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RESUMO

O ferro constitui um dos elementos traco essencial da nutrigdo humana.
Dado ao elevado percentual de individuos deficientes em ferro, tem ocorrido
grande interesse no estudo do potencial de novos peptideos quelantes de metais,
0S quais, ao serem disponibilizados como suplementos alimentares apresentem
estabilidade e biodisponibilidade do mineral. Este projeto teve como objetivo
avaliar a bioacessibilidade e biodisponibilidade do ferro complexado a peptideos
(ativo), das microparticulas contendo ativo e das formulacbes contendo as
microparticulas. Os peptideos de baixo peso molecular foram obtidos a partir das
proteinas do soro de leite hidrolisadas com alcalase®. Para compor o ativo foram
estudadas diferentes proporcdes de peptideos para ferro, para a formacdo de
complexos Fe-peptideo, assim como o material de parede. As microparticulas
foram obtidas pela técnica de spray drying tendo como material de parede a
maltodextrina e a polidextrose. As misturas secas para bebidas, contendo
microparticulas com complexos de Fe-peptideos, foram elaboradas nos sabores
de tangerina, morango e chocolate. Todos os complexos, microparticulas e
formulacbes foram caracterizadas e avaliadas quanto a bioacessibilidade e
biodisponibilidade do ferro in vitro, segundo métodos de solubilidade,
dialisabilidade e cultura de células (Caco-2). Foi selecionada a propor¢éao de 10:1
de peptideo: ferro, pois apresentou desempenho desejavel no processo de
disponibilizar o mineral para os diferentes ensaios de bioacessibilidade (93 % de
Fe sollvel, 89% de Fe soluvel ap6s digestdo; 49% de Fe dialisado) e
biodisponibilidade (56 %). O complexo Fe-peptideo apresentou maior solubilidade
(39,12%), bioacessibilidade (19,84 %) e biodisponibilidade (34,85 %) que o sal de
sulfato ferroso (10,17%;12,86%; 9,72%, respectivamente). Foi testada a
otimizacado do método de ARGYRI et al, 2009 através da adaptacdo do método da
digestdo de MINEKUS et al (2014) para o sistema de ARGYRI et al (2009) que
ratificou os resultados obtidos pelo método de digestdo de ARGYRI, para as
diferentes proporc¢des avaliadas neste estudo. O método de ARGYRI se mostrou
preditivo para absorcéo do ferro para o modelo celular com linhagens de Caco-2.
A presenca de acido ascorbico e citrico nas formulagdes de tangerina e morango

contribui para a absor¢cdo do ferro segundo os resultados obtidos para a
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bioacessibilidade (36,76 %; 29,98 %, respectivamente) e estimativa de
biodisponibilidade do mineral (80,53%; 84,13% respectivamente). O sabor
chocolate mostrou desfavoravel a disponibilizacéo do ferro (14,31% Fe dialisado e
33,63% biodisponivel), provavelmente devido a presenca do cacau e goma para
prover a consisténcia viscosa caracteristica da bebida. Tanto as microparticulas

como as formulagdes foram efetivas em disponibilizar o ferro.

Palavras-chave: Fe-peptideo; ativo microencapsulado; bioacessibilidade; Células

caco-2, dialisabilidade.

ABSTRACT

Iron is one of the essential trace elements of human nutrition. Given the high
percentage of iron-deficient individuals, there has been great interest in the study
of the potential of new metal chelating peptides, which, when made available as
food supplements, present stability and bioavailability of the mineral. This project
aimed to evaluate the bioaccessibility and bioavailability of the complexed iron to
peptides (active), the microencapsulated active and the microcapsules containing
the active added to formulations. Low molecular weight peptides were obtained
from whey proteins hydrolyzed with alcalase®. To compose the active, different
proportions of iron peptides were studied for the formation of Fe-peptide
complexes, as well as the wall material. The microparticles were obtained by the
spray drying technique having as a wall material maltodextrin and polydextrose.
Three flavors of dry beverage mixtures containing microparticles with Fe-peptide
complexes were prepared. The formulations were elaborated with tangerine,
strawberry and chocolate flavors. All complexes, microcapsules and formulations
were characterized and evaluated for bioavailability and bioavailability of iron in
vitro, according to methods of solubility, dialysability and cell culture (Caco-2),
respectively. The 10: 1 ratio of peptide: iron was selected because it presented a
desirable performance in the process of making the mineral available for
bioacessibility assays (93 %; 89%; 49%) and bioavailability assays (56 %). The
microencapsulation process of the Fe-peptide complex presented higher solubility
(39,12%), bioacessibility (19,84 %) and bioavailability (34,85 %) than the ferrous
sulfate salt (control sample) for the three assays (10,17%;12,86%; 9,72%
respectively). The adaptation of the digestion method of Minekus et al (2014) to
the system of ARGYRI et al (2009) ratified the results obtained by the ARGYRI
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digestion method, for the different proportions evaluated in this study. The
ARGYRI method was shown to be predictive of iron uptake into the cell model with
Caco-2 strains. The presence of ascorbic and citric acid in mandarin and
strawberry formulations contributes to the absorption of iron according to the
results obtained for the bioaccessibility (36,76 %; 29,98 %, respectively) and
estimation of mineral bioavailability (80,53%; 84,13% respectively) The chocolate
flavor showed unfavorable availability of the iron (14,31% dialysed and 33,63%
bioavailable), probably due to the presence of cocoa and gums to provide the
viscous consistency characteristic of the beverage. Both the microparticles and the
formulations were effective in making the iron available.

Key words: Fe-peptide; microencapsulated active; bioaccessibility; bioavailability;
Caco-2 cell, dialysability
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1. INTRODUCAO

O ferro € um micronutriente essencial para o metabolismo orgéanico e sua
deficiéncia é observada de forma mais acentuada em mulheres em idade fértil e
criancas. A organizacdo mundial da saude (OMS) estima que um terco da
populacdo mundial seja anémica, sendo a maioria por deficiéncia de ferro (DE
BENOIST et al., 2008).

A deficiéncia de ferro pode representar risco de morte para mulheres
anémicas e seus filhos durante o periodo pré-natal, comprometer o
desenvolvimento fisico e mental de criangcas com prejuizo na capacidade de
aprendizagem (SZARFAC, 2010; ZHANG; GHOSH; ROUAULT, 2014) com
reflexos na fase adulta, onde manifestam reducdo na capacidade de trabalho
fisico e produtividade dos trabalhadores manuais (REN et al., 2011).

Os custos gerados pela anemia por deficiéncia de ferro devido a perda da
produtividade fisica tém sido calculados por volta 0.57% do produto interno bruto
em paises de baixa e média renda (WHO, 2016). Tendo em vista que 800 milhdes
de criancas e mulheres estejam afetadas pela anemia, sua reduc¢éo se tornou alvo
de prioridade para nutricdo global projetada para 2025 pela Organizacdo Mundial
de Saude. Principalmente em paises de baixa renda, onde a prevaléncia de
anemia continua a ser elevada (WHO, 2016).

A pesquisa nacional de demografia e saude (PNDS) da crianca e da
mulher de 2006 apresentou que a prevaléncia de deficiéncia de ferro entre
criancas menores de 5 anos no Brasil € de 20,9%, o equivalente a
aproximadamente 3 milhdes de criancas brasileiras. O nordeste, sudeste e sul
sdo as regides que apresentaram as maiores prevaléncias, correspondentes a
25,5%, 22,6% e 21,5% respectivamente. A regido norte (10,4%) e centro-oeste
(11,0%) apresentaram as prevaléncias mais baixas, provavelmente devido a
escassez de dados provenientes dessas regides. Porém, outros estudos
realizados em alguns nichos de diferentes locais apresentaram prevaléncia de
anemia em criancas superior a 50% (SPINELLI et al., 2005; JORDAO;
BERNARDI; BARROS FILHO, 2009; VIEIRA et al., 2007).



A fortificacdo de alimentos se refere & adicdo de elementos tragcos e
vitaminas aos produtos alimenticios. Esta pratica tem como objetivo de melhorar a
sua qualidade nutricional e mesmo tempo proporcionar algum beneficio, com o
minimo de risco a saude da populacdo. Embora a fortificacdo seja considerada
relativamente simples para prevenir a deficiéncia de minerais (HURREL, 2002) e
adotada em muitos paises, ainda é um grande desafio para industria alimenticia.
Em relacdo ao ferro, as dificuldades sdo referentes a biodisponibilidade do
mineral, estabilidade oxidativa e também alteracdes sensoriais dos alimentos
(CAETANO-SILVA et al., 2015).

No Brasil foram adotadas duas grandes acdes: 1) a fortificacao obrigatéria
de farinhas de trigo e milho com ferro e acido folico; e 2) a efetivacdo do programa
nacional de suplementacdo de ferro (PNSF) para criancas e gestantes (Brasil,
2013). O PNSF distribui gratuitamente nos postos de saude o sal de ferro,
principalmente na forma de sulfato ferroso. Contudo, o ferro quando ingerido na
forma de sal, apresenta baixa biodisponibilidade, pode promover a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e ainda causar irritaces na mucosa gastrica
(MOETY et al., 2017)

Para superar esse obstaculo técnico, muitos estudos tém apresentado os
compostos de ferro insoltvel, pouco soluvel ou fortemente quelados (EDTA),
como mais apropriados para serem utilizados pela industria, uma vez que
apresentam sua reatividade quimica reduzida. No entanto, para que ocorra a
absorcéo efetiva de ferro inorganico sdo necessarias tanto a solubilidade como a
disponibilidade quimica. Neste contexto, os transportadores organicos de ferro
sdo considerados os compostos mais adequados por oferecer um equilibrio
dessas propriedades (PRENTICE et al., 2017).

Os hidrolisados produzidos a partir de diferentes fontes de proteina
alimentares geram pequenos peptideos, o0s quais combinados com
oligoelementos formam complexos que podem ser diretamente absorvidos no
intestino delgado (WANG; HUANG; JIANG, 2013). Em relagdo as fontes de
peptideos, estudos demonstram que os peptideos gerados a partir da hidrolise
enzimatica das proteinas do soro de leite, apresentam algumas acoes fisiologicas

e por isso sdo denominados peptideos bioativos. Dentre as a¢fes dos peptideos



encontra-se a capacidade de se ligar a minerais e servir como carreadores dos
mesmos (GAUCHERON, 2000; KIM et al., 2007; DE LA HOZ et al., 2014b).
Peptideos gerados a partir das proteinas do soro de leite tem sido
apontado como eficientes quelantes de ferro e, portanto, promissores ingredientes
na elaboracdo de suplementos minerais, para uso no tratamento da anemia
ferropriva (ZHOU et al., 2012; DE LA HOZ et al., 2014b). Assim, considerando
que a recomendacdo da suplementacdo oral de ferro vem sendo consolidada
como uma das intervencdes que podem efetivamente reduzir a prevaléncia da
anemia ferropriva (WHO, 2016) e em resposta as dificuldades atuais desta
suplementacdo, este projeto visa avaliar a biodisponibilidade in vitro deste
mineral, em microparticulas contendo o complexo e adicionadas a misturas secas

para bebidas, desenvolvidas a partir de complexos Fe-peptideos sorolacteos.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar a bioacessibilidade e biodisponibilidade do ferro em formulagdes
secas para bebidas contendo microparticulas carreadoras do complexo de Fe-
peptideos, obtidos a partir de hidrolisados fracionados de proteinas de soro de

leite.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a matéria prima quanto a composi¢ao quimica.

e Obter o hidrolisado de proteinas de soro de leite com a enzima
Alcalase®em condicbes pré-estabelecidas.

e Realizar o fracionamento em ultrafiltracdo para obter a fracdo de
peptideos menores que 5 kDa.

e Sintetizar os complexos de Fe-peptideos soro lacteos.

e Avaliar a melhor proporgcéo entre os compostos peptideo:ferro que
apresentem melhor solubilidade e dialisabilidade in vitro.

e Obter as microparticulas de complexos Fe-peptideos pela técnica

de spray dryer.



e Avaliar a bioacessibilidade e a biodisponibilidade in vitro do ferro
em 03 etapas:
1°- Complexos Fe-peptideos (ativo)
2°- Microparticulas contendo ativo
3°- 03 tipos de formulacbes secas para compor uma

bebida hidrossollvel.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ferro

O ferro é um elemento traco indispensavel para a vida celular. Como
constituinte heme participa da hemoglobina, mioglobina, citocromos (proteinas da
membrana que contém grupos heme e transportam elétrons) e sintese de
enzimas, sendo essencial para respiragcao celular, funcdo mitocondrial e producéao
de energia. Como cofator ferro-enxofre [Fe-S], o ferro é essencial para o grupo
prostético de muitas enzimas envolvidas em diversos processos celulares, como
respiracdo e proliferacao celular, reparacdo de DNA e ainda na sintese de ferro
heme (COZZOLINO, 2009; CAETANO-SILVA et al.,, 2015; CAMASCHELLA,
2017).

Adultos saudaveis contém de 4 a 5 g de ferro no organismo, sendo que
aproximadamente 65% esta presente na hemoglobina, 30-35 % armazenado no
figado como ferritina e 1-2 % na forma de grupos ferro-enxofre ou heme em
centros cataliticos de numerosas enzimas e complexos proteicos (ABBASPOUR,;
HURRELL; KELISHADI, 2014; ZHANG; GHOSH; ROUAULT, 2014).

A deficiéncia de ferro esta associada a fadiga, sindrome das pernas
cansadas e picamalacia em adultos, retardo no crescimento e desenvolvimento
em neonatos com reducdo da capacidade de aprendizado e anormalidades
comportamentais em adolescentes (AUERBACH; ADAMSON, 2017; ZHANG,;
GHOSH; ROUAULT, 2014).



3.2 Anemia ferropriva

A anemia é definida como um estado em que ocorre a baixa concentracéo
de hemoglobina no sangue em consequéncia da caréncia de um ou mais
nutrientes essenciais, independente da origem destas caréncias. A anemia por
deficiéncia de ferro corresponde a um longo periodo de balanco negativo entre a
quantidade de ferro biologicamente disponivel e a necessidade organica deste
mineral (WHO, 2001).

Parte da deficiéncia de ferro que causa a anemia é atribuida a fatores
como: baixa ingestdo deste mineral, absorcdo reduzida devido a presenca de
fitatos ou compostos fendlicos no alimento, alguns estagios de vida onde os
requerimentos de ferro sdo especialmente elevados, como o crescimento e a
gravidez (HURREL, 2002), baixo nivel socioeconémico e educacional, presenca
de infestacbes endémicas (malaria, ascaridiase, helmintoses, protozooses
intestinais), além da relagdo com hemorragias diversas, como as atribuidas a
traumas ou melena, hematémese, hemoptise, menstruacdes, partos ou por
multiplas gestacdes (BRASIL, 2014).

As gestantes tém maior risco de desenvolver a deficiéncia de ferro e
anemia por deficiéncia de ferro pelo aumento do requerimento fisiolégico deste
mineral nesta fase, que é dificil de ser suprido apenas pela dieta, além da perda
sanguinea que pode ocorrer durante o parto. A anemia pode causar menor ganho
de peso durante a gestacdo, maiores riscos de partos prematuros, placenta
prévia, hemorragias, ruptura prematura de membranas, pré-eclampsia, eclampsia,
sepses poés-natal, além de maior risco de morte, menor desempenho laboral,
fadiga, fraqueza e dispneia, assim como maiores complicacfes para o feto como
baixo peso ao nascer, prematuridade, mortalidade natal, anemia neonatal, falha
do desenvolvimento pela anemia e pobre desenvolvimento intelectual
(NORONHA; KHASAWNEH, 2012).

Em relacdo aos recém-nascidos, todos tém um declinio da sua
hemoglobina (Hb) ao nascer pelo aumento da PaO, (pressdo parcial de oxigénio
arterial) e da saturacdo da Hb apd0s o nascimento. Para o recém-nascido de baixo
peso (menos de 1.500 g) e para os prematuros, o risco é agravado pela grande

frequéncia de retiradas de amostras de sangue para exames, menor sobrevida



das hemacias e crescimento muito acelerado, além de apresentarem menores
reservas de ferro e pela incapacidade de regular a absorcao de ferro pelo trato
gastrointestinal (TAYLOR; KENNEDY, 2013). J4 o recém-nascido a termo, sem
ingestao suficiente de ferro, provavelmente ficara numa condicdo anémica quando
terminarem seus estoques de ferro, apl0s trés meses de deplecéo,
correspondendo aos seis ou nove meses de vida (BRASIL, 2014). A ingestéao
insuficiente de ferro pode estar relacionada a alimentacédo prolongada e exclusiva
de leite materno que pode ocasionar deficiéncias de ferro e outros micronutrientes
e anemia (PASRICHA et al., 2011).

Sendo assim, segundo WHO (2015), uma meta prioritaria na nutricao
global projetada para 2025 é a reducdo da anemia em mulheres e criancas
principalmente em paises de baixa renda, onde a prevaléncia de anemia persiste

elevada.
3.3. Metabolismo do ferro

O papel do ferro nos processos fisiolégicos gira em torno da capacidade do
metal de existir em dois estados de oxidacao [férrico (Fe**) e ferroso (Fe?")]. Esta
propriedade quimica do ferro estd implicita a sua capacidade de participar em
reacOes de oxirreducdo (transferéncia de elétrons), o que também leva ao seu
potencial de toxicidade, caso ndo seja adequadamente utilizado por células e
tecidos (GULEC; ANDERSON; COLLINS, 2014).

Ao mesmo tempo em que a deficiéncia de ferro acarreta consequéncias
para todo o organismo, sendo a anemia a manifestacao mais relevante, por outro
lado, o acumulo ou excesso de ferro € extremamente nocivo para os tecidos
(GROTTO, 2008). O ferro livre promove a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) que sao téxicas e degradam proteinas, lipideos e DNA (ZHANG;
GHOSH; ROUAULT, 2014).

A regulacdo da absorcédo deste mineral, portanto, é de extrema
significancia para a manutencdo da homeostase do ferro (PRENTICE et al.,
2016). Ao contrario da maioria dos nutrientes essenciais, ndo existe nenhum
mecanismo excretor ativo para o ferro, embora pequenas quantidades sejam
perdidas através da esfoliacdo da pele e das células gastrointestinais, na bile e na

urina. Os niveis de ferro do corpo séo, portanto, controlados principalmente por



modulacao da absorcdo de ferro no duodeno e no jejuno proximal, o que permite
que a absorcdo seja precisamente combinada com perdas ndo reguladas
(GULEC; ANDERSON; COLLINS, 2014).

Os mecanismos que regulam a absorcao de ferro permitem um aumento ou
diminuicdo da absor¢do de acordo com a demanda fisioldgica (GULEC;
ANDERSON; COLLINS, 2014). Os dois mecanismos que mantem a homeostase
do ferro séo: intracelular, de acordo com a quantidade de ferro presente na célula,
e 0 outro sistémico, no qual a hepcidina tem papel de destague (ANTUNES,
2016).

A hepcidina é um peptideo sintetizado e secretado por vérias células,
sendo os hepatécitos seu principal sitio de producdo (ANTUNES, 2016). A
principal acdo desse peptideo é controlar o ferro plasmatico, em que uma alta
expressao de hepcidina diminui o ferro plasmatico, enquanto sua baixa expressao
aumenta a concentracdo de ferro circulante (ANTUNES, 2016). Portanto, sua
funcdo é bloguear a absorcao intestinal de ferro e inibir a liberacdo de ferro das
reservas (GULEC; ANDERSON; COLLINS, 2014).

O mecanismo, pelo qual o peptideo hepcidina exerce influéncia na
homeostase do ferro, ocorre através da sua ligagdo a proteina denominada
ferroportina. Esta proteina estd presente na membrana celular de macrofagos,
enterdcitos, hepatécitos e sinciciotrofoblastos placentarios, impedindo a saida de
ferro das células. Apés a formacdo do complexo hepcidina-ferroportina, ha
sinalizagdo para reducdo da saida do ferro, na qual o ferro é internalizado e
posteriormente degradado nos lisossomas (PREZA et al., 2013). Vale ressaltar
qgue a ferroportina € o Unico poro por onde ocorre a saida de ferro das células.
Embora a ferroportina seja um transportador de outros metais como manganés,
zinco e cobalto, sua maior afinidade € com o ferro (ANTUNES; CANZIANI, 2016).

Em relacdo ao controle intracelular, a primeira barreira que o ferro encontra
em seu trajeto através do trato gastrointestinal € a borda em escova na
membrana apical do enterdcito duodenal, que compreende a células absorventes
especializadas do epitélio intestinal, envolvidas no transporte de ferro
(MACKENZIE; IWASAKI; TSUJI, 2008; DONOVAN; ROY; ANDREWS, 2016).

O epitélio duodenal do intestino delgado é organizado em estruturas vilosas

para maximizar sua area de superficie absorvente. Precursores de enterdcitos



estdo presentes em criptas nas bases das vilosidades, migrando para cima do
eixo viloso a medida que se diferenciam. Extensdes de membrana na superficie
apical dos enterécitos formam uma borda em escova que aumenta a area de
superficie disponivel para a absorcdo. Os enterdcitos maduros vivem por apenas
1-2 dias, e assim o ferro que se acumula dentro deles € perdido do corpo quando
enterdcitos senescentes séo liberados no limen do intestino (DONOVAN; ROY;
ANDREWS, 2016).

3.4. Formas do ferro na dieta e biodisponibilidade

A obtencédo do ferro para utilizagcdo do organismo € proveniente de duas
fontes principais, sendo uma delas a dieta e a outra a reciclagem de hemacias
senescentes (GROTTO, 2008).

O ferro proveniente da dieta pode ser encontrado de duas formas: na forma
heme e ndo heme. A forma heme esta presente em alimentos de origem animal
(hemoglobina, mioglobina), como carnes e visceras, de elevada
biodisponibilidade. A forma ndo heme esta presente em alimentos de origem
vegetal, como cereais e hortalicas escuras, apresenta absor¢cao reduzida pelo fato
de ser fortemente ligado a varios outros componentes da dieta (HURRELL, 2002;
ABBASPOUR; HURRELL; KELISHADI, 2014).

Proteinas envolvidas na absorcdo de ferro, heme e ndo heme, residem na
membrana do enterécito da borda em escova. A absor¢cdo do ferro heme
proveniente da dieta ocorre através de um receptor de heme em membranas da
borda em escova duodenal denominada proteina heme transportadora 1 (HCP1).
Uma vez que o ferro heme da dieta (mioglobina ou hemoglobina) tenha entrado
na célula epitelial do intestino, é provavel que seja clivado pela enzima intracelular
heme-oxigenase 1 para liberar ferro. Posteriormente, se associa ao mesmo local
intracelular que o ferro ndo heme como ilustrado na Figural (DONOVAN; ROY;
ANDREWS, 2016).
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Figura 1- O enterdcito e as proteinas envolvidas na absorc¢éo do ferro. Legenda: Dcytb:
ferroredutase; DMT-1: transportador de metal divalente-1; HCP-1: proteina transportadora
do heme-1; Nu: ndcleo; HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor da transferrina.
Fonte: GROTTO, 2008.

A maior parte do ferro ndo heme da dieta est4 presente na forma férrica
(Fe*"). A biodisponibilidade de Fe** é muito reduzida, devido principalmente a falta
de solubilidade no pH fisiolégico do intestino. Por essa razdo, os mamiferos
desenvolveram um sistema de transporte eficiente baseado no transportador de
metal divalente (DMT-1) (FABIANO, et al. 2018). O DMT-1 corresponde ao
principal transportador envolvido na captacdo celular de ferro ndo heme, e é
também conhecido como NRAMP2, DCT1 e SLC11A2. Como o proprio nome
indica, o DMT1 transporta exclusivamente metais divalentes incluindo também
Mn%*, Co #*, Cu ? e Zn ** (DONOVAN; ROY; ANDREWS, 2016).

Com relagéo a biodisponibilidade de Fe®*", sabe-se que em valores de pH
superiores a 4 o fon Fe®*" forma espécies praticamente insoltveis (SALOVAARA;
SANDBERG:; ANDLID, 2002), sendo necesséria a conversao luminal de Fe** para
Fe** (DONOVAN; ROY; ANDREWS, 2016). Para esta conversdo, estudos
identificam uma enzima redutora na membrana da borda em escova denominada

citocromo b duodenal (Dcytb). A Dcytb facilita a reducdo do ferro férrico via



transferéncia de elétrons do ascorbato intracelular e induz a absorcao de ferro
(GULEC; ANDERSON; COLLINS, 2014).

Portanto, para solubilizar o ferro ocorre reducéo enzimatica de Fe®" (férrico)
para Fe®" (ferroso) e, quando na sua forma reduzida, o ferro é quelado. Este é
entdo transportado para o interior da célula pelo transportador DMT-1.
Subsequentemente, o ferro é transferido para o lado basolateral do enterdcito,
onde pode ser armazenado via ligacdo a ferritina (proteina responsavel pelo
armazenamento do ferro) ou atravessar a membrana e alcancar a circulacdo
sistémica (FABIANO et al., 2018).

Compostos que formam quelatos de baixa massa molecular, tais como o

acido ascorbico, aclUcares e aminoacidos promovem a absor¢cdo do ferro
(HURRELL, 2002).

3.5 Hidrolisados de soro de leite

O processo de hidrolise proteica consiste na clivagem quimica ou
enzimatica de moléculas de proteinas em pequenos peptideos de tamanhos
diversos e, eventualmente, em aminoacidos livres (ADLER-NISSEN, 1985).

A partir de 1940, os hidrolisados proteicos tiveram suas primeiras
aplicacdes para finalidades médicas, usados na preparacdo de dietas especiais
para alimentacdo enteral de bebés e manutencdo do estado nutricional de
pacientes impossibilitados de digerir proteinas intactas. Contudo, foi na década de
70 que ocorreu um crescimento expressivo nos métodos de preparacao e uso de
hidrolisados proteicos, tanto para finalidades clinica e nutricional, como para a
melhoria de propriedades funcionais tecnolégicas e fisiolégicas (PACHECO et al.,
2005; CLEMENTE, 2000).

Vérias tecnologias tém sido desenvolvidas para a producéo de hidrolisados
bioativos, principalmente tecnologias baseadas no uso de enzimas (LEDESMA et
al.,2014). A hidrdlise enzimética de proteinas é utilizada para modificar suas
propriedades fisico-quimicas e funcionais, sem prejudicar seu valor nutritivo,
contribuindo para melhorar as caracteristicas de absorgéo intestinal (CARREIRA
et al.,2011).

Alguns estudos destacam a funcionalidade das proteinas do soro de leite

devido a presenca de peptideos bioativos, destacando aqueles com atividade
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anti-hipertensiva, imunomodulatoria, anticarcinogénica e carreadora de minerais
(KIM; LIM, 2004; PACHECO; SGARBIERI, 2005). As diferentes atividades
biologicas estdo diretamente relacionadas as sequéncia dos aminoacidos
presentes no fragmento peptidico, os quais sao diversificados dependendo da
especificidade de corte da enzima utilizada. Assim, se torna evidente, que o
controle dos parametros hidroliticos, que ocasionam modifica¢cdes das proteinas
constitui uma etapa importante na obtencdo de produtos com qualidade
nutricional elevada, propriedades funcionais desejaveis e caracteristicas

organolépticas agradaveis ao consumidor.
3.6 Peptideos como agentes carreadores de ferro

Peptideos quelantes de minerais tém a capacidade de aumentar a
biodisponibilidade destes, uma vez que promovem a absor¢éo do ferro mantendo-
o soluvel, reduzindo o ferro férrico para ferro ferroso e promovendo o seu
transporte através das membranas celulares intestinais (LI; JIANG ; HUANG,
2017).

A palavra quelato é oriunda do grego “chele” cuja traducdo é pinca ou
garra, devido a organizacdo estrutural dos quelatos, que resultam do
compartilhamento de elétrons entre um metal e um ligante (KRATZER; VOHRA,
1986).

Para formarem quelatos, os aminoacidos e peptideos se ligam aos metais
em mais de uma posicdo de sua estrutura, através de diferentes grupos
funcionais, assegurando que o &tomo de metal se torne parte de uma estrutura
biologicamente estavel, assim como organiza-se a molécula do grupo heme por
exemplo (Figura 2). Aminoacidos e produtos da digestdo proteica, tais como
pequenos peptideos, sdo excelentes ligantes por apresentarem no minimo dois
grupos funcionais (amino e hidroxila), permitindo a formacéo de uma estrutura em
anel com o mineral (RUTZ; MURPHY, 2009).

11
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Figura 2- Estrutura do grupo heme. Fonte:

(https://patofisio.wordpress.com/2010/04/17/hemacias/)

A hidrdlise enzimatica in vitro pode liberar peptideos que sdo capazes de
se ligar ao ferro, uma habilidade associada a aminoacidos especificos, como a
histidina, lisina, cistina, acido aspartico ou glutamico (DE LA HOZ et al., 20143,
OU et al., 2010; WU et al., 2012). Em geral, eles sdo aminoacidos com grupos
funcionais capazes de formar ligacdes covalentes coordenadas.

O processamento de proteinas do soro de leite produz varios peptideos
bioativos que podem desencadear diversos efeitos fisiolégicos no corpo humano,
(MADUREIRA et al, 2010). Dentre estas acbes bioldgicas, encontra-se a
capacidade de se ligar a minerais e servir como carreadores dos mesmos
(GAUCHERON, 2000; HURREL, 2002; KIM et al., 2007). Assim, estudos apontam
estes peptideos como eficientes quelantes de ferro e promissores ingredientes na
elaboracao de suplementos minerais para uso no tratamento da anemia ferropriva
(KIM et al., 2007; ZHOU et al., 2012; DE LA HOZ et al., 2014b, CAETANO-SILVA
et al., 2015).

Nove enzimas proteoliticas foram utilizadas por KIM et al. (2007) para
hidrolisar as proteinas do soro de leite, com 0 objetivo de analisar a efetividade
destes em quelar ferro. A capacidade quelante foi analisada mediante a
solubilidade do ferro quelado, na qual os hidrolisados obtidos da hidrolise
realizada com a enzima Alcalase® apresentaram a maior capacidade quelante

(maior solubilidade do ferro) em relacdo aos derivados da hidrélise com as outras
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enzimas. A reacao de quelacao foi realizada com pH ajustado para 5.0, o que
indica a condi¢cado anionica dos fragmentos proteicos hidrolisados, apresentando
afinidade para ligar ao ferro.

Outro estudo realizado por ZHOU et al. (2012) avaliou a melhor condicdo
de preparo de complexos de ferro com hidrolisados provenientes da [-
lactoglobulina (proteina do soro de leite), além de caracterizar as transformacgées
estruturais ocorridas da pré e pos quelacao com ferro. Os resultados mostraram
que os hidrolisados obtidos da PB-lactoglobulina com a enzima Alcalase®
apresentaram o rendimento mais alto de complexos com ferro utilizando a relacao
de 40:1 (proteina/ferro) e pH 7.0. Em relagédo as transformacdes estruturais, foi
apresentado que alguns sitios de ligacdo amida foram alterados durante a
qguelacao. Estas alteracbes mostraram que atomos de nitrogénio poderiam se ligar
ao Fe® para formar ligacbes coordenadas por oferecer pares de elétrons,
concluindo que os complexos de ferro formados com hidrolisados da -
lactoglobulina apresentam potencial para serem utilizados como suplementos de
ferro.

DE LA HOZ et al. (2014 b) avaliou o indice de bioacessibilidade do ferro,
em complexos Fe-peptideos, utlizando peptideos <5 kDa provenientes da
hidrolise do isolado proteico de soro de leite com as enzimas pancreatina,
alcalase® e flavourzyme®. Estes apresentaram estabilidade e solubilidade através
da analise de dialisabilidade, na qual simula a digestao gastrointestinal in vitro. Os
peptideos <5 kDa apresentaram capacidade em quelar ferro independente da
enzima utilizada para sua obtencéo.

CAETANO-SILVA et al. (2015) utilizando as mesmas enzimas (Alcalase®,
pancreatina e flavourzyme®) para a hidrélise do isolado de soro de leite, avaliou a
capacidade dos hidrolisados em se ligar ao ferro, utilizando como fonte de ferro o
cloreto ferroso (FeCl,) ou sulfato ferroso (FeSO,). Para todos os hidrolisados,
independente da enzima, as reacdes de complexacao resultaram em elevada
solubilidade em pH 7.0 comparadas ao controle (sem peptideos). Porém, para
isolar os peptideos com afinidade ao ferro pelo sistema IMAC, foram utilizados
apenas o0s hidrolisados obtidos da enzima pancreatina, uma vez que esta
compreende a um sistema enddgeno enzimatico que libera pequenas

guantidades de grandes peptideos e grandes quantidades de pequenos peptideos
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como desejado para o estudo. Os hidrolisados da enzima pancreatina
apresentaram capacidade em formar complexos de ferro com potencial para
elevar sua biodisponibilidade e reduzir os efeitos pro- oxidantes.

Peptideos com capacidade quelante de ferro foram obtidos pela hidrolise
do isolado de soro de leite com as enzimas Alcalase®, pancreatina e
Flavourzyme®. Os hidrolisados < 5 kDa foram isolados por IMAC (cromatografia
de afinidade por ions metélicos imobilizados) e a sequencia aminoacidica foi
determinada por HPLC acoplado a espectrometria de massas. Este estudo
apresentou a importancia de caracterizar os peptideos quelantes de ferro, uma
vez que estas caracteristicas ajudam a esclarecer a relacdo entre a estrutura e
funcdo dos peptideos e a acdo quelante de ferro, dando suporte a proposta do
uso dos hidrolisados de soro de leite como ingredientes funcionais em
tratamentos de suplementacao de ferro (CRUZ-HUERTA et al., 2016; CAETANO-
SILVA et al., 2017).

Pelo exposto acima é possivel observar que ainda sdo poucos estudos que
avaliam a bioacessibilidade e estimam a biodisponibilidade dos complexos de Fe-
peptideos, obtidos a partir dos hidrolisados proteicos de soro de leite (Tabela 1), e
mais escassos ainda sao os estudos que avaliam estes complexos em matrizes

alimenticias.
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Tabelal. Revisédo bibliogréafica de estudos realizados com peptideos de soro
de leite.

Maiores Método de avaliagdo
Autores Enzimas Faixa de corte
GH da capacidade quelante
Esperase;Neutrase
Papaina:Pepsina Protease; Pancreatina o
o Solubilidade do ferro
Kim, et al (2007) Tripsina Alcalase e
Alcalase; Flavourzyme: Flavourzyme
Pancreatina
Solubilidade do ferro
Alcalase IcP
Zhou, et al (2012) Meutrase Alcalase 10 kDa UV visivel
Triosina Espectro de fluorescéncia
P FTIR
- Solubilidade de ferro
calase
De La Hoz, et al IMAC- FPLC
Flavourzyme Alcalase S kDa o o
(2014) Dialisabilidade in vitro
Pancreatina
ICP-OES
Pancreatina Solubilidade de ferro
Caetano-Silva, et Alcalase Alcalase _DRO- FALS
5 kDa Dialisabilidade in vitro
al (2015) Pancreatina, Flavourzyme Flavourzyme LC—MS/MS
Elvia Cruz- RIS G FELE
Alcalase, Pancreatina Pancreatina i
Huerta, et 5 kDa HPLC- MS/MS
Flavourzyme Flavourzyme
al(2016)

Assim, a partir das condigbes que vém sendo estudadas para obtencéo de
complexos de Fe-peptideos, este projeto visou avaliar a bioacessibilidade e
estimar a biodisponibilidade in vitro do ferro presente em formulacfes secas para
bebida, contendo microparticulas como portadoras de complexos de Fe-

peptideos.
3.7. Microencapsulacédo de complexos Fe- peptideos

Para combater a desnutricdo de micronutrientes, trés estratégias custo-
efetivas podem ser aplicadas: fortificacdo de alimentos, enriquecimento de
alimentos e suplementacéo de dieta (BRYSZEWSKA et al., 2019). A fortificacao
de alimentos (adicdo de nutrientes aos alimentos, independentemente de esses
nutrientes estarem originalmente presentes ou ndo nos alimentos) é
frequentemente considerada como a abordagem mais eficaz de longo prazo, em
termos de custo, para reduzir a deficiéncia de ferro (GERA, SACHDEV & BOY,
2012).
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No entanto, a fortificacdo direta de alimentos com ferro € um desafio, pois
pode resultar em alteragdes organolépticas indesejaveis na cor, odor e sabor dos
alimentos (GAUCHERON, 2000). Além disso, o ferro pode interagir com
componentes do produto (lipidios, fibras e proteinas), ocasionando reducao de
sua biodisponibilidade (HURRELL; EGLI, 2010).

Como exemplo da dificuldade de se encontrar o equilibrio entre a
estabilidade do composto de ferro e sua biodisponibilidade pode-se citar o sulfato
ferroso que € soluvel em agua e tem uma boa biodisponibilidade, porém induz
mudancas inaceitaveis de cor ou sabor nos alimentos aos quais & adicionado
(KIM et al. 2017). Em contraste, o pirofosfato férrico (FePP) ndo induz mudancas
organolépticas significantes, mas apresenta baixa biodisponibilidade oriunda de
baixa solubilidade em agua (KLOOTS; DEN KAMP; ABRAHAMSE, 2004).

Portanto, encapsulamento de ferro pode ajudar a superar mudancas
sensoriais indesejadas em alimentos enriquecidos, assim como, reduzir a
interacdo do ferro com outros componentes alimentares, aumentando sua
biodisponibilidade (GHARIBZAHEDI, JAFARI, 2017; GERA et al., 2012; ZLOTKIN
et al., 2001). Estas caracteristicas foram as motivacdes, que direcionaram o0
emprego do processo de microencapsulacéo para os complexos de Fe-peptideos,
antes de serem adicionados aos outros componentes da formulacao desenvolvida
para este trabalho.

A encapsulacdo pode ser definida como um processo que cria uma
barreira, a partir de uma matriz ou cobertura polimérica, que envolve o
componente ativo protegendo—o contra interacées quimicas e efeitos dos fatores
ambientais, tais como, temperatura, pH, enzimas e oxigénio, permitindo também a
liberacdo controlada do componente ativo (DIAS et al., 2017).

O conceito de microcapsula surgiu da configuracdo do modelo celular, na
gual uma membrana envolve e protege o citoplasma com seus componentes e ao
mesmo tempo exerce outras fungbes, como controlar a entrada e a saida de
material na célula (SUAVE et al., 2006). Desta mesma maneira, a microcapsula
consiste em uma camada de um agente encapsulante, geralmente um material
polimérico que atua como um filme protetor, isolando a substancia ativa (goticulas
liquidas, particulas sélidas ou material gasoso) e evitando o efeito de sua

exposicao inadequada. Essa membrana, pode ser mais ou menos resistente, e se
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desfaz sob estimulo especifico, liberando a substancia no local ou momento
ideais (SUAVE et al., 2006; MOHAN et al., 2015).

Atualmente a encapsulacéo é aplicada em diversas areas como na area de
agricultura, alimentos, farmacia, biotecnologia e industria téxtil. A indudstria
alimenticia, por exemplo, faz uso de produtos encapsulados como revestimento
de corantes, saborizantes, vitaminas e outros ingredientes alimentares sensiveis,
com o objetivo de aumentar a vida de prateleira destes (RAY, RAYCHAUDHURI,
CHAKRABORT, 2016).

O ingrediente ativo denominado também como material do nucleo pode ser
temporariamente ou permanentemente protegido por uma carapaca de um
segundo material, denominado como material de encapsulamento ou de parede,
ou membrana, capsula, material carreador, fase externa, ou matriz (WANDREY,
BARTKOWIAK, HARDING, 2009; FANG, BHANDRI, 2010; RAY,
RAYCHAUDHURI, CHAKRABORT, 2016; PAULO; SANTOS, 2017).

As vantagens da encapsulacdo estdo associadas a estabilizacdo dos
compostos bioativos, alcance do ativo aos niveis desejados, inibicdo da formacédo
de compostos nocivos e indesejaveis em funcdo das mudancas quimicas com o
tempo, e ainda com a acdo de mascarar atributos sensoriais indesejaveis. As
desvantagens associam-se com a estabilidade da matriz polimérica da capsula e
o desafio do processo de encapsulacdo (DIAS et al., 2017).

Os ingredientes bioativos assim como os ingredientes funcionais tém sido
encapsulados para preservar a estabilidade durante o processamento de
alimentos e armazenamento e em adicao para evitar interacdes indesejaveis entre
outros ingredientes presentes nas matrizes alimenticias que podem desencadear
uma degradacdo mais rapida do produto e perda de algumas propriedades
(LESMES; MCCLEMENTS, 2009).

Dentre as muitas técnicas disponiveis para a encapsulacdo de
componentes alimenticios, nenhuma foi considerada universal, como sendo
aplicavel para todos os componentes bioativos de alimentos. Isso ocorre devido a
especificidade da estrutura molecular de cada componente bioativo (AUGUSTIN;
HEMAR, 2009), que diferem quanto: ao peso molecular, polaridade, solubilidade e

assim, necessitam de diferentes abordagens de encapsulamento (AUGUSTIN;
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HEMAR, 2009; KAILASAPATHY, 2002; RAY, RAYCHAUDHURI, CHAKRABORT,
2016).

Como geralmente estes componentes bioativos estdo em sua forma
liguida, a maioria das tecnologias aplicadas sdo a base de secagem (RAY,
RAYCHAUDHURI, CHAKRABORT, 2016). O objetivo principal da retirada da
agua é evitar um meio reacional propicio para reag¢fes quimicas, fenbmenos
fisicos e proliferacdo microbiana (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). A retirada da
agua também reduz o custo de armazenamento, transporte e manutencédo de
suas propriedades especificas como, por exemplo, solubilidade instantanea
(CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015).

Existem diferentes técnicas de secagem, tais como, pulverizacao,
revestimento de cama fluida e congelamento (ZUIDAM; HENRICH, 2009; RAY,
RAYCHAUDHURI, CHAKRABORT, 2016), sendo a mais usada a técnica de
secagem por aspersao ou spray drying (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

3.8. Técnica de spray drying

A secagem por spray baseia-se na atomizacdo de uma emulsdo ou
solucdo, onde as goticulas pulverizadas quando encontram ar quente, formam
microparticulas, através de fenbmenos termodindmicos. As microparticulas séo
geralmente coletadas em um ciclone, e o ar sai do sistema com uma temperatura
mais baixa e uma umidade mais alta. A secagem por pulverizacdo € um sistema
relativamente de custo reduzido, rapido e eficiente para a microencapsulacdo de
componentes ativos, como 0leos essenciais, corantes naturais, vitaminas e
probioticos (GARTI; MCCLEMENTS, 2012). Os materiais encapsulantes mais
comumente usados sao proteinas, como proteinas lacteas e isolados de proteina
vegetal, e polissacarideos (gomas), como goma arabica, maltodextrina, amido
modificado e inulina (DIAS et al., 2017).

Na microencapsulagdo de vitaminas, minerais, corantes e também
gordura e 6leos, o uso de polidextrose e maltodextrina como material de parede
ganham destaque pelas caracteristicas de formarem géis e atuarem como
estabilizadores de alimentos (CHRONAKIS, 1998; GUPTA et al., 2015).
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3.9. Defini¢céo de bioacessibilidade e biodisponibilidade do ferro

O termo bioacessibilidade expressa a quantidade do nutriente ingerido que
apresenta potencial para estar disponivel para absorcdo, é dependente apenas da
digestdo e da liberacdo da matriz alimenticia. Ja biodisponibilidade é definido
como a quantidade de nutrientes ingeridos que sdo absorvidos e estao
disponiveis para fungdes fisiologicas. Sdo dependentes da ingestdo, liberados da
matriz dos alimentos, absorvidos por células intestinais e transportados para
células do organismo (Figura 3) (ETCHEVERRY; GRUSAK; FLEIGE, 2012).

Biodisponibilidade X Bioacessibilidade

Bioacessibilidade | Biodisponibilidade
Quantidade de Quantidade de
nutrientes ingeridos nutrientes ingeridos
:[IiI:;r_aE"a'_n_Ja_r;;t_ri;__: :r"ﬁﬂe_r;-;_ﬁg_d_a"]
_______________ ' | matriz I

Disponiveis para
absorcdo

_____________

I
Transporte para

|
|
|
: tecidos :
Ferro mais soluvel [ periféricos |
>a it vttt
bioacessibilidade Disponiveis para fungbes

fisiolégicas

Figura 3. Esquema ilustrativo da principal diferenca entre bioacessibilidade e
biodisponibilidade.

A estimativa da biodisponibilidade in vitro dos minerais e dos
oligoelementos dos alimentos envolvem a simulacdo de digestdo gastrointestinal
e fracdo mineral soltvel ou fragdo mineral dialisada através de uma membrana
semipermeavel com tamanho de poro especifico (CAMARA et al., 2005). Como
estes métodos medem apenas a quantidade de mineral disponivel no trato
gastrointestinal para absorcdo, sdo chamados de métodos de avaliagdo da
bioacessibilidade (SALOVAARA; SANDBERG; ANDLID, 2002).
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Para realizar a simulagdo da digestdo in vitro através do método de
MINEKUS et al (2014) se considera a passagem do alimento pelo trato
gastrointestinal, o pH do ambiente, as enzimas que atuam, o tempo de
permanéncia do alimento e as contracdes da musculatura que sao simuladas pela
agitacdo. O intestino delgado tem aproximadamente 2-6 m e é dividido em trés
partes: duodeno, jejuno e ileo, que compreendem 5%, 50% e 45% do
comprimento total, respectivamente (BALIMANE;CHONG; MORRISON, 2000).
Aproximadamente 90% de toda a absorcdo no trato gastrointestinal ocorre na
regido intestinal e sua superficie possui dobras ou pregas (vilosidades e
microvilosidades), aumentando a area para a digestao e absorcao. As vilosidades
aumentam a area superficial em até 30 vezes, e as microvilosidades em até 600
vezes. Na Tabela 2 abaixo sdo apresentados os segmentos gastrointestinais e

algumas de suas caracteristicas.

Tabela 2- Caracteristicas fisico-quimicas do intestino humano e tempo de
permanéncia do alimento nos diferentes seguimentos (adaptado de
BALIMANE et al., 2000).

Compartimento | Comprimento Area Faixa de pH | Permanéncia
Digestorio (cm) Superficial do meio do Alimento
(m2) (h)
Cavidade Oral - 0,1 6,5 -
Esb6fago 23 a 25 0,2 - <1,0
Estdbmago 0,25 3,5 1,0a20 1,0-2,0
oo Duodeno 35 1,9 0,5-0,75 40-5,5
= 3 [ Jejuno 280 184 15-2,0 5,5-7,0
o2
€ & lleo 420 276 50-7,0 7,0-75
Coélon e reto 150 1,3 1,0-6,0 70 -75

O segmento mais importante na absorcdo de ferro e outros nutrientes
provenientes da alimentacdo € o intestino delgado (composto pelo duodeno,
jejuno e ileo), composto por células de absorcdo denominada de enterdcitos. As
células deste segmento (enterdcitos) encontram-se dispostas em monocamada,
recoberta por duas membranas, uma voltada para a parte interna (basolateral) e

outra para o lumen intestinal (apical). Portanto, o processo de absor¢do ocorre
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sempre no sentido da mucosa apical para a basolateral e além da absorcao
atuam como barreira, impedindo a entrada de enzimas digestivas, substancias
estranhas e patdgenas (VAN CAMPEN; GLAHN, 1999).

Os resultados provenientes da digestdo in vitro podem ser utilizados,
como parametro relativo, para prever a biodisponibilidade, pois fornecem uma
Otima base para estabelecer tendéncias, comparacdes e determinagéo de efeitos
causados por diversos fatores, tanto da digestdo como da dieta (CAMARA et al.,
2005).

Idealmente a biodisponibilidade deveria ser determinada por métodos in
vivo, com humanos. No entanto, tais estudos sao dificeis, caros e podem fornecer
dados limitados dependendo do estudo (CAMARA et al., 2005). Os ensaios
realizados com animais sdo menos dispendiosos, porém sdo um pouco limitados
em vista das incertezas, quanto as diferencas de metabolismo, entre animais e
humanos (GARCIA; CASTRO, 2013). Assim, como alternativa aos estudos in vivo
em humano e animais, a biodisponibilidade de minerais ou oligoelementos é
estimada através de estudos in vitro que sdo mais rapidos, simples e menos
dispendiosos (CAMARA et al., 2005).

3.9.1. Solubilidade

A bioacessibilidade in vitro, como estimativa da fracdo mineral liberada,
também pode ser estimada através do ensaio de solubilidade. Nesta técnica,
também ocorre simulacdo gastrointestinal, porém, somente a fracdo sollvel do
mineral presente no alimento é avaliada (CAMARA et al., 2005; SAHUQUILLO;
BARBER; FARR, 2003). No estudo realizado por SAHUQUILLO e colaboradores
(2003) foi estimada a bioacessibilidade de calcio, ferro e zinco em trés tipos de
legumes empregando o modelo de digestéo in vitro pelo método de solubilidade.
Em 2005, CAMARA et al., fizeram a avaliacdo da bioacessibilidade de minerais
utilizando o método de solubilidade proposto por SAHUQUILLO et al. (2003), na
qual pequenas modificacbes foram realizadas em relacdo a massa de amostra e
volume das solugcdes de enzimas. Neste estudo os autores compararam 0S
métodos in vitro de dialise e solubilidade e verificaram que ndo houve uma
correlacéo significativa entre os métodos, o que significa que o mineral com maior
valor para o ensaio de solubilidade nao foi o que apresentou a maior porcentagem

de dialise.
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3.9.2. Dialisabilidade

A dialisabilidade consiste em uma técnica que simula a digestao
gastrointestinal e que tem como objetivo determinar a quantidade de determinado
elemento que atravessa a parede intestinal. Nesta técnica a parede é simulada
pelo uso de uma membrana de diélise de porosidade entre 6 a 8 kDa (BENITO;
MILLER, 1998; CAMARA et al., 2005a; KISKINI et al., 2007; MILLER et al., 1981).

MILLER et al. (1981) deu inicio a esta técnica aplicando-a para estimar a
bioacessibilidade de ferro em diversos tipos de refeicbes. Neste estudo uma
aliquota da refeicéo era ajustada para pH 2,0, adicionava-se solucdo de pepsina,
seguido da incubacdo a 37 °C durante 2h. Uma aliquota do digerido foi titulada
com bicarbonato de sodio (NaHCO3) para conhecer o volume que preenchia a
membrana de didlise e outras duas aliquotas foram adicionadas as membranas
de didlise e incubadas novamente a 37 °C por 30min em pH 5,0 . Em seguida
foram adicionados 5 mL de solucdo de pancreatina e extrato de bile e incubados
por 2h a 37 °C. ApoOs este periodo, as membranas foram lavadas com agua e o
conteudo dialisado foi pesado e analisado. Alteracdes neste método foram feitos
por KAPSOKEFALOU e MILLER (1991) que propuseram 0 uso de menor
guantidade de amostra, menor quantidade de pepsina, diferente proporcdo de
pancreatina e extrato de bile, além do uso de tampéo PIPES dentro da membrana
de didlise ao invés da solucdo de NaHCOs.

O estudo realizado por ARGYRI et al. publicado em 2009 teve como
objetivo melhorar a eficiéncia do método desenvolvido por MILLER et al (1981) e
avaliar o emprego de volumes menores, tanto de amostras, como de reagentes
para estimar concentractes de ferro biodisponivel em alimentos empregando a
digestao in vitro. O processo de dialise foi realizado empregando uma placa com
seis pogos, com um inserto onde foi inserido um anel para prender a membrana
de dialise (Figura 4). Varios volumes de solucéo, alimentos liquidos e solidos
foram testados e ao final os resultados foram comparados com o método
tradicional de MILLER et al. (1981) na qual os autores verificaram que a
porcentagem de ferro dialisado em ambas as técnicas apresentaram resultados

semelhantes.
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Figura 4- Placa de seis pocos utilizada para o método de dialisabilidade (ARGYRI et
al.,2009).

3.9.3. Cultivo Celular

As linhagens celulares mais utilizadas para avaliar o fluxo transcelular
intestinal sdo as células Caco-2 , T-84, HT-29 do epitélio do célon humano,
MDCK células caninas do epitélio do rim e LLC-PK1 células suinas do epitélio do
rim (BALIMANE.; CHONG; MORRISON, R.A., 2000).

As células Caco-2 consistem numa linhagem de células de
adenocarcinoma que se diferenciam em enterdcitos e que entdo apresentam
similaridade aos enterdcitos humanos. A combinacdo das células a um
procedimento de digestdo simulada constitui um modelo Gtil para prever a
biodisponibilidade de ferro em alimentos (TAIT et al., 2005; ZHU et al., 2009).
Essas células quando cultivadas passam por diferenciacbes espontaneas
formando uma camada linear de células epiteliais polarizadas, que apresentam
muitas caracteristicas dos enterécitos (GLAHN et al., 1996). Dentre elas,
expressam similarmente DMT1, receptor de transferrina (TfR) e proteina
reguladora de ferro (IRP-1, IRP-2) (BRYSZEWSKA, 2018).

Os enterécitos do intestino delgado expressam varias proteinas
carreadoras, nas membranas apical e basolateral, que permitem a passagem
trans-epitelial de moléculas relevantes, do ponto de vista da luz intestinal para a

circulacdo sanguinea. Portadores intestinais especificos para acucares,
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aminoécidos, di- e tripeptideos, vitaminas, &cidos biliares, micronutrientes,
incluindo metais pesados e nucléolos foram identificados e funcionalmente
caracterizados em células Caco-2 (LI; JIANG; HUANG, 2017).

Além de estimar a solubilidade e absorcéo, este modelo também fornece
uma estimativa do transporte do composto de interesse (PERALES et al., 2006).
O emprego das células Caco-2 associada ao processo de digestdo apresenta um
grande avanco, quando comparado ao uso apenas da digestao in vitro, uma vez
qgue permite verificar a absorcéo do nutriente apos a digestao do alimento. O pH é
controlado para ficar semelhante ao que ocorre ao longo da superficie de
absorcdo do trato intestinal. MAHLER et al. (2009) compararam a
biodisponibilidade do ferro empregando métodos de digestdo in vitro associados a
culturas de células Caco-2 e verificaram boa correlagcdo com valores obtidos em
estudo com humanos. HUR et al. (2011) também verificaram que resultados em
ensaios in vivo (humanos) com in vitro (células Caco-2) apresentaram resultados

concordantes.

3.10. Facilitadores e inibidores da absor¢éo do ferro

A biodisponibilidade do ferro é afetada pela composicdo da dieta e pode
ser o fator mais importante para adequacao fisioldgica deste mineral (ARGYRI et
al, 2009). Uma variedade de fatores alimentares pode aumentar ou inibir a
biodisponibilidade do ferro como, por exemplo, o &cido ascoérbico, que é
potencializador e fitatos de cereais ou estruturas polifendlicas de frutas e vegetais,
gue sdao inibidores da biodisponibilidade de ferro (PRENTICE et al., 2017).

Os polifendis, tais como acido fitico e taninos, encontrados em dietas a
base de plantas inibem a absorcao do ferro. Eles formam quelatos naturais com o
mineral tornando-os estaveis antes ou durante a absorcao epitelial, impedindo
assim a passagem do ferro através do epitélio intestinal (ZHU et al, 2009), por
formarem complexos insolluveis. A capacidade de um composto quelante manter
o ferro em solugdo, ao contrario de precipitados de hidroxidos de ferro ou
fitoterapico é de grande importancia para absor¢cdo do ferro (SALOVAARA;
SANDBERG; ANDLID, 2002).

O acido ascorbico aumenta a biodisponibilidade do ferro ionizado gerado

no estdmago, impedindo que o Fe*™ se oxide a Fe*®, uma vez que o Fe *? é mais
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solivel ao pH do intestino delgado superior e mais biodisponivel que o Fe**
(GLAHN; LEE; MILLER, 1999; ZHU et al, 2009).

Em pH acima de 4, o Fe** torna-se insoltvel, o que dificulta a absorcéo
intestinal, porém em combinacdo com o anion dos &cidos organicos, o Fe™® se
torna acessivel para a absorcdo, provavelmente porque demonstra maior
solubilidade devido a quelacdo ao invés de um efeito gerado pela alteracdo de
pH (SALOVAARA; SANDBERG; ANDLID, 2002).

Segundo GLAHN; LEE; MILLER (1999), a magnitude do efeito do acido
ascoérbico na biodisponibilidade do ferro pode ser influenciada pela proporcéo de
acido ascorbico para ferro ionizado, sendo a biodisponibilidade do ferro

maximizada na proporcao equivalente a 1,6:1 (acido ascorbico/ferro).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria prima

O isolado proteico de soro de leite, obtido da empresa Fonterra
Cooperative Group Limited (S&o Paulo, Brasil).
4.1.1.1. Ingredientes das formulagdes
Os ingredientes presentes nas formulacdes estdo descritos conforme
legislacdo da ANVISA, RDC N° 259, de 20 de setembro de 2002 (BRASIL, 2002)
em ordem decrescente da respectiva proporgéo.
e Microparticula Fe-peptideos
Ingredientes: maltodextrina e polidextrose na propor¢gédo de (80:20 p/p)
sulfato ferroso (10:1 peptideos/Fe), acido ascérbico na proporcdo de 1:1,6 (acido
ascorbico/Fe).
e Formulacéo de tangerina
Ingredientes: polidextrose, maltodextrina, microparticula Fe-peptideos,
sacarose, goma xantana, acido ascoérbico, aroma tangerina, acido citrico, corante

amarelo, aroma laranja, mascarador, sucralose, quelaia.
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e Formulacdo de morango
Ingredientes: polidextrose, maltodextrina, microparticula Fe-peptideos,
sacarose, acido ascorbico, aroma morango, acido citrico, mascarador, aroma
frutas vermelhas, corante primavera, didxido de titanio, corante vermelho intenso,
sucralose, quelaia.
e Formulagcéo de chocolate
Ingredientes: polidextrose, maltodextrina, microparticula Fe-peptideos,
mascarador, cacau, aroma chocolate, aroma creme, aroma baunilha, goma

xantana, diéxido de titanio, sucralose.

4.1.2 Reagentes e solugdes

As células Caco-2 (passagem 45) foram repicadas a partir de linhagens
conservadas em nitrogénio liquido no laboratério do departamento de Quimica da
UNICAMP.

e KCI (SIGMA- P5405)

e KH,PO, (SIGMA- 7778-77-0)
e NaHCO; (SIGMA — S5761)

e NaCl (SIGMA-S7653)

e MgCI,(H20)s (SIGMA-M8266)
o (NH.),CO; (SIGMA-A9434)
e CaCly(H20), (SIGMA-C5670)
e NaOH (SIGMA- S8045)

e HCI (SIGMA- 30721)

4.2 METODOS

A Figura 5 apresenta o fluxograma geral do projeto realizado.
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|solado Proteico de Soro de
‘ Leite (IPS)

Hidrolise (enzima Alcalase)

Hidrolisado

Ultrafiltragdo (cut off < 5 kDa)

Caracteriiagﬁn
Fisico-quimica |
| ' Quelagio com ferro (FeS50,)

Fragdes < 5kDa |

| Fe- pe.-p':ctideus |

Secagem spray dryer

|— Encapsulados

Elaboragio das formulagoes

Formulagdes

) J: Solubilidade in vitro

Bioacessibilidade do ferro = Dialisabilidade in vitro

Digestéao in vitro/

Indice de Biodisponibilidade do ferro —— Células Caco-2

Figura 5- Fluxograma do desenvolvimento das principais etapas do projeto proposto,
utilizando o sulfato ferroso como fonte de ferro.

4.2.1Caracterizacdo da matéria-prima, hidrolisado, fracdo <5
kDa, formula¢cdes contendo Fe-peptideos

4.2.1.1. Determinacao de proteina total
O teor de nitrogénio total das amostras foi determinado segundo método de

micro- Kjeldahl descrito por LATIMER (AOAC, 2012). Foi utilizado o fator de 6,38

para calculo de conversao do nitrogénio para proteina.
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4.2.1.2. Determinacao de umidade

A determinacao de umidade foi realizada por gravimetria conforme descrito
por LATIMER (AOAC, 2012), através da secagem em estufa ventilada e remocao
da agua por aquecimento. A massa do residuo seco € determinada e a umidade é
calculada pela diferen¢ca da massa do alimento antes e apds a secagem.

4.2.1.3. Perfil de aminoacidos totais e livres

A determinacdo de aminodcidos totais da matéria prima e fracdes menores
que 5kDa foi realizada por cromatografia em coluna de fase reversa em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC, marca SHIMADZU), de acordo com
0 método descrito por WHITE; HART; FRY., 1986; HAGEN; FROST; AUGUSTIN,
1989. A liberagdo dos aminoéacidos individuais ocorre na hidrélise acida com
solucéo de acido cloridrico 6 M e fenol. Apds a hidrélise, € adicionado o &cido a-
aminobutirico como padrao interno. Quando o acido é eliminado por evaporacgéo a
vacuo, é realizada uma re-evaporacdo com solucédo de acetato de sédio, metanol
e trietilamina. ApOs este procedimento é realizada a derivatizacdo do hidrolisado
com solucdo de metanol, agua ultrapura, trietilamina e fenilisotiocianato (PITC).
Os aminoécidos sédo entdo dissolvidos em diluente e sé@o introduzidos na coluna.
A fase moével compreende aos eluentes A e B que contem acetato de sédio,
acetonitrila, agua ultrapura, EDTA dissédico.

Antes de iniciar a injecdo das amostras, deve-se fazer uma injecdo prévia
do diluente para estabilizagdo do equipamento, seguindo-se as mesmas
condicbes de corrida usadas para as amostras. A separacdo dos aminoacidos
individuais ocorre de acordo com as seguintes condi¢des cromatograficas e o

gradiente da fase mével como mostrado na Tabela 3:
e Coluna de guarda: C18 (4 X 3,0 mm) ou Shim-Pack CLC G-ODS(4)

e Coluna analitica: LUNA C18 100 A 5 uM 250 X 4,6 mm 00G-4252-EQ ou
Shim-Pack CLC-ODS (M) C18 100 A5 uM 250 X 4,6 mm

e Fluxo dos eluentes (fase moével): 1 mL/minuto a 50 °C

e Detector: DAD (arranjo de diodo), com detec¢do em 254 nm
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e Nessas condicdes, a ordem de eluicdo dos aminoacidos é a seguinte: Acido
Aspartico, Acido Glutamico, Serina, Glicina, Histidina, Arginina Treonina,
Alanina, Prolina, Padrao Interno (AAAB), Tirosina, Valina, Metionina, Cistina

1, Cistina 2, Cistina 3, Isoleucina, Leucina, Fenilalanina e Lisina.

e A identificacdo dos picos dos compostos € feita através de comparacdo com

0s tempos de retencao obtidos nos padrdes injetados.

Tabela 3. Tempo de eluicdo e gradiente dos eluentes (A e B) da fase movel.

Gradiente
Tempo (minutos) Eluente A (%) Eluente B (%)

5,00 95,00 5,00
10,00 77,50 22,50
11,80 68,00 32,00
20,00 40,00 60,00
23,00 0,00 100,00
35,99 0,00 100,00
36,00 95,0 5
40,00 95,0 5
45,00 “stop” ‘stop”

A identificacdo dos aminoécidos foi realizada por comparacdo com padrao
externo (Pierce, PN 20088), e para a quantificacdo foi utilizado o padréao
interno acido a-aminobutirico (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), de
acordo com WHITE; HART; KRY (1986) e HAGEN; FROST; AUGUSTIN
(1989). Para determinacdo dos aminoacidos livres, os aminoacidos foram
extraidos em solucdo acida (HCI 0,1M) com agitacdo por 30 minutos. Uma
aliquota do filtrado foi derivatizada seguindo o mesmo método dos

aminodcidos totais (exceto a hidrélise acida).
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A determinacdo de triptofano foi feita apds hidrélise enzimética com
pronase (40°C/22-24h), seguido de reacdo colorimétrica com 4-
dimetilaminobenzaldeido (DAB) em 10,55 mol / L de acido sulfarico (H2.SO,) e
leitura a 590 nm. O teor de triptofano foi calculado a partir de uma curva padréao
de L-triptofano (SPIES, 1967).

4.2.2 Hidroélise enzimatica do isolado de soro de leite e fracionamento

As condi¢cdes de reacdo para obtencdo dos hidrolisados proteicos de soro
de leite (HPS) foram selecionadas de trabalhos anteriores do nosso grupo (DE LA
HOZ et al., 2014b), onde foi realizado a otimizacao.

O isolado proteico foi diluido em agua (10%) e nesta solucéo foi adicionada
a enzima alcalase® de acordo com as condicdes 6timas de atividade enzimatica:

e pH:8,0
e Proporgéo E/S (enzima/substrato): 1,0
e Temperatura (°C): 60°C
Em sequéncia o hidrolisado foi fracionado em sistema de ultrafiltragéo
Pellicon® (Millipore, Bedford, MA, EUA) com membrana de corte molecular de 5
kDa.

Parte do hidrolisado ultrafiltrado foi liofilizado para ser utilizado para as

andlises da capacidade ligante dos peptideos e outra parte congelada para a

sintese das microparticulas.

4.2.3. Perfil de aminoéacidos por eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE)

O meétodo de eletroforese capilar foi utilizado para obter o perfil
eletroforético dos hidrolisados. Os hidrolisados proteicos de soro de leite (HPS)
foram analisados num sistema de eletroforese capilar de Alta eficiéncia (HPCE),
marca Agilent Technologies (Alemanha),com detector UV e arranjo de diodos, HP
Chem Station para controle do sistema, analise e coleta de dados. As condigbes
de operacdo do equipamento foram: Capilar de silica fundida (Agilent
Technologies ,DE, Alemanha) de 40 cm de comprimento, 50um de DI (diametro
interno) e como eletrdlito de carater basico foi usada uma solucdo tampao de
borato 20 M pH 9,3.
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As condicdes da corrida eletroforética utilizadas foram:

e Concentragao da amostra: 5mg/ml

e Temperatura do capilar: 25° C

e Separacao por voltagem de 15 kV entre os eletrodos

e Polaridade positiva (injecdo no eletrodo positivo anodo)

¢ Injecdo da amostra por pressédo de 50 mbar durante 4 s

e A deteccao por absorcéo no UV e comprimento de onda de 200nm.

e O tempo de duracéo da corrida foi de 15 minutos para cada amostra.

Para cada corrida de amostra se fez um pré e um pds-condicionamento do

capilar.

e Pré-condicionamento: lavagem com NaOH 0,1 M durante 2 min; agua ultra-
pura por 2 min e eletrdlito base tampéo borato 50 mM por 3 min, usando
uma pressao de 990 mbar.

e Pds-condicionamento: Lavagem com agua ultra-pura durante 3 min
seguida de lavagem com solucdo base tampé&o borato 20 mM por 2 min ,
sempre com pressao de 990 mbar.

4.2.4. Grau de hidrélise
O grau de hidrélise (GH) foi calculado de acordo com a equacgéo 1 descrita
por ADLER-NISSEN (1986). Neste método, o GH é proporcional a base de

consumo solicitada para a preservacao do pH constante durante a hidrélise.

04 = T
GH (%) BbexaxMthwt

x 100 (Eq.1)

onde: GH (%) = grau de hidrélise; B = consumo de base em mL; Nb = normalidade da
base; 1/a = média de grau de dissociagdo do grupo a-NH,; MP = massa da proteina em
0; hwot = NUmero total de ligagbes peptidicas no substrato proteico - 8,8 para proteina do
soro de leite.

4.2.5 Definicdo da proporcéo de peptideo:ferro (p/p) para sintese de
complexos

Para a definicAo da melhor proporcdo de peptideos: ferro (p/p) a ser

utilizada para a sintese dos complexos (Fe-peptideo) foi realizado a avaliacéo da
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capacidade ligante em diferentes propor¢des peptideo: ferro (p/p) 5:1; 10:1; 20:1 e
40:1.

4.2.6. Avaliacdo da capacidade ligante dos peptideos

Andlise realizada para avaliar a capacidade ligante do ferro em funcéo da
solubilidade do mesmo, segundo método DE LA HOZ et al.(2014a) com algumas
modificacées. Foi introduzida a centrifugacdo (5000 g x 20 min a 25 °C) ao final
da reacdo de complexacdo, anterior a determinacao do ferro.

A fracdo do hidrolisado <5 kDa na concentracéo de 1% (p / v) em teor de
proteina (N x 6,38) teve o pH ajustado para 5.5 e misturada com ferro proveniente
do FeSO, (s) na proporcédo de 0,1% Fe (p / v), ambos em solucdo aquosa. A
incubacéo foi realizada em banho-maria com agitacdo por 30 min a 40 °C seguida
de centrifugacéo (5000 g / 20 min, 25°C). O teor de ferro no sobrenadante foi
determinado por espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente
aclopado (ICP OES). O fluxograma do procedimento esta representado na Figura
6.

5:1 10: 1 20: 1 30: 1 40: 1 CONTROLE
(peptideos/Fe) || (PeptideosiFe) | | (peptideos/Fe) || (peptideos/Fe) || (peptideos/Fe) (H,0)

Diluigdo em H,0

V.
Ajuste pH para 5.5

V.
Adigdode FeSO,

Reagdo de complexagdo(Banho-maria sob
agitacdo40® C/ 30 min)
4
Centrifugagdo (5000 g/ 25° C)

Sobrenadante

! v

Analise de ferro (ICP) Analise proteina (Kjeldahl)

Figura 6- Fluxograma do procedimento para andlise da capacidade ligante dos peptideos
com Fe segundo método DE LA HOZ, 20142
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4.2.6.1. Determinacéao de ferro

O teor de ferro da amostra e nos produtos da reacdo de quelagéo foi
determinado segundo método descrito por PRICE e ROOS (1969) e modificado
por MORGANO; QUEIROZ; FERREIRA (1999). O conteudo de ferro foi
quantificado usando um espectrdbmetro de emissédo Optica de plasma acoplado
indutivamente (ICP OES) (modelo 5100 VDV ICP OES, Agilent Technologies,
Toquio, Japédo), equipado com uma fonte de radiofreqiéncia (RF) de estado
sélido de 27 MHz e spray nebulizador usando argénio como plasma (pureza de
99,996 % - Air Liquid, SP, Brasil). As condi¢cbes otimizadas de operacao foram:
poténcia do plasma 1,20 kW; fluxo do argénio auxiliar 1,0 L min™®, fluxo de
nebulizacdo 0,7 L min™, nimero de replicata 3; tempo de estabilizac&o e leitura 14
se comprimento de onda de leitura para o ferro de 259,940 nm. Para
quantificacdo foi construido uma curva de calibracdo a partir dos padrbes
analiticos (tritsol, Merck, Damstadt, Alemanha).

4.2.7. Complexacédo do Fe-peptideo

Apoés a definicdo da melhor proporcédo a ser utilizada para a sintese dos
complexos Fe-peptideos, a complexacdo destes foi realizada segundo método
descrito por KIM et al, 2007 com pequenas modificacdes (DE LA HOZ et al. 2014
a) adicionada de acido ascérbico na proporcdo 1,6:1,0 (p/p) em relacdo ao ferro
(GLAHN; LEE; MILLER, 1999). Estes complexos juntamente com a adicdo de
acido ascoérbico foram denominados como “ATIVO” na formulacdo das

microparticulas.

4.2.8. Formulacdo das microparticulas pela técnica de spray drying

A reacdo de complexacdo dos peptideos com ferro foi realizada de acordo
com KIM et al, 2007a.

O ativo foi seco com a adi¢cdo de maltodextrina e polidextrose na proporcao
de 80:20 (p/p), como agentes de parede. A analise de dialisabilidade in vitro foi
utilizada como pardmetro de selecdo dos materiais de parede em estudos
anteriores do nosso grupo de estudo.

Os materiais de parede foram dispersos na solugédo aquosa contendo ferro-

peptideo (Fe-P) com o auxilio de um agitador mecanico (Lab Egg/ IKA, Staufen,
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Alemanha) até total disperséo. As misturas foram preparadas com sélidos totais
de 40 g / 100 g, compreendendo a soma do material de parede (77 g/ 100 g) e
ativo (23 g/ 100 g)

As solucbes de material de parede e ativos foram submetidas a secagem
por spray drying para formacdo das microparticulas. O equipamento utilizado foi
de escala laboratorial (BUCHI, modelo B-290) com orificio para passagem da
amostra na atomizacdo de 0,7 mm. Condicbes de operacdo: temperatura de
entrada de 140 °C e de saida em torno de 78 °C; pressdao de ar de
aproximadamente 50 mbar; aspiracdo de 100 % da poténcia do aspirador; vazao
de ar de 500 L/h.

As microparticulas foram avaliadas quanto ao percentual de recuperacao
do ativo no material seco através da determinacdo do conteudo de ferro na
solucdo seca e liberagdo do ativo para absorcdo, através dos métodos de
bioacessibilidade in vitro. O Conteudo de ferro nas particulas foi determinado pelo
método descrito no item 4.2.6.1.

O rendimento de processo foi determinado como sendo a razdo entre a
quantidade de sélidos recolhidos ao final do processamento e a quantidade de
sélidos presentes na mistura antes de entrar no secador. O calculo foi feito

através da seguinte equacao:

RS (%)=Peso coletor cheio—Peso coletor vazio x 100 (Equacao 1)

So6lidos Totais

Onde, RS corresponde ao rendimento de secagem.

4.2.9. Elaboracéo das formulagdes

As microparticulas contendo o ativo foram utilizadas para a elaboracdo de
trés formulacdes. Foram utilizados saborizantes, acucar e aromatizante para
compor um saché que ofereca 14 mg de ferro por dose, que é a quantidade
recomendada de ingestdo diaria para um adulto, segundo as DRIS (do inglés:
Dietary refrences intake - ingestdo diaria recomendada) estabelecidas pelo
Instituto de Medicina dos Estados Unidos, em conjunto com a agéncia de saude
do Canada (PADOVANI et al., 2006).
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Os métodos utilizados para a avaliacdo da bioacessibilidade e
biodisponibilidade estédo descritos na Figura 7.

Bioacessibilidade:

* Avaliacdo da capacidade ligante dos peptideos (DE LAHOZ et al, 20143)
* Avaliacdo da solubilidade do ferro (PERALES et al, 2005)

* Avaliacdo da dialisabilidade do Fe (ARGYRI et al, 2009)

Estimativa de biodisponibilidade:

* Modelo de digestdo e células Caco-2 (PERALES etal,2005 )

Figura 7. Métodos para avaliagédo da bioacessibilidade e biodisponibilidade do Fe.

Bioacessibilidade do ferro

Para avaliacdo da fracdo solUvel de minerais que apresenta potencial de
absorcdo no lumen intestinal foram utilizados dois métodos: 1) Método da
solubilidade in vitro, o qual simula a digestdo gastrointestinal em relacdo ao
tempo, temperatura, pH e enzimas (gastricas e duodenais, sais biliares), sendo
que ao final do processo o digerido é centrifugado e € verificado o teor de ferro
solavel no sobrenadante (MINEKUS et al., 2014). 2) Método da dialisabilidade
in vitro, onde além da simulacdo gastrointestinal se utiliza uma membrana de
porosidade especifica (6 a 8 kDa) que simula a parede intestinal. Foi utilizado o
método proposto por ARGYRI e colaboradores (2009), que permite realizar a
analise com uma quantidade reduzida de amostra. O célculo de % dialisabilidade

do Fe das amostras é obtida através da formula:

Fe dial (%) x vol total

% Fe dialisavel =

Fe total inicial (mg)

onde:

. mg
mg Fe no dial _ Fe(m) x fator

Volume do dialisado Volume do dialisado

Fe dial (mg/mL) =

- Volume do dialisado: pesagem da massa do dialisado (conteldo acima da membrana
no inserto) expresso em mL; fator: 0,1 (caso seja utilizado bal&o volumétrico de 10 mL na
diluicdo do dialisado para a andlise de Fe por ICP); Fe total inicial: 0,0224 mg (quantidade

utilizada por ARGYRI et al, 2009 nos ensaios realizados).
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4.29.1. Solubilidade do ferro

A solubilidade do ferro apds a digestéo in vitro € uma medida indicativa da
bioacessibilidade do mineral em estudo.

Para realizar a digestao in vitro foi utilizado dois metodos (PERALES et
al., 2005 e MINEKUS et al., 2014) em funcéo do tipo de amostra. A digestao pelo
meétodo de Perales, ndo contempla a digestédo oral (salivar) pela enzima amilase.
A digestéo in vitro por MINEKUS et al (2014) foi necessaria para avaliacdo da
solubilidade nas amostras das formulagbes, uma vez as matrizes analisadas
continham ingredientes mais complexos que as amostras contendo apenas 0s

complexos Fe-peptideos.

e Digestdo in vitro pelo método de PERALES et al, 2005.

O método de PERALES et al, 2005 foi utilizado neste trabalho para
definicdo da melhor propor¢éo de peptideos/Fe a ser utilizada para a sintese das
microparticulas.

Uma quantidade de cada amostra contendo 0,72 mg de Fe, foi diluida em
30 mL de &gua deionizada ajustada para pH 2.0 com 6 mol/L de HCI, e foi
estabilizado por 15 min, com reajustes de pH quando necessario. Uma aliquota
de solucao de pepsina foi adicionada as amostras (0,02 g pepsina / amostra), e o
volume foi aumentado para 100 mL e incubado a 37°C por 2h
com agitacao. A digestdo com pepsina foi interrompida mantendo-se as digestdes
gastricas em banho de gelo durante 10 min, e o pH foi ajustado para 6,5 com
NaHCO3; a 1 mol / L. A etapa de digestao intestinal foi realizada apés a adicao de
solugéo de pancreatina / extrato de bile (0,005 g de pancreatina e 0,03 g extrato
biliar / amostra) durante 2 h a 37° com agitagdo. As solucdes digeridas foram
entdo colocadas em um banho de gelo durante 10 min para interromper a
digestao, e o pH foi ajustado para 7,2 com adi¢céo de solucdo de NaOH 0,5 mol/ L.
A fragcdo bioacessivel foi obtida por centrifugacdo (3200 g / 60 min, 4°C). O teor
de ferro total e solluvel foi determinado por ICP OES. O procedimento de preparo
das solucdes necessarias para a analise de digestéo in vitro esta apresentado na

Figura 8 e o fluxograma do procedimento esta apresentado na Figura 9.
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Solucdo pepsina (0,2 mg/mL = 0,006 g /amastra- 30 mL):
Fara 0,5 mLde solucdo/amostra (0,2 mg/mL) = Pesar 0,12 gde pepsinaediluirem 10 mL de HCl 0,1
%] [D,DlZE,-"mL :0,006g em 0.5 mL]

Solugdo pancreatina/bile (0,0015 g pancreatina;/ 30 mL amostra e 0,009g bile/30 mLamostra):
Pesar 0,03 gde pancreatinae 0,18 g de bilee diluirem 10 mL de NaHCO3 0,1 M
Usado por amostra=0.5 ml solucdo (30mg/mlpae 18 mg sais/ ml]
Verificar o pH final da solucdo (6,5 a 7,0)

Solucdo mde Fe (0,72 mg Fe/ amostra -30 mL = 0,024mg/mL)
Pezar 0,195 gFe504 para 100 mLde H2O agua deionizada

Figura 8- Procedimento para preparo das solucdes necessarias para analise de
solubilidade do Fe (Método PERALES, et al. 2005).

A bioacessibilidade do ferro foi calculada como a quantidade de ferro
soltuvel em relacdo ao total inicial do contetdo de Fe, de acordo com a Equacao
2:

% Fe bioacessivel =Fe soluvel (fracdo bioacessivel) x 100 (Equacgéao 2)

Fe total (inicial)

Deixar estabilizar por
Amostra Ajustede pHpara * 15minutose AdicionarlmL
20 reajustaropHse solugio mée Fe por
necessario amostra

Ajustarvolume
para 30mLcom
H2O

Colocar embanho
Banho de gelo por maria E':'m agitagao Colocar pepsina
- a 37°C/zh
10min

Admc:.nar Colocarembanho banho de gelo por
Ajustar pH para 6.5 solucdiode comagitacdoa 10min

pancreatina+ 372 h

extrato de bile
Ajustar pH para
7.2

do sobrenadante tubos falcon tarados

Analisar teor de Fe « gcjg;r::::fzrssig_?

Figura 9- Fluxograma do procedimento para andlise de bioacessibilidade do Fe
(PERALES et al, 2005).
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e Digestao in vitro pelo método MINEKUS et al., 2014

Este método € composto basicamente por trés etapas: (1) preparagédo de
solucdes de estoque; (2) preparacdo de solucdes para digestéo; (3) simulacdo da
digestao gastrointestinal.

O primeiro passo consiste em preparar as solucdes estoque que seréao
usadas para simular as diferentes fases da digestdo (saliva, suco gastrico e
intestinal). A Tabela 4 mostra os constituintes e as concentracdes na solucao

estoque, bem como as massas e volumes usados no preparo da solucéo.

Tabela 4 - Procedimento para preparo de solugdes estoque (MINEKUS et al.,
2014).

Reagente Concentracgdo (g L™Y) Volume Massa (g)
(mL)

KCI 37,3 100 3.73
KH.PO, 34,0 50 1.7
NaHCOs; 84,0 100 8.4
NaCl 117,0 100 11
MgClo(H,0)s 15,25 50 0.7625
(NH,).CO3 12,0 50 0.6
CaCly(H20)2 14,7 50 0.735

(100 mmol L™ CaCly)
CaCly(H,0), 7.5 mmol L? 100 7.5 mL (100 mmol L)
CaCl,(H.0), 2 mmol L™ 50 1 mL (100 mmol L™)
CaCl,(H.0), 9 mmol L* 50 4.5 mL (100 mmol L™
NaOH 40 (1 mol L™ 50 2
HCI 6 mol L™ 50 25 mL (12 mol L)
HCI 1 mol L™ 50 8 mL (1 mol L™

Fonte: Da Silva, E. do N. et al. (2018)

Para realizar a etapa 2 (preparo das solugdes para digestdo), a Tabela 5
apresenta a quantidade (volume) de solucdes adicionadas em cada amostra
durante cada fase. Assim, a partir do conhecimento da quantidade necessaria de

solugcdo para cada amostra é possivel calcular a quantidade total de solucéo
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necessaria para o estudo de acordo com a quantidade de amostras que serdo

avaliadas. A Tabela 6 apresenta a quantidade de solu¢Bes estoques necessérias

para o preparo das solucfes da digestéo (saliva, suco gastrico e intestinal).

Tabela 5- Condi¢cdes e volume de solu¢cdes necessarios para cada fase da

digestéo.

Massa de Fases Solucdes para digestao pH Tempo
amostra (proporgao) min
S 1° 4 mLSaliva + 1 mL CaCl, 7,0 10
s S 7.5mM/ + NaOH 1 M

i)

3 g 2° | 9,1 mL Suco géstrico + 0,7 3,0 120
© é CaCl, 2 mM/ + HCI 1M

3 o

E o 3 18.5 mL suco 7,0 120
S O

Y Intestinal + 1,35 CacCl, 9

g ° mM/ + NaOH 1 M

Fonte:Da Silva, E. do N. et al. (2018)

Tabela 6- Preparo das solucdes de saliva, gastrica e intestinal.

Solucgdes digestivas

Saliva (250 mL) Suco gastrico (250 mL) Suco intestinal (500 mL)
SAL VOLUME | SAL VOLUME (mL) SAL VOLUME
(mL) (mL)

KCI 7,5 KCI 3,5 KCI 6,8
KH,PO, 3,75 KH,PO, 0,9 KH,PO, 1,6
NaHCO3 3,38 NaHCO3 6,3 NaHCO3 42,5
MgCl,(H,0)s 0,5 NaCl 5,9 NaCl 9,6
(NH4).CO3 0,125 MgCl,(H20)s 0,4 MgCl,(H20)s 2,2
HClI6 M 0,05 (NH,4).CO3 1 HCI 6M 0,7
HClI6 M 0,65

Bile 13,59

Amilase 6,290 Pepsina 4449 Pancreatina 1,33g
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A etapa 3 consiste em realizar a simulagdo da digestdo gastrointestinal

assim como descrito na Figura 10.

Etapa ORAL

Etapa GASTRICA

Etapa INTESTINAL

\ 4

4

5 mLde AMOSTRA
adicionados em
tubos falcon estéreis

Amostraoral
dieerida

Amostra gastrica
digerida

Adicionar solucdosintética
de saliva (4 ml)
+1 mlL de solucdo Cacl;
7.5mM

Adicionar 9.1 mLde
solugdo gastrica +0.7 mL
de CaClz
2 mM

g

1

Adicionar 18.5 mLde
solucdo intestinal+ 1,35
mL de CaCl: 2 mM

h 2

AjustepH3.0
(HCI 1na)

7

Ajuste pH para 7.0 com
MaOH 1M ouHCI1 M

U

AjustepH 7.0
(NaOH 1M)

I

Incubacdon3? *C
120 min

agitacao 90 rpm

Incubacdon37? *C
120 min

agitacao 90 rpm

Incubacdo37? *C
10 min
agitacdo 90 rpm

2

Centrifugacdo 10600 g/30
min

Figura 10- Fluxograma do procedimento para digestdo pelo método MINEKUS, et al.

2014.

4.2.9.2. Dialisabilidade do Fe

Esta analise é considerada de maior predicdo da biodisponibilidade por

utilizar uma membrana de baixa porosidade (6 — 8 kDa), que simula a parede

intestinal. O pH das amostras foi ajustado para 2,8 com aliquotas de solugcdo de

HCIl 6 mol/L e 2 mL foram transferidos para po¢cos numa placa contendo seis

pocos. A Pepsina (0,1 mL) suspensao foi adicionada a cada poco e a placa foi

colocada em banho-maria por 2 horas a 37° C.

ApOs a digestao gastrica foi inserido um anel fechado na parte inferior com

a membrana de dialise em cada poc¢o da placa (Figura 11). Cada poco continha 2

mL de amostra e 0,1 mL de suspensédo de pepsina. O inserto foi adicionado apd6s
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as primeiras 2 h de incubacdo a 37 ° C foi preenchida com 2 mL de tampao
PIPES, pH 6,5 e assim o tampdo difundido através da membrana, ajustou
gradualmente o pH das amostras de 2,8 para 6,5.

Apos 30 min, o inserto foi levemente levantado e foi adicionado 0,5 mL de
uma mistura de sal biliar de pancreatina as amostras As placas foram cobertas
com uma tampa de plastico e colocadas em banho- maria com agitagdo mantida a
37°C e incubadas durante 2 h. No final deste periodo de incubacéo, foi retirado a
solucédo contida na parte superior do inserto (parte dialisada) e o teor de Fe foi
analisado por ICP OES. A Figura 12 apresenta o procedimento para preparo das
solugdes utilizadas para a andlise e a Figura 13 € um fluxograma para o

procedimento da analise.

Inserto

Pog¢o com

3 Inserto com Membrana
inserto

Figura 11 - Esquema da placa contendo os anéis com as membranas (insertos).
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h
Amaostra com Fe
Ma [ }=0,0228 mg de Fe por pogo
Ajustar pHpara 2,8 comHCI 0,1 M

Solucdo pepsina
Solubilizar 200 mgem 5 mLde HCI 0,1 M

Solugdo pancreatina,/bile:
Pesar 20mg pancreatinae 120 mg de extrato de bilee solubilizarem 10mL de
MNaHCO3 1M

Tampao PIPES 0,15 M
Pesar 2,5974g ediluirem 30 ml de H2O destilada
Ajustar pH par 6,5 com HCl concentrado

Tampé&o PIPES 0,075 M
Pezar1,2987 gediluirem 25 ml de H2O destilada

MNaHCO3 1 M
Pesar 84 mg para 10 ml de H2O destilada

Figura 12- Procedimento para preparo das solugcdes necessérias para andlise de
dialisabilidade do Fe (ARGYRI et al. 2009).

4.2.11. Estimativa da biodisponibilidade do ferro

e Modelo de digestédo in vitro e cultivo de células intestinais humanas
Caco-2
Para estimar a biodisponibilidade de ferro, as amostras das formulacdes
desenvolvidas passaram pelo processo de digestdo segundo método MINEKUS
et al., 2014(item 4.2.10) e foram adicionadas nas células Caco-2 cultivadas nos
pocos das placas transwell. O contetdo da solugdo presente na parte apical e
basolateral foram retiradas separadamente e o ferro total presente em cada uma

dessas solugdes foi mensurado por ICP OES (Figura 14).
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col Colocar 1,9mlda
clocaras
amaostra no pogo da Colocaremcada

Colocara placa

rl:lemhranésem placaemduplicata poco0,1 mlde B i
agua destilada +0,1mi de solucio . no banho-maria
duranteuma 1 hora ! pepsina com agitacdo por

antes douso D,Di;Fmngf[p]c:;cr] 2horas
Levantaroinserte Adicionar 2 mlde Retirar a placa do
adicicnarna parte ‘ Colocara placa ‘ tampdo PIPES 0,15 « banhoe adicionar
inferior0,5 ml de descansando durante M em cada pogona os inserts com as
solugdode 30=ohobanho partesuperior do membranas
Pancreatina+ extrato insert
de bile em cada poco

LColocarno banho- Retirar amostrada
maria com agitagao parte superior do Analisarteor de Fe
por 2 horas

insert

Figura 13- Fluxograma do procedimento para analise de dialisabilidade do Fe (ARGYRI,
et al 2009).

Parte apical

Monocamada celular

Filtro

Parte basolateral

Figura 14- Esquema do cultivo celular nas placas de transwell.

As etapas da digestédo (oral, gastrica e intestinal) foram realizadas in vitro
(método MINEKUS et al., 2014), conforme apresentado na Figura 8.
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Cultivo celular inicial:

Em primeiro lugar toda a vidraria utilizada no preparo das amostras e
analises foi lavada com &cido cloridrico 10 %, seguida de enxague extensivo em
agua mili Q.

Foram utilizadas nos experimentos células nas passagens de 45. As
células descongeladas foram primeiramente cultivadas em frascos de cultura T75.
A concentracdo de células adicionadas ao frasco foi de 3,4 x 10* Foram
adicionados 10 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) com concentracdo de glicose de 4,5 g L™ e suplementado com 10% v/v
de soro fetal bovino inativado, 1% v/v de solugdo de amino4cidos ndo essenciais
100X, NEAA (Non-Essential Amino Acids), 1% v/v de solucao de L-glutamina 200
mM, 1% v/v de piruvato de sdédio 100 mM, 1% de HEPES 1M - &cido N-(2-
hidroxietil) piperazina-N’-(2-acido etabossufénico) — 1% de solug¢éo de antibitticos
(100 1IU mL-1 de penicilina e 100 ug mL-1 de estreptomicina).

As células foram mantidas a 37 °C em uma incubadora com 5 % de COy/ar
ambiente 95 % de umidade constante e o meio foi trocado a cada dois dias. O
acompanhamento do crescimento celular, a confluéncia e o periodo pés-
confluéncia foram realizados visualmente por microscopio. Quando as células
atingiam aproximadamente 70% da cobertura da area de cultura (confluéncia), o
subcultivo era realizado aspirando o meio de cultura contido no frasco de cultivo e
submetendo-o a lavagem com solucdo salina D-PBS (Dulbecco Phosphate
Buffered Saline), para eliminar as células ndo aderidas a ele. Apés aspiracao da
solucéo de lavagem, foram adicionados 2 mL de solucao de tripsina/EDTA - 2,5 g
LY e 0,2 g L, respectivamente. Em seguida, o frasco de cultivo foi colocado na
incubadora por no maximo 15 minutos, para que as células aderidas pudessem
soltar-se do frasco. ApoOs este periodo, foram adicionados 5 mL do meio de
cultura suplementado para desativar a acdo da tripsina, e o conteudo todo desta
solucéo foi transferido para um tubo de centrifuga de 10 mL e este foi submetido a
centrifugacdo por 5 minutos a 1200 rpm. ApOs a centrifugagcdo o contetdo
sobrenadante foi aspirado.

A fracdo insoluvel (também chamada de pellet) foi dissolvida no meio de
cultura suplementado e uma aliquota de 1 mL desta solucédo foi utilizada para um

novo frasco de cultura celular (75 cm?), onde foram adicionados mais 10 mL do
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meio de cultura suplementado. Apds as células atingirem a confluéncia (>90 %)
foram transferidas para placas de transwell.

Os frascos de cultivo foram monitorados em relacdo a presenca de
contaminantes microbioldgicos, através de um microscopio 6tico bioinvertido. Os
procedimentos citados foram conduzidos em capela de fluxo laminar com
desinfeccdo por luz ultravioleta e &lcool 70 % v/v, sendo que todos os materiais
utilizados se apresentavam estéreis.

O fluxograma geral do cultivo celular esta apresentado na Figura 15.

Cultivo celular em placas transwell:

Para estudos de transporte, as células foram cultivadas em placas de
transwell com seis pocos cada. Cada inserto da placa possui uma membrana
porosa que tem por finalidade propiciar suporte para o cultivo celular, com o
intuito de simular a mucosa intestinal (parte superior, chamada apical) e a serosa
intestinal (parte inferior, denominada basolateral), uma vez que as células Caco-2
nao possuem a mucosa como nas células intestinais e isso poderia reduzir o
nuamero de fatores que podem desempenhar um papel na penetracao
transepitelial (FABIANO et al.,, 2018). No entanto essa grande limitagcdo nao
prejudica a validade do método ja relatado como eficiente para avaliar o teor de
ferro.

De acordo com a densidade celular da suspenséo de cultura, 1,5 mL da
suspensdo de células com 20 x 10 células ja diluidas em meio foram adicionadas
a camara apical de cada poco, tal que o volume total foi de 1,5 mL por poco. Da
mesma forma, 2 mL de meio salino (preparado em concentracdes de 0,7 g L-1 de
KCI; 0,35 g L™ de NaHCO3; 8,0 g L™ de NaCl e 1,0 g L™ de glicose) foi adicionado
a camara basal (Figura 16). O meio foi trocado a cada dia alternado até o uso. As
placas foram mantidas a 37°C, 5% de CO,. A confluéncia de 90% foi atingida
dentro de dez dias (Figura 17).

Foi utilizada uma Camara de Neubauer para controle da densidade de
células a serem utilizadas nos ensaios, possibilitando a contagem das mesmas.

A integridade da monocamada de células Caco-2 foi testada pela medicao

da TEER (do inglés: Transepithelial Electrical Resistance- resisténcia elétrica
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transepitelial) no dia da realizagcdo dos ensaios no Medidor Epitelial Volt-Ohm
(Millicell, modelo ERS-2, Burlington, EUA).

A resisténcia elétrica transepitelial (TEER) foi medida a cada 1 hora
durante o experimento em 3 diferentes pontos de cada inserto que continham as
culturas celulares e apenas os que apresentaram valores acima de 250 Q cm? e
menores que 450 Q cm? foram considerados na analise dos resultados.

A TEER permite avaliar a integridade das monocamadas formadas,
através da permeabilidade ibnica entre as juntas de oclusdo das células.
Apresenta-se como um indicativo da diferenciacdo celular nos insertos, que é

confirmada também através do monitoramento em microscopio 6tico bioinvertido.

Amostras para o cultivo celular:

As amostras foram digeridas e apenas o sobrenadante das amostras foi
adicionado as células nas placas de transwell, ou seja, apenas a fracao
bioacessivel. As medidas de osmolalidade das fracdes bioacessiveis foram feitas
no equipamento Semi Micro Osmometro (Knauer, modelo K-7400, Berlim,

Alemanha) e ajustadas para 310 + 10 mOsm kg™® com solucdo de NaCl.

Cultivo de células intestinais humanas Caco-2

Lavagem da vidraria
(HCl 10%)

Adicdo das células Meio de cultura :_ ST T
3,4 x 10¢ i !
[I= (10mL) ‘: Trocaacada 2dias |
FRASCOS DE CULTURATTS 1
Acompanhamento
MICROSCOPIO
* Crescimento celular

1 [
1 [
1 [
1 [
: *+ Confluéncia [

1
1 [
1 1
1 [

Incubadora 37°C

i}

Confluéncia (>90 %)

!

Apds 11° dia e e e - - a
Tranferéncia para
placas de transwell

* Periodo pés-
confluéncia

Figura 15- Fluxograma do cultivo celular.
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Adigdo de 1,5 mL com
20x 10* células
(fracdo apical)

Inserto de transwell

Camara apical

Poros da membrana

Cédmara basolateral
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Adicdode 2 mL
de meio salino
(fragdo basolateral) P e e - -
Acompanhamento
MICROSCOPIO

* Crescimento celular
* Confluéncia
Periodo pos-
confluéncia

Apods 10° dia
PRONTA
PARATESTE

Figura 16- Esquema para adicdo de meio e células nas camaras apical e basolateral dos
insertos das placas transwell.
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Figura 17- Fases do crescimento celular nas placas de transwell. Imagem obtida por
microscopia com as células Caco-2 diferenciadas aumento de 200X. A) 1° dia na placa;
B) 5° dia na placa e C) 10° dia com 90% de confluéncia.

4.2.10. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como a média aritmética e desvio padrao.

Para a comparacao de significancia entre as médias dos resultados foi realizada
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andlise de variancia ANOVA e teste de Tukey, para um nivel de confianca de 95%
(p = 0,05) usando o programa XLSTAT versao 2012.6.03 (Addinsoft, Franca).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da matéria-prima e hidrolisado < 5kDa

O isolado se soro de leite (IPS) foi caracterizado apenas quanto ao
conteddo de proteinas e umidade. A Tabela 7 mostra que o IPS escolhido
apresentou elevado conteudo de proteina, acima de 90% em base seca. Como o
hidrolisado foi obtido a partir do IPS hidrolisado, o conteddo de proteinas foi
similar uma vez que a umidade foi um pouco menor. O grau de hidrolise elevado é
importante para aumentar o rendimento de peptideos de baixo peso molecular.

Para as condi¢cOes utilizadas de pH ( 8.0 ), temperatura (60° ), relacao
enzima: substrato (1:100 ) e tempo de hidrolise (3 horas ) foi obtido o grau de
hidrolise del9,04 %. No hidrolisado na concentracdo de proteina inicialmente
presente (10%) foi utilizado para a etapa de ultrafiltracdo, sendo recolhido apenas
o filtrado. Esta fragéo era de menor tamanho, uma vez que foi utilizado um corte
de 5kDa. O material ultrafiltado teve o contelddo de proteina dosado
(aproximadamente 4%) e congelado para ser utilizado posteriormente na

obtencdo dos complexos com o ferro.

TABELA 7- Caracterizacao fisico-quimica do isolado proteico de soro de
leite (IPS) e fracéo hidrolisada (> 5kDa).

Determinacao (g/100g) Valores (%)*
IPS Hidrolisado
< 5kDa
Umidade 4,42 + 0,16 2,35+0,45
Proteinas** 93,45 + 0,97 96,46 + 0,67

*média e estimativa de desvio padrao; **N x 6,38 para o IPS em base seca.
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5.2. Caracterizacdo do perfil aminoacidico do hidrolisado com enzima

Alcalase

O perfil aminoacidico do hidrolisado total e fracionado (menor que 5 kDa)
apresentaram perfil caracteristico das proteinas do soro de leite, com elevado
conteldo de aminoacidos de cadeia ramificada (11,63% de leucina, 4,72%
isoleucina e 4,68% de valina). O conteudo proteico e aminoacidico apresentaram
pequenas variacdoes apos a hidrélise. O conteudo de aminoacidos totais e livres
presentes nos hidrolisados sdo mostrados na Tabela 8.

O tipo de aminoécido livre reflete a especificidade da enzima em clivar as
ligacbes peptidicas. A alcalase® é uma enzima proteolitica produzida por
fermentacdo submersa de uma cepa selecionada no Bacillus licheniformis®. Entre
as proteases, alcalase® (Subtilisin Carlsberg) € uma serina protease de grau
alimenticio, amplamente utilizada para produzir hidrolisados enziméticos a partir
de varias fontes proteicas, que cliva em muitos tipos de ligacGes peptidicas, de
preferéncia aquelas com cadeia lateral hidrofébica na porcdo C-terminal
(DIETERICH, 2014). Apresenta elevada acao hidrolitica, sendo, contudo pouco

especifica em quebrar as ligaces das cadeias proteicas.
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Tabela 8- Composicdo em aminoacidos (totais e livres) da fracdo <5kDa,
obtida por hidrélise com Alcalase ® e ultrafiltracdo (g aminoacido/100g de
amostra).

Hidrolisado proteico de soro de HPS Alcalase ® (<5kDa)

leite (HPS)
Aminoécidos AA Totais AA Totais AA Livres
(AA) (9/100g) + DP (9/100g)= DP (mg /100g) £ DP
Acido Aspartico 11,80 + 00,3 12,34 + 0,02 36,40 + 0,12
Acido Glutamico 17,46 £ 0,06 18,62 £ 0,01 8,89 + 0,02
Serina 4,02 + 0,01 3,88 £ 0,00 7,59+0,01
Glicina 1,61+ 0,00 1,87 £0,01 2,88 £ 0,00
Histidina 1,87 + 0,00 2,12+ 0,01 25,87 £ 0,03
Arginina 2,58 £ 0,02 2,02 £ 0,00 14,52 +£ 0,00
Treonina 5,17 £ 0,00 4,59 + 0,00 68,34 £ 0,13
Alanina 4,20 + 0,02 5,46 + 0,01 17,31+ 0,05
Polina 3,79+£0,01 3,60+0,01 2,53 0,06
Tirosina 3,31+£0,00 2,43 £ 0,05 4,80+1,11
Valina 4,68 + 0,02 4,95+ 0,01 7,80 £ 0,39
Metionina 2,85+0,01 2,78 £ 0,07 19,74 £ 0,10
Cistina_1 0,68 + 0,05 1,28 + 0,16 19,81 + 0,02
Isoleucina 4,72 £ 0,01 6,48 £ 0,01 205,55 + 0,64
Leucina 11,63 £0,01 11,67 £0,01 154,57 + 0,36
Fenilalanina 3,01+ 0,00 2,91 £ 0,00 222,28 + 2,34
Lisina 9,79 £ 0,02 9,47 £ 0,02 125,79 £ 0,85
Triptofano 1,19+0,03 nd 99,30 + 0,38
% Proteina 93,17 96,43 944,63

DP= desvio padrdo, nd= ndo determinado

Os aminoacidos livres do hidrolisado de baixo peso molecular séao
provavelmente concentrados devido ao processo de ultrafiltracdo, devido ao
tamanho molecular que apresentam. O tamanho médio dos aminoacidos é em
torno de 110 Da e sendo assim todos passam pelo corte da membrana (5 kDa).

Os aminoécidos livres predominantes foram na seguinte ordem de concentracao
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(o/ 100g de amostra) fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, e cistina. Esses
aminoacidos refletem a acdo da enzima em clivar preferencialmente os grupos

hidrofébicos.

5.3. Eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE) dos hidrolisados de IPS
A Figura 18 apresenta o eletroferograma com o perfil do hidrolisado da

enzima alcalase®. Os peptideos gerados por uso desta enzima apresentaram

mobilidade eletroforética influenciada pela estrutura, tamanho e carga dos

mesmos. A concentracdo da massa peptidica foi maior no tempo de retencéo de 5

a 7 minutos.
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Figura 18- Perfil eletroforético do hidrolisados de isolado protéico de soro de leite (IPS)
com a enzima Alcalase® com deteccdo a 200 nm. A) Baixa hidrofobicidade; B)
hidrofobicidade intermediaria e C) hidrofobicidade elevada.

Na eletroforese capilar, a separacdo é conduzida em tubos de diametro
interno capilar, preenchidos com um eletrélito condutor, e submetidos a acdo de
um campo elétrico. A elevada resisténcia elétrica do capilar permite o
estabelecimento de campos elétricos elevados (100 a 500 V/cm), resultando em
separacdes de alta eficiéncia (geralmente excede 10° pratos teéricos) em tempos
de analise apreciavelmente curtos. Além disso, demanda diminuta quantidade de
amostra (1 a 10 mL), sendo uma técnica nao destrutiva (TAVARES, 1997). Nesta
técnica os compostos sédo separados com base na diferenca entre as mobilidades

idnicas, que estéo relacionadas com a razao carga-massa, e a fatores estruturais.
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O perfil de eletroforético mostra que os aminoacidos mais carregados de
cations migraram com maior velocidade e sdo detectados nos primeiros minutos
do tempo de corrida. Contudo, a maior concentracdo de peptideos ocorreu na
regido intermediaria. Como o eletrdlito usado foi de carater basico (tampao de
borato 20mM pH 9,3) e a polaridade era positiva (injecdo no eletrodo positivo
anodo), podemos considerar que os fragmentos peptidicos quando submetidos a
uma voltagem (15 kV entre os eletrodos) sdo arrastados pela distribuicdo de

maior concentracdo de carga positiva em sua superficie.

5.4. Obtencédo dos complexos Fe-peptideo e ensaios de bioacessibilidade
O hidrolisado na forma liquida foi utilizado para a reacédo de complexacao
de peptideos com o ferro. Foi utilizado a propor¢gdo de 10 g de peptideo para 1 g
de ferro, proveniente do sal sulfato ferroso. Desta forma para cada 100 mL do
hidrolisado foi utilizado 0,4 g de ferro (1,0 g de sulfato ferroso). Todo o processo
ocorreu utilizando o material liquido, onde apenas o complexo foi seco para
garantir sua estabilidade e praticidade para se manipulado como um ingrediente
alimentar. Para determinar a melhor proporcéo entre o peptideo e o ferro foram

realizadas as analises descritas a seguir (itens 5.4.1; 5.4.2; 5.4.3).

5.4.1. Otimizacado das condi¢cdes de obtencdo do complexo

A otimizacdo iniciou com a verificacdo da solubilidade do ferro
complexado ao peptideo no pH da reacdo (5,5 e no pH organico, mais
especificamente do intestinal onde ocorre a absor¢do (pH 7,0). Para tal, foi
dosado o ferro soluvel apds centrifugacdo nos dois pHs, logo apés a reacdo de
sintese dos complexos. Assim como o dosado o ferro livre sem a presenca dos
peptideos de baixo peso molecular, através de um branco controle, onde havia
apenas o ferro proveniente do sulfato ferroso na mesma proporc¢ao, contudo sem
a presenca dos peptideos. Em todas as determinacdes de ferro foi utilizado o ICP-
OES com plasma de argbnio, o qual apresenta elevada sensibilidade e preciséo.

A presenca de peptideos complexados ao ferro garantiu a sua
solubilidade nas diferentes concentracdes ao redor de 90%, com excessao da

proporcao de 5: 1. (63 %). Os resultados da Figura 17 mostram que no pH 5,5

52



onde ocorre a reacao de sintese dos complexos de peptideos ao ferro, o ferro
inorganico também se apresenta soluvel, neste caso, de acordo com a literatura,
na forma reduzida (Fe?") e solivel (CONRAD; UMBREIT, 2000). Portanto, uma
pequena proporcao do ferro (~10 %) pode estar presente sem estar complexado
ao peptideo e provavelmente vai permanecer sollivel nas condi¢bes da reacéo.
Esta condicdo ndo é desejavel, uma vez que o ferro livre pode estar reativo e
causar reacoes indesejaveis quando inserido em um meio organico.

Contudo, no pH intestinal (7,0), no qual o ferro deve permanecer sollvel
para ser absorvido, a Figura 19 mostra que o ferro livre (denominado branco)
proveniente do sulfato ferroso é totalmente insollvel. Desta forma, pode se
concluir que provavelmente apenas o ferro complexado aos peptideos permanece

soltvel, uma vez que na reacado controle o ferro ndo foi dosado.

Figura 19- Solubilidade do ferro em diferentes condicbes de pH (5,5, e 7,0).
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5.4.2. Capacidade ligante dos peptideos pelo método DE LA HOZ et al. (
2014a) modificado

A solubilidade do ferro é considerada um dos principais requisitos para
promover uma alta disponibilidade de ferro para absor¢cdo (DE LA HOZ et al,
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2014). A solubilidade do ferro foi superior ao controle quando nas proporgdes de
10:1(peptideos:ferro), 30:1 (peptideos:ferro) e 40:1 (peptideos:ferro) que por sua
vez se apresentaram similares entre si estatisticamente (Tabela 8).

O controle de sulfato ferroso apesar de apresentar solubilidade inferior as
amostras contendo peptideos, anteriormente citadas, ainda apresentou
solubilidade elevada para o ensaio da capacidade ligante dos peptideos, o que se
deve provavelmente a faixa de pH 5.5 da solu¢do aquosa na qual € realizada a
complexacao dos peptideos com ferro, segundo método proposto (Tabela 9).

O ferro ferroso precipita a valores de pH neutro (7.0) e pode assim
permanecer em estado soluvel no intestino proximal (SALOVARRA, SANDBERG,
ANDLID, 2002). Ja o ferro férrico precipita como hidréxidos em valores de pH
acima de 4 e, portanto, precisa ser quelado no estdbmago ou no duodeno proximal
para permanecer em estado dissolvido (CONRAD; UMBREIT, 2000). Assim, a
reducdo da solubilidade do ferro ocorre diante das diferentes condi¢cdes de pH
enfrentadas durante a digestédo no tratogastrointestinal como foi possivel observar
no estudos posteriores de bioacessibilidade na qual o controle reduz sua
solubilidade para o valor de 1,84 % (Tabela 9).

Os ensaios da bioacessibilidade pelo método de PERALES et al (2005)
mostrado na Tabela 9, ndo foram realizados com as amostras nas propor¢cdes de
5:1 e 30:1 (peptideos:Fe) porque os resultados de solubilidade apresentaram a
primeira semelhante ao controle e a segunda semelhante a amostra 40:1
(peptideos:Fe). Assim afim de reduzir o nimero de amostras por ensaio, estas

foram excluidas.
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Tabela 9- Capacidade ligante de ferro soluvel (%) ap0s a reacdo de
complexacédo do ferro com os peptideos em diferentes propor¢cdes (DE LA
HOZ et al., 2014a) e % de solubilidade apds a digestao in vitro das amostras,
pelo método de PERALES et al.(2005).

% Fe
Amostras Solavel * Solavel*
(Peptideo: Ferro) Apoés a digestao
5:1 64,10 + 3,13 * nd
10:1 93,45+ 0,22 ¢ 89,34 +242°
20:1 72,22 +1,56 ° 90,73 +2,42°
30:1 86,67 +2,71 € nd
40:1 88,02+ 1,92 ¢ 92,47+ 0,96 °
Controle 60,42 + 3,83 " 1,84+0,55 *

* Média de triplicatas e desvio padréo, nd = ndo determinado

Os resultados obtidos por este método indicam que as amostras em
diferentes proporcdes apresentaram a mesma solubilidade, sendo diferente da
amostra controle. O sulfato ferroso nas condi¢cbes do teste apresentou baixa
solubilidade. Esta baixa solubilidade no organismo pode representar toxicidade,
uma vez que o excesso de ferro livre catalisa a geracdo de EROS (espécies
reativas de oxigénio) que por sua vez danificam a membrana celular resultando
em graves lesdes corrosivas no trato gastrintestinal superior, incluindo necrose da
membrana mucosa, Ulcera e isquemia (UBERTI et al, 2017). No entanto, 0s
hidrolisados proteicos podem reduzir os danos causados pela sobrecarga de

ferro.
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5.4.3. Dialisabilidade e estimativa da biodisponibilidade dos complexos Fe-
peptideos nas diferentes propor¢des peptideos: ferro.

Os resultados obtidos para o estudo de dialisabilidade do ferro pelo método
de ARGYRI et al (2009) estdo apresentados na Tabela 10. Os ensaios foram
realizados apenas nas proporcbes extremas de 10:1 e 40:1, visto que
apresentaram resultados similares de solubilidade do ferro apés digestdo pelo
método de PERALES et al (2005). Os valores obtidos indicam que as amostras
com diferentes proporcdes de peptideos: ferro apresentaram porcentagens do
ferro dialisado, similares entre si, e diferentes da amostra controle. O sulfato
ferroso nas condi¢Oes do teste apresentou baixa dialisabilidade.

A maior dialisabilidade normalmente indica que quantidades de ferro
soluvel e estavel permanecem como tal até 0 momento da digestéo intestinal (DE
LA HOZ, 2014a). Resultados semelhantes foram encontrados por DE LA HOZ et
al (2014 b), onde a dialisabilidade das amostras obtidas a partir das fracdes
contendo peptideos < 5 kDa e ferro foram superiores a amostra controle de
sulfato ferroso e PIPES (tampéo), as quais apresentaram  valores de
dialisabilidade de 42,4 % e 24,1 % respectivamente.

Os complexos com diferentes proporcées de peptideos: ferro foram
ensaiadas nas linhagens de células Caco-2. Os resultados mostrados na Tabela
11 indicam que apenas o controle de sulfato de ferro apresentou menor
disponibilidade do ferro, (nivel de confianca de 95%), sendo as demais amostras
similares entre si.

As células Caco-2 sao reconhecidas por se assemelhar aos enterocitos
que revestem o intestino delgado e, portanto, podem ser usados como modelo
bioldégico imitando a barreira intestinal (FABIANO et al, 2017). Apesar de ter
aumentado o numero de estudos utilizando células Caco-2 nos ultimos anos,
ainda existem limitacdes na sua utilizacdo. Para o ferro, por exemplo (como no
caso deste trabalho), outros 6rgaos estdo envolvidos na regulacdo do processo
de absorcao de nutrientes, como o figado, que ndo é levado em consideragdo nos
estudos realizados com estas células (SCHEERS et al., 2014). Assim, 0s ensaios
de biodisponibilidade devem ser utilizados como uma estimativa de quanto o
elemento seria absorvido pelo intestino durante a digestdo e nao para predizer o

valor real. Os resultados da Tabela 10 apresentaram similaridade nos valores
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encontrados para os dois testes realizados: dialisabilidade do ferro e ferro
absorvido utilizando células Caco-2.

Tabela 10- Dialisabilidade do ferro de amostras com diferentes proporg¢des
peptideos e estimativa da biodisponibilidade do ferro em modelo transwell
com linhagem celular CACO-2, para diferentes propor¢cbes de
peptideo:ferro.

% Fe
Complexo Dialisado Biodisponivel
peptideos:Fe (células Caco-2)
10:1 49,07 + 5,05 ° 56,20 + 6,79 ©
20:1 nd 52,26 + 15,66 °
40:1 46,70 £ 3,42 8 24,93+9,95°
Controle Fe 12,86 +0,0* 9,6 + 0,06 *

* Média de triplicatas e desvio padrdao. nd=ndo determinado

Assim, para as diferentes propor¢des de peptideo-ferro foi realizada uma
andlise estatistica entre os métodos de dialisabilidade de ARGYRI et al. (2009) e
o método de digestdo de MINEKUS et al (2014) com linhagem de células Caco-2.
Os resultados da Tabela 11 mostram a similaridade dos resultados para as
proporcdes de 10: 1 e 40: 1 de peptideo-ferro, ao nivel de confianca de 95%.

Os resultados obtidos confirmam que embora a capacidade de dialise do
ferro ndo defina o nivel de absorcdo do ferro, € um indicativo de uma condi¢éo
absorvivel. Os valores mostrados (Tabela 11) vdo de encontro com a afirmacao
de ARGYRI et al. (2011), na qual a dialisabilidade in vitro € uma ferramenta
simples para prever a biodisponibilidade de ferro (ARGYRI et al., 2011; DE LA
HOZ et al, 2014b). Alguns trabalhos realizaram um estudo comparativo da
biodisponibilidade do ferro entre os métodos in vitro com métodos in vivo com
humanos (ARAGON et al., 2012). Segundo os autores, 0os métodos in vitro, como
a dialisabilidade s&o apropriados para o rastreio rapido de um grande numero de
amostras antes de seguir para ensaios com humanos. O método de ARGIRY et

al. (2009) é recomendado por usar menor quantidade de amostras, reagentes e
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suprimentos do que outros métodos in vitro descritos anteriormente. ARAGON et
al. (2012) obtiveram para a biodisponibilidade do ferro resultados altamente
correlacionados entre os métodos in vitro e in vivo (r= 0,9765; P = 0,0008).
Concluiram, que em alguns casos, mesmo que a correlacdo nédo seja tdo proxima,
pode indicar uma tendéncia similar aos resultados in vivo em relacdo ao sulfato
ferroso.

Em nossos estudos a correlacdo entre os ensaios de dialisabilidade in vitro
e 0s ensaios utilizando as células Caco-2 foi maior para as amostras com a
proporcdo de 10:1 (peptideos:ferro ) e o controle , na qual o valor de ferro
dialisado e absorvido para a amostra de 10:1 (pepetideos: ferro) foi de 49, 07% e
12,86% respectivamente e o valor de ferro dialisado e absorvido para a amostra
controle foi de 56,20% e 9,6% respectivamente. Ja para a amostra com a
propor¢do de 40:1 (peptideos: ferro), o valor de ferro dialisado foi muito superior
ao resultado obtido no ensaio com as células Caco-2 (46,70 e 24,93 %
respectivamente). Uma vez que o os hidrolisados proteicos promovem a absorcao
de ferro de trés maneiras: mantendo a solubilidade do ferro, reduzindo ions
férricos a ions ferrosos para manter o ferro em um estado de baixa valéncia e
promovendo a absorcao de ferro através das membranas celulares intestinais (LlI;
JIANG ; HUANG, 2017), diante do estudos realizados neste trabalho apenas o
terceiro mecanismo sofreu interferéncia negativa com a amostra na proporcéo de
40:1(peptideos:ferro), explicado talvez pela quantidade de peptideos presentes
que pode ter saturado as células e ndo permitindo a entrada do ferro
consequentemente reduziu a absorcdo do ferro no estudo realizado. Manter a
solubilidade do ferro, que esté relacionada com a capacidade de quelacéo, € uma
grande preocupacéo, a reducao do ion férrico para o ion ferroso com hidrolisados
de proteinas ou outros substratos também é importante, porém, o método pelo
qual o ferro é transportado através da membrana celular intestinal ainda nao foi
suficientemente estudado, e mais pesquisas devem se realizadas para clarear
este mecanismo (LI; JIANG ; HUANG, 2017).
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Tabela 11- Anélise das diferencas entre as metodologias de dialisabilidade e
estimativa da bioacessibilidade para as diferentes propor¢des de peptideos:
ferro.

Média
Categoria estimada Grupos
Caco-2 (MINEKUS et al., 2014) 34,232 A
Dialisabilidade (ARGYRI, et al, 2009) 38,591 A

Os ensaios de bioacessibilidade e estimativa de biodisponibilidade com as
amostras de complexos Fe-peptideos nas proporgbes 10:1 e 40:1
(peptideos/ferro) apresentaram valores semelhantes entre elas e superiores ao
controle em todos 0s ensaios exceto para biodisponibilidade usando células
Caco-2 (Figura 20).
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Figura 20- Comparacédo dos diferentes métodos para avaliagdo da bioacesssibilidade e
estimativa de biodisponibiliade do ferro.

Os resultados obtidos das analises de solubilidade, dialisabilidade e
estimativa da biodisponibilidade em diferentes propor¢cdes auxiliaram na selecéo
da quantidade de peptideos necesséaria para proporcionar uma predicdo do
comportamento do ferro no sitema digestorio (Figura 20). Foi selecionada a
condicdo de 10: 1(peptideos ferro), considerando esta a proporcdo ideal para

prosseguir o trabalho. Esta condicéo permite reduzir os custos de producao assim
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como sua introducdo em matrizes alimenticias, sem ocasionar grande alteracédo

do sabor.

5.5. Otimizacdo da obtenc&o das microparticulas contendo os complexos
Fe-peptideo e ensaios de bioacessibilidade
5.5.1. Producao das microparticulas contendo Fe-peptideos

A producao de microparticulas foi o meio encontrado para veicular e dar
estabilidade aos complexos de Fe-peptideos. Foram realizados varios testes
preliminares para encontrar material de parede que n&o diminuissem a absorgéo
do ferro. As microparticulas foram produzidas de acordo com as condi¢Bes
selecionadas por Filiponi et al. (2019), tendo como material de parede
maltodextrina e polidextrose na concentracdo de 80:20 (p/p), respectivamente.
Para evitar a reatividade do ferro livre, uma vez que ele pode permanecer parte
solavel no pH 5,5, foi adicionado logo antes da secagem &cido ascoébico (AA), na
propor¢cdo 1,6 para 1,0 de ferro (p/p) com o objetivo de reagir com o ferro
ocasionalmente livre e evitar seu efeito oxidativo em espécies reativas ao
oxigénio.

Os complexos peptideos: ferro para serem utilizados como ingredientes
em outras matrizes e suplementos alimentares, precisam estar na forma seca e
estavel durante o armazenamento. O ferro precisa estar na forma ferrosa e assim
garantir a sua solubilidade e absorcdo. Para tal, os complexos foram adicionados
de acido ascorbico e secos em spray-dryer, onde os complexos foram veiculados
como ativos. O processamento foi validado, as microparticulas caracterizadas e
realizado um estudo de estabilidade das microcapsulas ao longo de 365 dias
(Filiponi et al., 2019).

Outra possibilidade desejada era que a microencapsulacdo pudesse
auxiliar no mascaramento do o sabor amargo dos peptideos gerados pela
hidrélise da alcalase®. Peptideos ao serem hidrolisados expressam um sabor
amargo devido a exposicao dos sitios hidrofobicos, que estavam enclausurados
no interior da proteina nativa (MOHAN et al, 2015).

Depois de varios ensaios preliminares foi selecionado como material de
parede a maltodextrina e a polidextrose. As maltodextrinas possuem inameras

propriedades que permitem que sejam usadas para diversos fins, tanto na

60



industria alimenticia quanto farmacéutica (TOURE et al., 2007). Sdo comumente
usadas como estabilizantes na microencapsulagcdo de vitaminas, minerais,
corantes e também gordura e Oleos (GUPTA et al., 2015). Tem sido relatado em
estudos realizados em modelo animal que a polidextrose atua como um prebiotico
aumentando a absorcao do ferro, principalmente devido a reducéo do pH fecal
(SANTOS et al., 2010). Assim, pode atuar também como protetor da microbiota
intestinal uma vez que o ferro ndo absorvido pode levar a alteracdo da microbiota
e a inflamacao intestinal (ARMAH et al., 2015; FABIANO et al, 2017).

Embora alguns autores comentem que a temperatura elevada do
processamento pode promover a desnaturacao da proteina, nossa hipétese é que
0 mesmo provavelmente ndo ocorre com 0s peptideos, pelo seu reduzido
tamanho e devido ao fato de estarem unidos ao ferro, formando estrutura
externas ao metal. Contudo esta hipétese s6 poderd ser confirmada apds a
avaliagédo da bioacessibilidade das microparticulas.

Verificou-se que a secagem por pulverizacdo resulta em microesferas
com material ativo uniformemente distribuido no transportador, que tipicamente
ocorre quando o transportador e os materiais do nucleo sdo similarmente
hidrofilico (FILIPONI et al., 2019). O rendimento do processo, considerado como a
porcentagem de ativo presente na solucao alimentadora e a recuperada na forma
seca foi 82 %.

O ativo na forma de microparticulas secas foi analisado quanto ao
conteido de ferro e a implicacdo da secagem em disponibilizar o ativo
(peptideo:ferro). Posteriormente, as microparticulas foram utilizadas para
elaborar formulacdes de p6 para bebidas. A determinacéo do teor de ferro serviu
para estimar a quantidade necessaria de microparticulas para compor as

formulacdes.

5.6. Estimativa da bioacessibilidade e biodisponibilidade das

microparticulas.

Os estudos de bioacessibilidade e estimativa de biodisponibilidade do
ferro foram realizados com as amostras de microparticulas para verificar se o

material de parede utilizado néo interferiria na liberacdo do ferro. Como pode ser
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observado na Tabela 12 a solubilidade do ferro foi superior nas amostras de
microparticulas em relacdo ao controle para todos os ensaios de bioacessibilidade
e estimativa da biodisponibilidade no ensaio com a linhagem de células Caco-2.
Certos agentes quelantes e varios compostos podem formar complexos
fortes com ferro e/ ou insolluveis e, consequentemente, ser pobres doadores de
ferro para os enterOcitos e, portanto, limitar a absorcdo (SALOVARRA;
SANDEBERG, 2002). Nestes estudos foi apresentado que o material de parede
utilizado para a formacdo da microparticula (maltodextrina e polidextrose) nao
intereferiu de forma negativa na solubilidade do ferro, condicdo preditiva para
absorcdo do mesmo (DE LA HOZ et al, 2014a), podendo desta maneira ser

utilizado para a sintese das formulacoes.

Tabela 12- Ensaios de bioacessibilidade e estimativa de biodisponibilidade
com as amostras de microparticulas.

(%) = DP*

Amostra Solubilidade do ferro Dialisabilidade Células Caco-2

(Minekus et al. 2014)  (Argyri et al. 2009)

Microparticula 39,12 + 2,39 19,84 +1,29 34,85+ 0,29

Controle (FeSQ,) 10,17 + 0,73 12,86 +1,88 9,72+ 0,08

*DP= desvio padréo

5.7. Estudo das formulacdes: ensaios de bioacessibilidade e estimativa da
biodisponibilidade.

Os resultados da Tabela 13 mostram que o sulfato de ferro usado como
controle apresentou a menor solubilidade que as demais amostras. As
microparticulas apresentaram uma posi¢do intermediaria as utilizadas nas
formulacoes.

O aumento de solubilidade do ferro nas formulagcbes de morango e
tangerina, mesmo apds a digestdo pelo método de MINEKUS et al. (2014),
provavelmente foi ocasionado pela presenca de acido ascorbico e agucares nas

férmulas que agiram como protetores da oxidacao do ferro. O acido ascorbico é
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conhecido por ser o promotor mais eficiente de absorcao de ferro (TRIJATMIKO
et al., 2016), principalmente pela sua capacidade de reducdo através dos seus
grupos hidroxila (SALOVARRA; SANDEBERG; ANDLID, 2002).

As primeiras evidéncias de que acucares simples, como glicose e frutose,
afetam a biodisponibilidade do ferro surgiu pela primeira vez na década de 1960,
a partir de um estudo que demonstrou que o0s acgucares eram capazes de quelar o
ferro inorganico e formar complexos solluveis estaveis e de baixo peso molecular
(CHARLEY et al, 1963; CHRISTIDES; SHARP, 2013). Estes complexos de ferro-
acucar foram prontamente absorvidos através da mucosa intestinal de modelos
de roedores (CHARLEY et al, 1963; CHRISTIDES; SHARP, 2013). O achado
mais consistente em relacdo aos mono e dissacaridos e ferro € que a frutose
aumenta a absorcao dietética de ferro ndo- heme, possivelmente por quelacéo e /
ou reducao de ferro para a forma ferrosa, aumentando a solubilidade e
permeabilidade do mesmo no enterécito (CHRISTIDESE; SHARP; 2013).

A presenca da membrana de dialise no ensaio da dialisabilidade representa
um obstaculo para a absorcdo do ferro, simulando a parede do epitélio intestinal.
Apés a analise de dialisabilidade foi recolhida todo o contetdo presente na fracéo
basolateral do sistema. Portanto, € determinado o teor de ferro que atravessou a
membrana em relagéo ao teor de ferro inicial (Tabela 13).

As amostras de tangerina e morango permaneceram com valores mais
elevados para o conteudo de ferro dialisado em comparacdo ao controle e as
demais amostras. Este fato é justificado pelas mesmas razdes descritas para 0s
resultados obtidos para o ensaio de solubilidade do ferro, devido a presenca de
acido ascérbico e acucares nas formulas que atuam como promotores da
absorcao do ferro.

Ja a amostra de chocolate que havia apresentado solubilidade superior ao
controle no ensaio de solubilidade, para o ensaio de dialisabilidade apresentou
valores semelhantes ao controle reduzindo o indice de ferro absorvido (14,31%).
A presenca de cacau e goma xantana na formulagcdo de chocolate pode ter
relacdo com essa baixa bioacessibilidade do ferro.

Para comparar os dois métodos de digestibilidade foi realizada uma
adaptacao, onde o protocolo de digestdo de MINEKUS et al (2014) foi adaptado

para o sistema de placas com membrana de dialise de ARGYRI et al (2009). A
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vantagem do protocolo de MINEKUS et al (2014) é ser mais abrangente, pois
envolve a fase oral e utiliza uma maior concentragcdo de sais do que aquele
proposto por ARGYRI et al (2009). Contudo, o sistema em placas com
membranas (6- 8 kDa) apresenta a vantagem de trabalhar com pequena
quantidade de amostra, sendo um método validado para predizer o
comportamento da matriz em disponibilizar o ferro. Assim sendo, foi utilizado o
sistema de placas com 6 pocos e membrana de didlise nas condicdes de digestao
proposta por MINEKUS et al (2014). O método de MINEKUS consiste de um
estudo inter-laboratorial e tem sido usada como referéncia para digestdo em
matrizes complexas.

Os resultados obtidos no sistema composto por membrana de dialise,
também esta apresentado na Tabela 13. E notavel que a presenca de maior
concentracdo de sais levou a menor passagem do ferro através da membrana.
Contudo, os valores relativos foram similares para os dois ensaios de
dialisabilidade, mostrando que as formulacdes de tangerina e chocolate
permaneceram no mesmo grupo em ambos 0s ensaios. Estatisticamente, 0s
ensaios de dialisabilidade ao nivel de confianca de 95 % foram compativeis, como
apresentado na Tabela 14.

A estimativa da biodisponibilidade do ferro foi realizada com a linhagem de
células Caco-2, na qual a fracdo soluvel das amostras adicionadas as células foi
resultante da digestédo pelo método de digestéo in vitro de MINEKUS et al. (2014).
Neste ensaio, apds o periodo de quatro horas em estufa, foi recolhido o contetdo
total presente nas fracBes apical e basolateral das placas transwell para
determinacao do teor de ferro (Tabela 13). Os resultados mostraram que todas as
amostras das microparticulas e das formulacdes tiveram uma absorcao superior a
amostra controle. As demais amostras diferiram entre si, sendo que os sabores de
tangerina e morango apresentaram 0 mesmo comportamento dos ensaios de

bioacessibilidade realizados.
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Tabela 13- Solubilidade do ferro nas amostras apés digestao pelo protocolo
de Minekus et al. (2014), dialisabilidade do ferro pelo protocolo de Argyri et
al. (2009) e estimativa da biodisponibilidade com células Caco-2.

%

AMOSTRAS Fe sollvel Fe dialisado Fe dialisado Fe absorvido
Minekus et Argyri et Minekus et al. Caco-2
al.(2014) al.(2009) (2014)
Tangerina 85,76 + 0,55 ° 36,76 +4,00 © 17,96 + 3,858 80,53+ 0,09 ©
Morango 90,91+1,22° 29,98+3265%°  2090+1,63°% 84,13 +0,04°
Chocolate 36,58+2,19°%  1431+1,10" 432+059”  33,63+0,52°

Controle (Feso,) 10,17 +0,73% 12,86 +1,88 * 0,75+0,25* 9,72+0,08"

* valor médio de trés determinacdes e desvio padrao

Tabela 14- Analise das diferencas entre os métodos de dialisabilidade por
ARGYRI et al. (2009) e método de MINEKUS et al (2014) adaptado para o
sistema de ARGYRI et al (2009).

Média
Categoria estimada Grupos
MINEKUS et al., 2014 adaptado 8,03 A
ARGYRI et al., 2009 14,32 A

6. CONCLUSOES

A proporcéo de 10:1 peptideo: ferro apresentou desempenho desejavel na
reacdo de complexacdo com o ferro. O processo de microencapsulacdo do
complexo Fe-peptideo mostrou um desempenho superior a amostra controle,
quanto a bioacessibilidade do ferro. A analise estatistica mostrou que a adaptacéo
do método da digestdo de MINEKUS para o sistema de ARGYRI ratificou os
resultados obtidos pelo método de digestdo de ARGYRI, para as diferentes
proporcdes avaliadas neste estudo. O método de ARGYRI se mostrou preditivo

para o modelo celular com linhagens de Caco-2. A presenca de &cido ascorbico,
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citrico e agucares, nas formula¢gbes, de tangerina e morango contribuem para
aumentar a absorcdo do ferro, segundo os resultados obtidos para a
bioacessibilidade e estimativa de biodisponibilidade do mineral. O sabor chocolate
nao mostrou um desempenho favoravel provavelmente devido a adicdo de gomas
para prover a consisténcia viscosa caracteristica da bebida. A secagem e
microencapsulacao do complexo Fe: peptideo € importante para viabilizar seu uso
como ingrediente ativo em outras formulacdes e promove maior bioacessibilidade

guando incorporada a formulacdes.
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