo); n = 3.
Letras diferentes na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados encontrados evidenciam boa estabilidade em termos
microbioldgicos e fisico-quimicos, principalmente a estabilidade oxidativa. Segundo
EMBRAPA (2010), o contetido de agua (umidade) presente em alimentos é o principal
fator relacionado a degradacdo do ponto de vista microbioldgico e de alteragcdes por
reacOes quimicas e enzimaticas. De maneira geral, quanto menor este conteddo, melhor
sera a conservacdo do alimento. Ndo obstante, a atividade de agua € um indicador
complementar da estabilidade do alimento, visto que se trata de um atributo que mede a
agua disponivel para as rea¢cdes mencionadas. Usualmente, valores de aW abaixo de 0,83
sdo considerados o patamar minimo para crescimento de bactérias patogénicas (Sperber,
1983). Além disso, para valores de aW < 0,3, atinge-se um estado chamado de zona de
absorcdo primaria, no qual ha forte ligacdo das moléculas de 4gua a matriz alimentar. Esta
ligacdo impossibilita a utilizagdo da agua em reacdes, levando-as a terem velocidades
proximas de zero, bem como auséncia de desenvolvimento de microrganismos
(EMBRAPA, 2010; Shishir; Chen, 2017).

Além disso, atividade de agua e umidade sdo determinantes em microparticulas
produzidas por secagem em spray no que diz respeito, entre outros parametros, a
estabilidade de armazenamento dos p6s produzidos. Ao reduzir a umidade das particulas,
é possivel minimizar a aglomeracéo e formagéo de rachaduras, ocorréncia indesejada no
tocante a armazenagem tanto do po, quanto do produto no qual ele possa ser adicionado.
A manutencdo do conteudo de umidade em patamares menores do que 6% €, portanto,
muito importante no armazenamento por longos periodos (Bajac et al., 2022).

Nota-se que todos os resultados colhidos para atividade de dgua encontram-se

muito proximos (formulagdo com ferro quelado, ~ 0,31) ou iguais (formulagdo com
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sulfato ferroso, ~ 0,30) aos limiares mencionados acima, indicando a producdo um po
estavel em termos deste atributo, no qual o desenvolvimento de microrganismos e reacoes
fisico-quimicas sdo bastante desfavorecidos. Aliado a isso, a umidade das amostras néo
ultrapassou 0s 6%, 0 que sugere que 0s pos produzidos poderiam ser armazenados por

um periodo de, no minimo, quatro meses.

5.2.2 Distribuicdo do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula é parametro vital nas mais diversas
aplicacdes do pé em escala industrial (Oti; Offia-Olua; Ukom, 2024). Na mistura de
ingredientes em pd para formulagdes alimenticias, um possivel uso para as
microparticulas produzidas neste trabalho, é importante avaliar o tamanho de particula
para garantir a producdo satisfatoria de alimentos com textura, sabor e qualidade
desejaveis (Shenoy et al., 2015).

O diametro de Brouckere (D[4,3]) é apresentado na Tabela 3. Ao longo dos quatro
meses de ensaio, houve aumento de 92,26 um no didmetro das microparticulas com ferro
quelado e diminuicdo de 10,46 um no caso das particulas com sulfato ferroso. O referido
aumento para a formulacdo com ferro quelado corrobora a formacao de aglomerados de
particulas para este pd, a ser abordada na Sec¢éo 5.2.3.

A Tabela 3 traz, ainda, o valor de span e a moda. O span corresponde a medida
da largura da distribuicdo dos tamanhos das particulas, ou seja, quanto mais homogénea
a distribuicdo, menor serd o valor de span. A distribuicdo do tamanho de particula dos
pos analisados foi unimodal para ambas as amostras no tempo zero (Figura 7), com um
pico em torno de 18 um para a formulagdo com ferro quelado e um pico em torno de 40
pum para a formulacdo com sulfato ferroso. A moda, importante parametro de analise da
distribuicdo do tamanho de particula, corresponde ao tamanho de particula com maior
frequéncia na distribuicdo, representada pelo ponto mais elevado do grafico. Apds quatro
meses, a formulagdo com ferro quelado apresentou distribuicdo bimodal, com valores de
30 e 275 um, indicando, assim, predominancia destes dois tamanhos de particula. Esse
comportamento sugere a formacgéo de aglomerados de particulas para este po (ver se¢éo
5.2.3). Para 0 mesmo tempo, a formulagdo com sulfato ferroso manteve o comportamento

unimodal, porém sua moda diminuiu, passando a ter o valor em torno de 22 pm.
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Tabela 3: Valores do didametro de Brouckere (D[4,3]), span e moda para a formulagdo com ferro
guelado e formulacdo com sulfato ferroso nos tempos zero e quatro meses.

D (4,3) (um) Span Moda (um)
Amostra t0 t4 t0 t4 t0 t4
Formulacéo
comferro  20,46°(3,29) 112,722 (4,22)  2,39°(0,10) 6,68?(0,21)
quelado 18 30e275
Formulacéo
comsulfato  43,50%(0,93)  33,04° (1,45) 1,22° (0,03) 3,20%(0,52)
ferroso 40 22

Média (desvio-padrao); n = 3.
Letras diferentes na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste t de Student (p < 0,05).

Figura 7: Distribuicdo do tamanho de particula para as formulagdes com ferro quelado

(formulacédo 1) e com sulfato ferroso (formulagdo 2) nos tempos zero (to) € quatro meses

(ta).

Form. 1 (t0)
10 -~ Form. 2 (t0) :
— Form. 1 (t4) :
8 ---Form. 2 (t4) :
T .
! ;‘I £1Y: 2
Pl YAE A
IS T
et A ‘ \
0 g — s
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

l'amanho de particula(pm)

Fonte: Autor (2024).

Para ambas as amostras, o intervalo de distribuicdo (span) no tempo inicial foi
pequeno (2,39 e 1,22 um para as formulagbes com ferro quelado e sulfato ferroso,
respectivamente), aumentando para 6,68 para a formulagéo com ferro quelado e 3,20 para
a formulacdo com sulfato ferroso apds o armazenamento por quatro meses. Ainda que
tenha havido leve aumento estatisticamente significativo para ambas as amostras, o

intervalo manteve-se pequeno, o que indica homogeneidade no processo de producao das
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microparticulas por spray drying. Este parametro esta diretamente ligado a uniformidade
na distribuicdo do tamanho de particula (Gaudel et al., 2023).

Alguns autores encontraram relagdo positiva entre o tamanho de particula e
eficiéncia da encapsulacdo, reportando que quanto maior o tamanho de particula, melhor
a retencdo do ingrediente ativo e menor a quantidade de Oleo na superficie da
microparticula (Fang et al., 2019). Por outro lado, alguns autores ndo evidenciaram
nenhum efeito do tamanho de particula na retencdo do Oleo, atribuindo este efeito a
alimentacdo do spray dryer com alto teor de solidos, somente. Além disso, outros
parametros, como o tamanho das goticulas na emulséo, também podem exercer efeito na
retencdo, concluindo que tamanho menores de goticulas na emulsdo geram tamanhos
maiores de microparticulas e, em consequéncia, maior protecdo e controle da liberacdo
do material do nucleo (Buffo, 2002).

De acordo com Jafari et. al (2008), estudos encontraram um tamanho “6timo” de
particula: tamanhos no intervalo de 2,4 a 6,40 um exibiram boa retenc¢éo de 6leo, variando
entre 54,7 e 95,5%. Nota-se que ambas as formulagdes apresentaram tamanhos fora deste

intervalo, o que pode explicar a perda de nutrientes explicada na Secao 5.3.

5.2.3 Caracteristicas morfoldgicas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As Figuras 8 e 9 exibem, respectivamente, as imagens das microparticulas da
formulacdo com ferro quelado e com sulfato ferroso. As particulas apresentam formato
esférico irregular, de superficie majoritariamente lisa, porém com grau de rugosidade
leve. As ranhuras superficiais nas microparticulas devem-se a desidratacdo do filme
interfacial formado pela proteina e polissacarideo durante a secagem e resfriamento das
goticulas/particulas (Fang et al., 2019). As imagens ndo mostram, em sua maior parte,
rachaduras. Sabe-se que a auséncia de rachaduras € um fator que contribui para a
preservacdao do material do nicleo nas microparticulas. As moléculas de proteina
apresentam relativa flexibilidade pela sua capacidade de formacéo de filme na superficie
da microparticula, o que provoca encolhimento, mas também aumento da dureza na
superficie de sua estrutura, sem provocar ruptura (Muzaffar; Kumar, 2016). As particulas
parecem-se com aquelas observadas em outros trabalhos da mesma natureza (Locali
Pereira; Gongalves Cattelan; Nicoletti, 2019; Ravichandran et al., 2023).

Além disso, é possivel observar microparticulas consideravelmente aglomeradas.

A aglomeracdo é um fendmeno relacionado, entre outros fatores, ao contetdo de
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maltrodextrina. Zhang e colaboradores (2024) reportaram que conteudos de
maltodextrina maiores do que 15% (b. s.) resultaram na formacéo de aglomerados e até
mesmo flocos na secagem em spray dryer devido a alta higroscopicidade desse
polissacarideo. No presente trabalho, a utilizacéo de cerca de 35% de maltodextrina pode
ter contribuido para a formacdo dos aglomerados evidenciados. Além do contetdo de
maltrodextrina no material de parede, a umidade, o tamanho e formato das particulas
influenciam em sua coesividade. Sabe-se que quanto menores as particulas, maior sera
sua area superficial por unidade de massa, aumentando, assim, 0 nimero de pontos de
contato passiveis de interacdo e unido entre elas. De maneira oposta, quanto maiores as
capsulas, menor sera a quantidade de pontos de contato que possibilitariam a interacéo
entre as estruturas, resultando em menor coesividade do pé produzido. Adicionalmente,
superficies rugosas e com dobras oferecem menor area de contato e, portanto, menor
aglomeracdo quando comparadas a superficies lisas e sem dobras (Muzaffar; Kumar,
2016; Zhang et al., 2020). Neste trabalho, os tamanhos de particula encontrados (para a
formulacéo com ferro quelado, 18 um no tempo zero e entre 30 e 275 um no tempo quatro
meses; e para a formulacdo com sulfato ferroso, 40 um no tempo zero, passando a 22 um
apos quatro meses) (Tabela 3) sdo semelhantes aos encontrados por Zhang e
colaboradores (2020), os quais obtiveram seus maiores resultados de coesividade para
formulagBes com pouca ou nenhuma quantidade de isolado proteico de soja. E importante
lembrar que no presente estudo o percentual de isolado proteico de soja empregado foi de
apenas 0,9% (em proporcao, hd maior quantidade de maltodextrina, portanto), conforme
a Tabela 1 (~35% de maltodextrina).

Assim, embora o indice de coesividade entre as particulas ndo tenha sido
efetivamente medido no presente estudo, a aglomeracdo vista nas imagens pode ser
consequéncia da quantidade de maltodextrina das formulacdes e tamanho das particulas
produzidas, aliados a sua configuracdo morfoldgica, isto €, majoritariamente lisas e sem
dobras. E importante notar que, apds 0 armazenamento por quatro meses, foi observada
a presenca de algumas das microparticulas quebradas (Figura 10). Analisando as imagens
é possivel perceber, porém, que essas particulas aparecem de modo bastante pontual,
sendo razodvel assumir que, embora presentes, as particulas rompidas ndo

comprometeriam a retencdo dos nutrientes empregados neste trabalho.
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Figura 8: Imagens obtidas por MEV (aumento de 2.000 e 5.000x) para a formulacdo com ferro
quelado (F1).

F1 - 4 mese 4
18un ENT-18. .89 KV LRAC/FEQ 16pn EHT=10.68 kV LRAC/FEQ
Mag= 2.0 K X I Probe= 58 pA W: 25 mn  Detector= SEl UNICANP Mag= 2.80 KX 1 Probe= 50 pA WD~ 25 am  Detectors SE1 UNICAMP

F1 — 4 meses (5.000x)
2n

F1 - tempo zero (5.000x)

2m EHT=10.08 kV LRAC/FEQ
Mag- 588 KX I Probo- 58 pA WD- 25 nm  Detoctor- SE1 UNICANP Mag- S.@@ K X I Probe- 50 pA Ww- 25 am  Detector- SE1 UNICAMP

EHT-16 .68 kV I.RAC/FEQ

Fonte: Autor (2024).
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Figura 9: Imagens obtidas por MEV (aumento de 2000 e 5000x%) para a formulac¢do com sulfato
ferroso (F2).
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Fonte: Autor (2024).
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Figura 10: Algumas microparticulas rompidas ap0s quatro meses. Formulacdo com ferro
quelado (F1) e sulfato ferroso (F2), aumentos de 2.000 e 5.000x em MEV.
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Fonte: Autor (2024).
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5.3 Retencéo de nutrientes

5.3.1. Ferro

A Tabela 4 mostra a quantificacdo do ferro no tempo zero. Houve melhor retengéo
do ferro nas microparticulas com ferro quelado (45%) em relacdo as microparticulas com
sulfato ferroso (23%). Nimbkar et al. (2023), em sua pesquisa de microencapsulacgéo pelo
método de spray drying, encontraram retencdo variando de 80 a 90%. Sabe-se que a
retencdo se relaciona diretamente com o material de parede utilizado, bem como com as
condicdes de secagem empregadas. Um resultado acima de 70% ¢é esperado para qualquer
composto quando se utiliza 0 método de secagem em questdo (Buchi, 2019; Pratap-Singh;
Leiva, 2021).

A quantidade total de ferro foi avaliada somente no tempo zero, uma vez que 0
conteddo deste micronutriente por grama de amostra ndo € passivel de alteracdo em
termos totais. Sabe-se que a habilidade do ferro em ganhar ou perder elétrons influencia
sua solubilidade e consequente capacidade de absor¢do no intestino delgado. Em
alimentos, o ferro encontra-se predominantemente em sua forma nio-heme (Fe®"),
presente, por exemplo, em produtos vegetais e alimentos fortificados. Trata-se da forma
menos absorvivel deste elemento. O ferro heme (Fe*?), por sua vez, € mais biodisponivel,
mas sO pode ser encontrado em carnes e derivados, assim como em alimentos fortificados.
Tratando-se de otimizacdo da ingestdo e absorcdo de ferro, € muito importante que se

promova a manutencéo do ferro neste estado (Baldelli et al., 2023).

Tabela 4: Quantidade de ferro (tempo zero) na formulagcdo com ferro quelado e com sulfato
ferroso.

Quantidade.
adicionada/esperada  concentracéio (mg de
(mg de ferr'o/g de ferro/g de
Amostra microparticula) microparticula) Retencéo (%)
Ferro quelado 10 4,50 (0,47) 45
Sulfato ferroso 10 2,25 (0,50) 23

Média (desvio-padrédo); n = 3.

Nota-se que, embora a quantidade de ferro adicionada as emuls@es seja a mesma
para ambas as formulagdes, a retencdo de ferro para a formulacdo com sulfato ferroso é
praticamente a metade da retencdo para a formulacdo com ferro quelado. E possivel que,

no momento da preparacdo da emulsdo da formulagdo com sulfato ferroso, parte do
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sulfato ferroso ndo tenha sido completamente dissolvida em agua e tenha se depositado
no fundo do béquer, tendo em vista a diferenca de solubilidade entre este composto e o
ferro quelado: 32,0 g/100 ml de agua para o sulfato ferroso contra 59,0 g/100 de agua
para o ferro quelado (EPA, 2008; CETESB, s.d.). No entanto, sempre foi tentado
aproveitar ao maximo o conteudo residual no béquer.

Conforme explicado na segdo 4.2.3.4, o ferro foi analisado apenas no tempo zero
por mudanga do método inicialmente utilizado. Este método analisa a quantidade do
atomo ferro, mas néo distingue ferro ferroso (Fe?*) de ferro férrico (Fe**). Ao longo do
tempo, pode haver mudancas no estado de oxidacéo do ferro, mas nao na quantidade total
deste elemento, visto que o 4&tomo ferro continua na amostra, independentemente de seu
estado oxidativo. Portanto, pressupde-se que a quantidade de ferro até os 4 meses seja a
mesma. No entanto, 0 método de quantificacdo de ferro serd modificado em estudos
futuros, de forma a identificar os diferentes estados de oxidacao ao longo do tempo.

A quantificacdo utilizada neste trabalho (secdo 4.2.4) ndo é capaz de avaliar o
estado de oxidacdo do ferro empregado, tanto no caso do ferro quelado, quanto no caso

do sulfato ferroso.

5.3.2. Retinol e colecalciferol

Considerando as quantidades de nutrientes empregados neste trabalho, as quais
seguiram as recomendacdes apontadas no paragrafo final da secdo 4.2.1, cada grama de
microparticulas deveria conter, teoricamente, 600 g retinol e 5 pg de colecalciferol. A
quantidade de vitamina D empregada foi bastante reduzida apds o processo de secagem
em ambas as formulagbes: houve, ao longo de quatro meses, retencdo de apenas 14
(formulacdo com ferro quelado) e 3% (formulacdo com sulfato ferroso) do colecalciferol
adicionado na emulsdo. O resultado mais promissor relaciona-se ao retinol, o qual
apresentou retencéo de cerca de 26 (formulagdo com ferro quelado) e 36% (formulagéo
com sulfato ferroso) ao longo do tempo de estudo (Tabela 5).

Fatores como o tipo de embalagem, exposicdo a oxigénio, luz, umidade e
temperatura podem afetar a estabilidade das vitaminas (Edelmann et al., 2016). A
vitamina A apresenta boa estabilidade em atmosfera com nitrogénio e ambientes
refrigerados sem a presenca de luz. (Chavez-Servin; Castellote; Lopez-Sabater, 2008).
Além disso, Yang et al. (2022) encontraram resultados que apontam para uma

estabilidade de vitamina A influenciada pela temperatura, isto €, quanto maior a
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temperatura ao qual este nutriente é exposto, maior é sua degradacdo. Embora no presente
trabalho n&o tenham sido empregadas temperaturas elevadas no preparo das emulsdes, o
calor ao qual as amostras foram submetidas, ainda que de modo breve, na entrada da
camara de secagem pode ter influenciado na perda deste nutriente. Outro fator que pode
ter colaborado para a degradacao foi a utilizacdo do ultrassom no preparo das emulsdes,
método que, ainda que utilizado por tempo reduzido (3 min), pode ter colaborado em
algum grau para a perda evidenciada. Ainda, a exposi¢do da vitamina A a atmosfera
durante o preparo das emulsdes pode ter colaborado para o mesmo efeito.
Temova-Rakusa et al. (2021), em amplo estudo sobre a estabilidade da vitamina
D3 em solugdes aquosas, encontraram boa estabilidade desse nutriente em solventes
organicos (provavelmente pela auséncia de ions hidronio e hidroxilas, participantes em
hidrolises e catalisadores em reacdes de oxidacdo), porém instabilidade em meio aquoso.
Em relacéo ao pH, os mesmos autores apontaram boa estabilidade para a vitamina Dz em
pH acima de 5, apontando uma tendéncia de aumento da estabilidade conforme o aumento
do pH. Tal tendéncia contradiz o comportamento usual para oxidagao: menor estabilidade
em pHs mais elevados. Quanto a influéncia de metais na degradacéo da vitamina D, houve
rapida degradacio independentemente dos ions testados (Fe?*, Cu e Cu?*), sendo os ions
de ferro mais eficientes nesta degradacdo, o que pode justificar a perda evidenciada no
presente trabalho, ja que este elemento foi empregado e encontra-se distribuido por toda

a microparticula, envolvendo as por¢oes hidrofobicas da estrutura.
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Tabela 5: Concentracdo das vitaminas A e D e retencdo na formulacdo com ferro quelado e com sulfato ferroso.

Concentracdo (ug/g de microparticula)

Retinol Colecalciferol
Quantidade Quantidade
adicionada to t2 ts adicionada to t2 ts
Amostra/Retencao (1g/9) (Mo/9)

Formulagdo com b b b
ferro quelado 600 178 (5)* 166 (10) 154 (7)¢ 5 0,81 (0,01)? 0,74 (0,01) 0,69 (0,01)
Retencio (%) 30 28 26 16 15 14

Formulagdo com a b b a a a
sulfato ferroso 600 235 (10) 215 (32) 214 (3) 5 0,14 (0,01) 0,13 (0,01) 0,14 (0,01)

39 36 36 3 3 3

Retencao (%)

Média (desvio-padrédo); n = 3.

Letras diferentes na mesma linha, para cada nutriente, indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Considerando apenas o tempo de armazenamento, isto é, a variagdo do contetdo
das vitaminas efetivamente retidas durante o periodo de estocagem, foram obtidos os
resultados que seguem: para a formulagdo com ferro quelado, houve perda significativa
(p <0,05) da quantidade de retinol ao longo dos quatro meses de armazenagem, embora
numericamente essa diminuicdo tenha sido pouco expressiva, passando de 178 pg/g no
tempo zero para 154 pg/g no tempo final (diminuindo, assim, a retencdo de 30% para
26%). Para a mesma formulagéo, houve diminuigéo da quantidade de colecalciferol entre
0s tempos zero e dois meses, ndo havendo diferenca estatistica em relacdo ao tempo de
quatro meses.

No caso da formulagdo com sulfato ferroso, a perda de retinol foi significativa ao
se comparar 0 tempo zero e dois meses e 0 tempo zero e quatro meses, isto é, para o nivel
de significancia testado, houve perda desse nutriente desde 0 momento p6s-producdo até
dois meses de armazenamento, ndo havendo diferenca estatistica entre dois meses e 0
final do estudo. Para o colecalciferol, ndo houve diminuicdo da quantidade retida
considerando todo o periodo do teste (quatro meses).

E interessante observar que a quantidade de colecalciferol resultante da anélise
cromatografica difere bastante entre as formulacGes com ferro quelado e com sulfato
ferroso. Como a quantidade desta vitamina é muito pequena, torna-se consideravelmente
dificil, no momento da pesagem, retirar a por¢cdo desejada de seu recipiente de
armazenamento. Adicionalmente, superada esta etapa, com a pesagem da quantidade
correta na balanca analitica, o momento da transferéncia deste ingrediente para
incorporacdo & emulsdo pode ter sido critico em termos de perda mecénica deste nutriente.

Ainda assim, nota-se que, para ambas as formulacgdes, houve, de maneira geral,
pouca perda de colecalciferol ao longo do tempo, ou seja, houve boa preservacao desta

vitamina durante 0 armazenamento, uma das principais metas deste estudo.

5.3.3. Acido ascérbico

A quantidade retida de &cido ascorbico na formulacdo com sulfato ferroso foi de
cerca de 15%, ndo havendo diferenca estatistica entre a quantidade deste nutriente desde
0 momento da producéo do pé fortificado até o final dos quatro meses de estudo (Tabela
6).
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Tabela 6: Quantidade de acido ascorbico (mg/g de microparticula) e retencéo na
formulacdo com sulfato ferroso

Concentracdo (mg/g de microparticula)

Quantidade adicionada

(mg/g de to tr
microparticula) ts
Formulag&o com
sulfato ferroso o5 3,702(0,27) 4,05%(0,12) 3,85%(0,20)
Retencao (%) 15 16 15

Média (desvio-padrdo); n = 3.
Letras diferentes na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A vitamina C, além de ser uma das mais sensiveis ao calor, € instavel na presenca
de oxigénio e agentes como luz, pH (mais bem conservada em faixas acidas de pH) e a
presenca de ions metalicos podem influenciar sua degradacéo. Sua estrutura é facilmente
modificavel quando exposta a ambientes desfavoraveis em termos dos elementos citados
(Yanetal., 2021; Burch, 2011). Alguns estudos sugerem que a simples adi¢do de vitamina
C a emulsdo a ser seca ndo basta para a protecdo deste nutriente, apontando para a
necessidade de incorporacdo de outros materiais na fase aquosa, tais como gomas e
polimeros em gel (Comunian et al., 2022; Abbas et al., 2012). Sameh et al. (2012)
evidenciaram a migracdo de vitamina C para a superficie das microparticulas, mesmo na
secagem de emulsfes de camada dupla. Em adicdo, Tian Xiang e Li (2021) ao
empregarem, por exemplo, goma xantana em suas emulsdes, conseguiram proteger
ingredientes hidrofilicos na estrutura da microparticula por eles produzida. No presente
trabalho, o0 emprego de vitamina C sem a adi¢do de agentes protetores pode ter impactado
sua perda, deixando as moléculas deste nutriente expostas aos fatores de degradacédo

previamente mencionados.

5.3.4. Quantidade de p6 a ser adicionada em alimentos e limitacdes do estudo

Considerando a quantidade de ferro retida neste estudo, para alcancar a
recomendacdo diaria desejada, seria necessario adicionar cerca de 2 g de p6 da
formulacdo com ferro quelado e 4 g da formulagdo com sulfato ferroso a cada porcéo de
25 g de snacks expandidos, considerando os objetivos iniciais deste estudo (sec¢do 4.2.1).
Com estas quantidades, para a formulacdo com ferro quelado, obter-se-iam 57 e 31% da
quantidade recomendada para as vitaminas A e D, respectivamente. Para a formulagéo
com sulfato ferroso, obter-se-iam 159, 12 e 68% das quantidades recomendadas para as

vitaminas A, D e C, respectivamente.
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Em relacdo a quantidade de vitamina A retida, para alcancar a recomendacéo
diéria, seriam necessarios 3,9 g de p6 da formulagdo com ferro quelado e 2,8 g de p6 da
formulacdo com sulfato ferroso. Neste cenério, e em relacdo aos demais nutrientes, seriam
obtidos para a formulacdo com ferro quelado 175 e 54% das quantidades de ferro e
vitamina D, respectivamente; e, no caso da formulacdo com sulfato ferroso, seriam
obtidos 8% (vitamina D), 43% (vitamina C) e 63% (ferro) da recomendacdo indicada.

Colocando a vitamina D como referéncia, e considerando sua retencdo neste
estudo, seriam necessarios 7,2 g de p6é da formulacdo com ferro quelado e 35,7 g da
formulacdo com sulfato ferroso. Assim, em relacdo ao restante dos nutrientes, seriam
obtidos para a formulacdo com ferro quelado, respectivamente, 326 e 186% das
quantidades recomendadas de ferro e vitamina A; para a formulacdo com sulfato ferroso,
seriam obtidos 804, 1276 e 550% das quantidades recomendadas de ferro, vitamina A e
vitamina C, respectivamente.

Para obter a quantidade desejada de nutrientes, a emulsdo que alimentou a cAmara
de secagem deveria conter cerca de 4x mais retinol e de cerca de 6 a 50x mais
colecalciferol, considerando os resultados para a formulacdo com ferro quelado e sulfato
ferroso, respectivamente. Em termos de custos, e levando em conta somente a importancia
dispendida com essa matéria prima, esses dados significariam um incremento pequeno
por grama de microparticula produzida. Isso porque o ingrediente critico para a producao
do pé fortificado seria o colecalciferol, o qual, embora possua preco cerca de 40x
superior, é utilizado em pequena quantidade comparado a quantidade empregada de
vitamina A, impactando minimamente o custo do p6 produzido.

Vale lembrar que, considerando a fonte de ferro, a formulagdo com ferro quelado
apresenta custo mais elevado do que a formulacdo com sulfato ferroso. Isso porque, por
si s0, o ferro quelado em p6 tem maior custo em comparacdao com o sulfato ferroso em
po (preco por grama cerca de 60x mais caro). Aliado a esse fato, para que seja atingida a
recomendacéo diaria deste mineral, € necessaria a adicdo de maior quantidade do po de
ferro quelado do que de sulfato ferroso, pois o percentual do elemento ferro naquele é de
cerca de apenas 20%, enquanto neste ultrapassa os 90% (ver ANEXO 1).

E possivel perceber, assim que, apesar de resultados positivos em termos de
atividade de agua, umidade, homogeneidade do processo de secagem e morfologia das
microparticulas, a perda dos nutrientes adicionados pode apresentar-se como fator
impeditivo para a coencapsulagdo aqui proposta. As evidéncias apontam para uma

necessidade de melhorias no preparo das emulsdes que alimentardo o spray dryer, visto
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que as diminui¢cBes mais notaveis da quantidade de nutrientes tomam lugar entre o
momento da adicdo destes ingredientes a emulsdo e sua respectiva secagem. Sugere-se
que a quantificacdo de todos os nutrientes seja realizada ndo s6 no pé fortificado, mas
também durante a producdo das emulsdes e, possivelmente, nas matérias-primas
utilizadas, viabilizando o rastreio de pontos criticos de perda ou degradacéo,
principalmente das vitaminas. No caso do ferro a analise de seu estado de oxidagéo
também é sugerida, uma vez que este pode ser parametro critico na absorcao do elemento
ao ingerir-se o produto no qual o po fortificado possa vir a ser aplicado. E interessante,
também, avaliar a possibilidade de adicdo de agentes protetores dos componentes

hidrofilicos da particula, como as gomas, por exemplo.
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6 CONCLUSOES

O rendimento da secagem mostrou resultados dentro do esperado. Os resultados
das analises de atividade de agua e umidade encontram-se dentro dos parametros de
prevencdo as reacgdes fisico-quimicas e do crescimento microbiologico, o que indica
estabilidade de ambas as formulagcdes quando se trata destes atributos. O tamanho de
particula avaliado indicou homogeneidade no processo de secagem para ambas as
formulagGes. Para a formulagdo com ferro quelado, houve aumento do didmetro das
particulas ao longo dos quatro meses de armazenamento, fato que pode ser explicado pela
formacdo de aglomerados. A microscopia eletronica de varredura corrobora essa
possibilidade. Notou-se, porém, a formacdo de aglomerados também para a formulagéo
com sulfato ferroso. Além disso, sob o microscépio eletrébnico de varredura, as
microparticulas apresentaram, de modo geral, aparéncia lisa, com pouca rugosidade.
Adicionalmente, ndo apresentaram, em sua maioria, ruptura mesmo ap0s quatro meses de
armazenamento. Em relacdo a retengdo, houve perda expressiva de colecalciferol e a
retencdo maxima dos nutrientes foi de 45% para o ferro presente no ferro quelado.
Durante a producdo da emulsdo, fatores como exposicdo a luz e oxigénio ambientes
podem ter contribuido para a degradacédo deste componente. Além disso, pode ter havido
perda mecanica, ja que a quantidade utilizada torna dificil a pesagem deste nutriente. Ao
longo do tempo, as microparticulas apresentaram, de modo geral, pouca ou nenhuma
perda significativa dos nutrientes. Esta preservacdo, porém, pode ndo ser capaz de
compensar a perda de vitaminas quando comparamos a quantidade adicionada na emulséo
ao teor quantificado no pd. Concluindo, a coencapsulagdo de nutrientes é tarefa complexa,
pois exige que as fragilidades de cada componente adicionado sejam identificadas e
contornadas. Ao se trabalhar com elementos de naturezas tdo diversas (no caso deste
estudo, o ferro, um elemento hidrofilico e passivel de oxidacédo, junto das vitaminas A e
D, componentes hidrofobicos e sensiveis a elementos como luz, oxigénio e temperatura
elevada), o desafio torna-se ainda maior, visto que a estrutura da microparticula produzida
deve ser capaz de protegé-los da interacdo com ambiente e da interacdo entre eles, sem
perder de vista a liberacdo controlada, uma das caracteristicas mais valiosas dos métodos
de encapsulacdo de nutrientes. Por ébvio, ndo é possivel contemplar todas as exigéncias
de manutencg&o dos ingredientes utilizados. Ainda assim, é importante ter em vista que
ajustes podem ser feitos para otimizar sua preservacao, chegando-se a um balanco que

viabilize a utilizagdo das microparticulas de modo benéfico e vantajoso.
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APENDICE A — TESTES PRELIMINARES

Foram realizados testes preliminares com o intuito de avaliar o comportamento
dos componentes, em termos visuais, das duas formulagfes propostas (Quadro 1A)

durante a formacdao de suas respectivas emulsdes.

A.1 MATERIAL E METODOS

A.1.1 Correcdo de pH

Os testes preliminares foram iniciados com a investigacdo da necessidade de
correcdo do pH (ajuste para 7,0) da solucdo de isolado proteico de soja ap0s a adicao da
fonte de ferro. Salienta-se que um abaixamento de pH se faz necessario para a formulacao
com ferro quelado, ja que, ao ser adicionado o ferro, a solucdo apresenta pH em torno de
7,8. A formulacdo com sulfato ferroso, por outro lado, necessita de aumento de pH devido
a presenca de acido ascorbico, o qual diminui substancialmente o pH (para préximo de
3,2) ao ser adicionado ao meio.

Para tal investigacéo, cada formulagdo subdividiu-se em duas variagdes: com e
sem correcdo do pH (para 7,0) da solucdo de isolado proteico de soja apés a adicdo da

fonte de ferro. Assim, quatro versdes de emuls6es foram produzidas, sendo:

a) F1 (ferro quelado + retinol + colecalciferol) com ajuste de pH para 7,0;

b) F1 (ferro quelado + retinol + colecalciferol) sem ajuste de pH (~7,8);

c) F2 (sulfato ferroso + acido ascorbico + retinol + colecalciferol) com ajuste de pH
para 7,0;

d) F2 (sulfato ferroso + &cido ascérbico + retinol + colecalciferol) sem ajuste de pH
(~3,2).

A investigacdo do efeito do pH nas formulagdes, mais especificamente na solugéo
de isolado proteico de soja apos a adi¢ao de ferro, fez-se necessaria pelo aparecimento de
grumos no momento da adi¢do de acido acético para abaixamento do pH (no caso da
formulacdo com ferro quelado) ou no momento da adi¢do de sulfato ferroso + &acido
ascorbico (no caso da formulacdo com sulfato ferroso). A Tabela A1 mostra a quantidade

e porcentagem de cada componente adicionado na emulséo.
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Tabela Al: Componentes de F1 (a— com ajuste de pH e b — sem ajuste de pH) e F2 (c —
com ajuste de pH e d — sem ajuste de pH).

F1 (a, b) F2 (c, d)
Componente Qtde. (9) percentual (%) Qtde- (@)  Percentual (%)
Agua 54,10 56,00 54,10 56,39
Maltodextrina 34,10 35,30 34,10 35,55
Oleo de girassol 5,00 5,18 5,00 5,21
Ferro quelado 2,50 2,59 - -
Sulfato ferroso - - 0,57 0,60
Acido ascorbico - - 1,26 1,31
Isolado proteico de soja 0,90 0,93 0,9 0,94
Retinol 0,19 0,20 0,19 0,20
Colecalciferol 0,00024 0,00025 0,00024 0,00025

A.1.2 Microscopia Optica das emulsdes

Com o intuito de levantar informacdes sobre a formacdo adequada das emulsdes
testadas, o tamanho das gotas de 6leo em cada formulacéo foi investigado capturando-se
imagens das amostras de cada emulsdo preparada. As imagens das emuls@es foram feitas
logo apds seu preparo. Para a avaliacdo e captura das imagens foi utilizado um
microscopio optico (Olympus, CX31), com lente objetiva de aumento de 100x e camera
digital (Olympus, SC30) acoplada. Os diametros de 300 gotas de 6leo foram medidos a
partir das imagens, aleatoriamente, com o auxilio do software Image-Pro Plus 6.0. Para
determinar o tamanho médio das gotas foi feita uma média aritmetica simples das

medicdes realizadas nas gotas para cada formulacédo investigada na secdo A.1.1.
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A.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
A.2.1 Correcdo de pH

A avaliacdo das emulsGes com e sem correcdo de pH foi motivada pela percepcao
da presenca de grumos ao adicionar-se acido acetico (formulacdo com ferro quelado) ou
acido ascorbico (formulacdo com sulfato ferroso) a solucéo de isolado proteico de soja.
A Figura A1l mostra a adi¢éo de &cido acetico (formulagdo com ferro quelado) a solugéao
de proteina e consequente formacgdo de grumos na solugdo, porém o mesmo efeito foi
notado para a formulacdo com sulfato ferroso (a qual contém acido ascérbico) no
momento da adi¢do do acido a solucéo de isolado proteico de soja. A diferenca é que,
para esta, 0 abaixamento do pH nao se fez necessério, ja que, ao inserir 0 &cido ascérbico
no sistema, o pH caiu de 11 para cerca de 3,2. A correcdo de pH (para 7,0), portanto, foi
feita adicionando-se solucdo de NaOH (3M). A Figura Alb traz a aderéncia de grumos a

parede do béquer apds agitacdo inicial leve.

Figura Al: F1 - formacdo de grumos ao adicionar-se &cido acetico a solucédo de
isolado protéico de soja (a) grumos na parede do béquer (b) solucéo ja sem grumos

apo6s completa agitacao (pH 7,0) (c). |
LS '_‘( ‘ ' |

Fonte: Autor (2023).L

Notou-se, porém, que, apos agitacao, os grumos se desfazem, tornando a solugédo
em guestdo aparentemente homogénea (Figura Alc). Segundo Damodaran e Paraf (2017),
ao afastar-se do ponto isoelétrico, as proteinas passam a apresentar carga, fazendo com
que haja repulsdo eletrostatica e hidratacdo iGnica com consequente aumento da
solubilidade. E possivel que a formagao inicial de grumos tenha se dado pela aproximagao
do pH do meio do ponto isoelétrico do isolado proteico de soja (em torno de 4,0 (Freitas;
Albano; Telis, 2017) na regido onde foi inserido o &cido. Ao proceder-se com a agitacéo,
houve uma melhora na distribuicdo dos acidos, homogeneizando o pH da solucéo e,
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consequentemente ocorrendo o afastamento do ponto isoelétrico da proteina de soja,
desfazendo, assim, 0s grumos.

Solucionada a questdo da formacgéo de grumos na solugéo de isolado proteico de
soja, prosseguiu-se com a adi¢do do restante dos componentes das formulacgdes, de modo
a produzir as emulsdes e avaliar o aspecto final das mesmas. A Figura A2 mostra as
emulsdes finais das quatro variacOes estudadas (formulacdo com ferro quelado com
correcédo de pH (a), formulacdo com ferro quelado sem correcéo de pH (b), formulagéo
com sulfato ferroso com correcdo de pH (c) e formulacdo com sulfato ferroso sem
correcdo de pH (d)).

Nota-se que, visualmente, as emulsdes da formulagédo com ferro quelado (a e b,
F1) apresentaram 0 mesmo aspecto. Além disso, seu pH final foi semelhante (7,2 para a
emulsdo a e 7,4 para a emulsdo b). Ja para a formulacdo com sulfato ferroso (F2), o pH
impactou substancialmente a coloracdo da emulsdo: a emulsdo na qual se corrigiu o pH
(aumentando-o para 7,0) apresentou uma coloracdo roxo escuro (cl1 e c2), enquanto a
emuls@o sem correcdo de pH apresentou coloracdo esbranquicada e pH 3,4 (d1 e d2).
Além disso, a emulsdo d parece ndo ter ficado tdo homogénea quanto a primeira,

apresentando pequenos grumos ao final da sonicacéo.

Figura A2: Visao lateral do béquer (F1 com correcédo de pH (al); F1 sem correcéo
de pH (bl); F2 com correcdo de pH (cl1); F2 sem correcdo de pH (d1)) e visdo
superior do béquer (F1 com correcédo de pH (a2); F1 sem correcdo de pH (b2); F2
com correcdo de pH (c2); F2 sem correcdo de pH (d2)).

» r R

Fonte: Autor (2023).
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A.2.2 Microscopia optica das emulsdes

A Figura A3 apresenta as imagens obtidas na microscopia Optica das emulsdes e
traz os tamanhos de goticula das emulsdes avaliadas.

Figura A3: Tamanhos de goticula de F1 com corre¢édo de pH (a), F1 sem correcdo de pH (b), F2 com correcédo de
pH (c), F2 sem corregéo de pH (d).

2,08 + 0,33 pm

Madir

1,73 £ 0,27 pm

Madhificati

4,44 £ 1,07 ym

Machification

3,84+ 0,83 um

Madnificati

Fonte: Autor (2023).

Para as quatro variacOes, é possivel perceber que ha formacdo da emulsdo com
tamanho de goticulas razoavel, fator que ndo impediria a etapa subsequente de secagem
em spray dryer. Diversas publicaces mostram tamanhos de gotas de 6leo em uma faixa

ampla, de 3 até mais de 100 um, dependendo do equipamento utilizado (Muruganandam
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etal., 2018; Zhang et al., 2021; Locali-Pereira, 2020; Zhai et al., 2022), para producéo de
emulsoes.

As variagbes com ferro quelado ndo apresentaram diferenca expressiva, tanto
visualmente (como visto na se¢do 5.1), quanto na microscopia Optica. Dessa forma,
optou-se por manter a metodologia proposta por Locali-Pereira et al. (2021), a qual prevé
a etapa de correcdo do pH de 11 para 7 na solucdo de isolado proteico de soja. Segundo
(Jiang; Wang; Xiong, 2018) as proteinas provenientes de leguminosas em geral sdo
geralmente pouco solGveis em &gua, 0 que prejudica suas propriedades tecnoldgicas,
como a emulsificante. Para que as propriedades funcionais das proteinas sejam
melhoradas, sdo necessarios tratamentos, como por exemplo o tratamento com &cidos ou
alcalis. Proteinas globulares, como as da soja, ao receber este tipo de tratamento,
aumentam a repulsdo intramolecular devido ao acumulo de cargas de sua estrutura,
tornando-se mais flexiveis (Goto; Fink, 1989). Estes ajustes de forca i6nica tanto dentro
quanto entre as moléculas podem otimizar as propriedades funcionais das proteinas
(Jiang; Xiong, 2013). Mais especificamente, uma suspensdo proteica submetida a
condicdes altamente acidas ou alcalinas faz com que as proteinas se descobrem. Se
mantida nestas condicdes por certo periodo e entdo submetida a condigdes de
neutralidade, a estrutura proteica pode aumentar de forma substancial sua solubilidade,
bem como suas propriedades emulsificantes. Isso ocorre porque, ao afastar a proteina de
seu ponto isoelétrico, o complexo proteico se separa em suas subunidades constituintes,
as quais sdo mais solUveis em agua. Apds o tratamento alcalino, ja em pH proximo da
neutralidade (entre 6 e 7), a solubilidade do isolado proteico de soja aumenta em duas
vezes e meia. Este efeito € mais pronunciado em solucdes com baixas concentracdes de
sais. Neste processo, redes proteicas unidas por pontes dissulfeto sdo formadas, tendo,
estes, papel importante na estabilidade de emulsGes 6leo em agua (Jiang; Xiong; Chen,
2011).

A metodologia proposta por Locali-Pereira et al. (2021) também foi mantida para
a formulacdo com sulfato ferroso (com sulfato ferroso), visto que a emulséo se apresentou
visualmente mais homogénea com a corre¢do do pH, como descrito por aqueles autores.

Além disso, Temova Rakusa et al. (2021) encontraram boa estabilidade da
vitamina D3z em valores de pH > 5 em solugbes aquosas. Por outro lado, os mesmos
autores apontam que seu trabalho contradiz publicacfes que apontam menor estabilidade
em pHs alcalinos (Combs; Mclung, 2022; Eitenmiller; Ye; Landen, 2008; Fanali et al.,
2017).
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Dessa forma, o pH préximo de 7 pareceu ser uma boa alternativa quando se avalia
a possibilidade de manutencéo das vitaminas adicionadas como nutrientes neste trabalho,
tornando as formulagdes promissoras quanto a estabilidade dos mesmos.
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ANEXO 1 - LAUDOS TECNICOS

Este Anexo apresenta os laudos técnicos do fabricante dos seguintes materiais utilizados
na execucgdo deste projeto: ferro quelado (Laudo 1), sulfato ferroso (Laudo 2), retinol

(Laudo 3), colecalciferol (Laudo 4) e &cido ascorbico (Laudo 5).
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Laudo 1 - Ferro quelado

MASE PRODUTOS QUIMICOS E FARMACEUTICOS LTDA.
RUA DO GRITO,268/274-CEP:04217-000-IPIRANGA-SAQ PAULO-8SP
FONE/FAX: (11) 2272-0872 ~ 0800 7700557 - Site: waw.mase.combr - E-mail: mase@mase.com.br

Aut Funcionamanto 1.02 281.2/ Aut. Especial 1.20360-7
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_Laud

2 = __S.ulfato ferroso

R s L 150
- Paprarsy € pranilie el % wo{
™ = kT - deje =
R S S O rf_‘ | ‘;\Q‘L
CLN R o 0@(19
DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE FAB.: 01/05/2021
VAL, : 30/04/2024
BOLETIM TECNICO Origem :
Cliente PEDIDO 938973 CREUSA MANZALLI & TOLEDO LIMITADA - EPP Canton
PRODUTO Lote Fabricante :
SULFATO FERROSO PO SECO U.S.P. 40 210369
LOTE FORMULA P.M. CHAVE AUTENTICIDADE
256663 FeS30,.xH,0 151,92 | OCEHE-FFZFW-YZPJQ-LJKIR
Informagdes Adicionais :
* Resultados transcritos segunde laude do fabricante
TESTES LIMITES RESULTADOS
01 CARACTERISTICAS Pé fino, verde-acinzentado ou bege, de acorde
inodore
02 IDENTIFICAGAO Positiva positiva
03 + ARSENIO max. 03ppm < 03ppm
04 * CHUMBO max. 0,001% < 0,001%
05 * MERCURIO max. 03ppm < 03ppm
06 TEOR 86,0 - 89,0% 87,44%
DATA EMISSAC ANALISTA RESPONSAVEL RESULTADO
19/10/2022 GIOVANA IZILDA MORELLI - CRF/SP 9371 APROVADO

CERTIFICADO EMITIDO VIA SISTEMA INTEGRADO COM APROVAGAO ELETRONICA
Pagina 01 de 01
Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda.
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Laudo 3 - Retinol

CERTIFICADO DE ANALISE

| INFORMAGOES DO PRODUTO
Produto..: VIT. AACETATO PO 500.000 UI/G ~ _Cédigo..: 079400.000100

‘Origem..: CHINA -~ —a Procedéncia... BRASIL —

Lote Interno..: PURI025870 L _Lote do Fabricante..: 5111-2303003

'Fabricag3o : 08/03/2023 < : Validade : 07/03/2025 ~

Peso Molecular : 328 , _____Formula Molecular : C22H3202

'DCB : 07694 ~ : |CAS : 127-47-9 — 2
Categoria Terapeutica : VITAMINA : Parte Utilizada : N&o Aplicavel

Nome Cientifico : N&o Aplicavel _|Familia : Nao Aplicavel 5
Ordem de Producéo : 02587001001~ Data de Anélise : 22/11/2023

Data de Emissdo : 15/12/2023 Nota Fiscal : 000308858

e . __Andlises e

Ensaio Especificagio Resultado

e e G s s 10 % S D i1 Sl

| IDENTIFICACAG - Wy | ATENDE A ENSAID DE SUBSTANCIAS RELATADAS  Briiind RN
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TEGTE CORRESPONDENTES AS QETIUAS COM A SOLLCAD REFERENCIA.
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e s fire SR 0 A S
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REFERENCIAS / OBSERVAGOES
0BS. 1: RESULTADOS DE ACORDO COM ANALISES REALIZADAS NO LABORATORIO DE CONTROLE DE QUALIDADE GEMINI

Gemini Industria de Insumos Farmaceuticos Ltda R www.purifarma.com.br

Matriz - Goias Bilial 1 . Qin Rarnarda da Mamna EHial & G&ea Dasidn
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Purifarma
CERTIFICADO DE ANALISE
: INFORMAGOES DO PRODUTO
Produto... VIT. AACETATO PO 500.000 UI/G Cédigo..: 079400.000100
Origem... CHINA Procedéncia... BRASIL
Lote Interno..: PURI025870 ~ Lote do Fabricante..: §111-2303003
- Fabricacao : 08/03/2023 Validade : 07/03/2025
Peso Molecular : 328 | Formula Molecular : C22H3202
DCB : 07694 CAS : 127-47-8
‘kggtgg_ori_a Terapeutica : VITAMINA Parte Utilizada : N&o Aplicavel
'Nome Cientifico . Nao Aplicavel _ Familia : Nao Aplicavel
?;_Qrd_e_m de Produgéo : 02587001001 Data de Andlise : 22/11/2023
'Data de Emiss&o : 15/12/2023 Nota Fiscal : 000308858

REFERENCIAS / OBSERVACOES

{BP 2023 / DESENVOLVIMENTO LOCAL).
OBS. 2 CHUMBO, MERCURIO, CADMIO, TAMANHO DA PARTICULA, RESULTADO TRANSCRITO DO LAUDO DE ANALISE DO
FABRICANTE (METODOLOGIA DO FABRICANTE).

OBS. 3 PERDA POR SECAGEM, ARSENIO E ANALISE MICROBIOLOGICA REALIZADO DE ACORDO COM ORIENTACAO DO
FABRICANTE.

CONSERVACAQ: FOTOSSENSIVEL, HIGROSCOPICO, SENSIVEL AD AR. CONSERVAR MAXIMO 25°C.

RESULTADO FINAL
{ X } Aprovado
{ ) Reprovado

SERVICO DE ATENDIMENTO GEMINI
Email - sacgo@purifarma.com.br - 0800 0268 826

Dra. Ld€i3n4 Péreira
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Laudo 4 - Colecalciferol

1412
Ritesg SM EMPREENDIMENTOS o i
v
ok
; ? ﬁﬂ:’j 1 o~
CERTIFICADO DE ANALISE

Insumo: Vitamina D3

Lote Interno: 23126-B008-200391 Lote Fabricante: CH23051004

Data de Fabricacao: 08-05-2023 Data de Validade: (7-05-2025

Origem: China Procedéncia: China

Data de Analise: 26-10-2023 Ordem de 200391

Fracionamento:

Condigoes de >

Armasenamento: Temperatura Geladeira

DCB: 02569 DCI: COLECALCIFEROL

CAS: 67-97-0 Peso Molecular: 384.64

Formuia Molecular: C27H440

! - Produto cristalizado consiste em 40.000.000 IU/G

Observagdes: »

Testes Especificacbes Resultados Unidade Referéncias

Solubilidade * Soluvel em Aéicooi'. em cloroférmio e em bleos Coriforme USPNF - 2023
gordurosos; Insoltivel em agua.

Pornto de fusao * Em torno de 85 84,1 C USPNF - 2023

identif cacéo > A: IV - O espectro da amostra esta de acordo Conforme USPNF - 2023
com ¢ do padréo.

ldentificagéo * B: UV - Absortividade nao difere mais que 3.0.  [045 USPNF - 2023

Igsntificacks * C: HPLC - O tempo de retengfo da amosta Cortorme USPNE - 2023
corresponde ac tempo de retengdo do padrag.

Rotagéo especifica * +105a+112 +106.00 ¢ USPNF - 2023

Solvente residual (CG) * [Metanol <= 3000 12495 ppm USPNF - 20238

Solvente residual (CG} * Hexano <= 290 36,55 ppm USPNF - 2023

Sotvente residual (CG) ™ Formiato de metila <= 100 Nao detectado ppm LUSPNF - 2023

Solvente residual (CG) *  |Acetona <= 5000 Néo detectado ppm USPNF - 2023

Solvente residual (CG) * Trietilamina <= 5000 N&o detectado ppm USPNF - 2023

Teor (HPLC) * 897.02103,0 98,53 Yo USPNF - 2023
38.800.000 a 41,200.000 39.412.000 Ullg USPNF - 2023

Teste adicional

Densidade aparente * informativo (Sem compactagéo) 0.28 g/mb MG FB - Vi

Arsénio ” <m 1 Ndo detectado ppm Fabricante

Deserigdo * informativo P6 branco. MG FB - VI

Metais pesados (Pb) <= 10 <10 ppm Fabricante

* Resultados obtidos em andlises realizadas no Laboratério de Controle de Gualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante
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audo 5 - Acido ascorbico
. SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

o

CERTIFICADO DE ANALISE

042 &0

Insumo: Vitamina C Po - Data de Anélise: 24-08-2023

Lote Interno: 23F05-B056-104986 ~ Lote Fabricante: 1122066034 -

Data de Fabricagao: 12-06-2022 Data de Validade: 11-06-2025

Origem: China Procedéncia: Brasil

Condigdes de g Ordem de

Armazenamento: Temperatura até 25°C Fracionamento: T05om0

DCB: 00104 DCI: ASCORBIC ACID ~

CAS: 50-81-7 7 Peso Molecular: 176,1232

Formula Molecular: CeHBOS6

Testes Especificagoes Resultados Unidade Referéncias

Descrigao * Po cristalino, branco ou quase branco, ou cristais Confeirig EP - 11
incolores,

Solubilidade * Facilmente solovel em agua, Ligeiramente Conforme EP - 11
soltvel em etanol 96%.

Ponto de fuséo * Em torno de 190 (Com decomposi¢ao) 1904 «C EP - 11

SRR AEN A: UV - Absorgdo maxima em 243 nm, e -
antific i ot : P-11

SR absorbancia especifica de 545 a 585. s R

Identificagéo * B: IV - O espectro da amostra esta de acordo Conforme EP - 11
com o do padréo.

Identificagéo * C: pH de 2.1 - 2,6 (Solugdo 5%) 2,43 EP - 11

Identificagao * D: Cotlorimétrica - Um precipitado cinza é Conforme EP . 11
tormado.

Aparéncia da solucao * A solugao @ limpifjag nao mais intensarmente Conforme EP - 11
colorida que a solugdo referéneia BY?7.

Rotagdo especifica * +20.5a +21,5 +20,69 " EP- 11

impureza E * <= 0,2 Conforme % EP - 11

Cinzas sulfatadas * <= 0,1 0,04 %o EP- 11

Substanf:ias relacionadas Impureza C <= 0,15 Néo detectado Yo EP - 11

{(HPLC)

Substéncias relacionadas Impureza D <= 0,15 Nao detectado % EP - 11

(HRLC)

?};}55?00@5 relacionadas | cezas nao especificadas <= 0,10 Néo detectado % EP- 11

i /

?}(;Sls“té}n*céas relacionadas impurezas totais exceto Ce D <= 0,2 Néo detectado Y% EP - 11

Ferro o 2 Conforme ppm EP - 11

Cobre <=5 Conforme ppm EP - 11

Teor * 88,0 - 100,5 100,18 % EP - 11

Solvente residual (CQ) *  |Metano!l <= 3000 582,92 ppm EP - 11

Testes microbioldgicos

Contagem total de ; ;

hactirise™ <= 1000 < 10 UFC/g {Fabricante

Fungos e leveduras * <= 100 <10 UFC/g  |{Fabricante

Escherichia coli * Ausente Ausente Fabricante

Salmonella * Ausente Ausente Fabricante

Stanhvioeacous aureus * Ausents Ausente Fabricants
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SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

A

CERTIFICADO DE ANALISE

Insumo: Vitamina C Po Data de Analise: 24-06-2023
Lote interno: 23F05-B056-104986 Lote Fabricante: 1122066034
Data de Fabricacao: 12-06-2022 Data de Validade: 11-06-2025
Origem: China Procedéncia: Brasil
Condigoes de " Ordem de
Armazenamento; Temperatura até 25°C Fracionamento: 1R
DCB: 00104 DCH: ASCORBIC ACID
CAS: 50-81-7 Peso Molecular: 176,1232
Farmula Molecular: C6HBO6
Testes Especificacoes Resultados Unidade Referéncias
Testes adicionais
Densidade aparente * Informativo (Sem compactagéo) 1,12 g/mbL MG FB - Vi
Cadmio <= 08 Conforme mg/Kg |Fabricante
Chumbo <= 0,5 Conforme mg/Kg  |Fabricante
Arsénio <«=1,0 Conforme mg/Kg  |Fabricante
Merctrio <= 0,1 Conforme mg/Kg |Fabricante
Tamanho das particulas  |>= 85 passa na malha 20 100 % Fabricante
Tamanho das particulas  |<= 30 passa na malha 100 12,2 % Fabricante
pH * 2.4 - 2,8 (Solugéo 2% em agua) 262 Fabricante
Perda por dessecaglo *  |<=04 0,18 % Fabricante
Atividade de agua ™ <= 0,6 0,4379 aw MG-FQ/149
* Resultados obtidos em anélises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENGIMEN]QS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais
N e i g
foram transcritos conforme certificado de andlise do fabricante. ; ’f 2tirdm I N
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