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RESUMO

Recém-nascidos pré-termo perdem a transferéncia placentéria de nutrientes
que criariam reservas no Ultimo trimestre de gestacdo, como é o caso dos &cidos
graxos 6mega 3 e eles precisam ser fornecidos via alimentacdo. Entretanto, o
processamento do leite humano e a técnica da nutricdo enteral estdo relacionados a
perdas do conteudo total de lipidios. O objetivo do trabalho foi desenvolver e testar
microcapsulas contendo &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3 para adicao em leite
humano destinado a alimentacdo de recém-nascidos pré-termo. Realizou-se um
estudo experimental para desenvolver e testar microcapsulas contendo acidos graxos
poli-insaturados 6mega-3 a partir de 6leo de peixe, lecitina de soja, amido de milho e
maltodextrina. Foram desenvolvidas emulsées mono e multicamada, posteriormente
submetidas a secagem por liofilizacdo para producdo de pos contendo as
microcapsulas de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3. Avaliou-se o pH, a
formacao das microcdpsulas em microscopio Optico e a ocorréncia da separacdo de
fases pelo indice de creme. A concentracdo de amido a 1% parece ocasionar menor
variacdo do tamanho das microcdpsulas. O pH se manteve entre 3,02 a 3,3,
independente da concentracdo de amido. A homogeneizacdo a 18.000 rpm/ 10 min
garantiu a mistura uniforme consistente. Nas condi¢des simuladas de nutricdo enteral,
0 p6 contendo microcapsulas parece melhorar a solubilidade do 6leo de peixe. Os
resultados preliminares sdo promissores. Testes adicionais poderéo ser feitos para
guantificacdo do 6leo de peixe e andlise de seu perfil de acidos graxos. O experimento
se mostrou viavel e exequivel como uma alternativa de adicdo de lipidios ao leite
humano, em especial de acidos graxos essenciais da série 6mega 3. A tecnologia das
microcapsulas podera favorecer a oferta e a biodisponibilidade desses lipidios aos
recém-nascidos prematuros de baixo peso, garantindo seu acesso ao leite humano

fortificado de modo a promover melhores taxas de crescimento e desenvolvimento.

Descritores: Recém-Nascido de Baixo Peso; Recém-Nascido de Muito Baixo Peso;

Nutricdo da Crianca; Aditivos Alimentares; Leite Humano; Microcapsulas.



ABSTRACT

Preterm newborns lose placental transfer of nutrients that would create reserves
in the last trimester of gestation, such as omega-3 fatty acids, and these need to be
supplied via the diet. However, the processing of human milk and the technique of
enteral nutrition are related to losses of total lipid content. The objective of this study
was to develop and test microcapsules containing omega-3 polyunsaturated fatty acids
for addition to human milk intended for feeding preterm newborns. An experimental
study was conducted to develop and test microcapsules containing omega-3
polyunsaturated fatty acids from fish oil, soy lecithin, corn starch and maltodextrin.
Monolayer and multilayer emulsions were developed and then subjected to freeze-
drying to produce powders containing the microcapsules of omega-3 polyunsaturated
fatty acids. The pH, the formation of the microcapsules under an optical microscope,
and the occurrence of phase separation by the cream index were evaluated. The 1%
starch concentration seems to cause less variation in microcapsule size. The pH
remained between 3.02 and 3.3, regardless of the starch concentration.
Homogenization at 18,000 rpm/10 min ensured consistent uniform mixing. Under
simulated enteral nutrition conditions, the powder containing microcapsules appears
to improve the solubility of fish oil. The preliminary results are promising. Further testing
could be done to quantify the fish oil and analyze its fatty acid profile. The experiment
has been shown to be viable and feasible as an alternative addition of lipids to human
milk, especially of essential omega-3 fatty acids. The microcapsule technology may
favor the supply and bioavailability of these lipids to premature low birth weight infants,
ensuring their access to fortified human milk in order to promote better growth and

development rates.

Descriptors: Infant, Low Birth Weight; Infant, Very Low Birth Weight; Child Nutrition;
Food Additives; Milk, Human; Capsules
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1 INTRODUCAO

Apesar dos avancos no suporte nutricional ao longo dos ultimos 20 anos e do
foco atual na “nutrigdo precoce intensa” nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal
(UTIN), a desnutricdo e a restricdo de crescimento extrauterino (RCEU) ainda sao
problemas importantes para recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso
(RNMBP). Criancas nascidas prematuramente, isto €, com 37 semanas ou menos,
perdem a transferéncia placentaria de nutrientes que criariam reservas para uso no
periodo pds-natal. E o caso dos &cidos graxos poli-insaturados (AGPI), cuja
necessidade € suprida através da placenta durante o dltimo trimestre de gestacéo
(ARSLANOGLU et al., 2019).

Os AGPI atuam em diversos processos fisiolégicos e metabdlicos e sao
importantes na nutricdo infantil. Estao relacionados a nutricdo e ao crescimento e sédo
criticos nos processos celulares que contribuem para a angiogénese, organogénese,
resposta imune e regulacao da inflamacao. Estruturalmente, eles se incorporam as
membranas celulares e participam de atividades reguladoras em todos os niveis de
tecido — cérebro, olhos, pulmdes, intestino, 0ssos e outros. Esses acidos graxos sao
altamente concentrados na retina e na substancia cinzenta neuronal apresentando
papel importante no neurodesenvolvimento, no funcionamento cognitivo e na
acuidade visual (SANTORO; MARTIN, 2022).

Os acidos graxos araquidbénico (ARA) e docosahexaenoico (DHA) sédo os
principais componentes da membrana fosfolipidica das células e sdo os AGPI
predominantes no sistema nervoso central. O DHA € o acido graxo mais abundante
na membrana fotorreceptora da retina. Por isso, é critico que a incorporacao de acidos
graxos 6mega 3 (w-3) e dmega 6 (w-6) ocorra durante a embriogénese e nos estagios
de desenvolvimento pos-natais. Em humanos, esse processo ocorre durante o ultimo
trimestre de gestacdo e segue nos primeiros 6 a 10 meses apos o0 nascimento. Os
bebés nascidos prematuramente perdem esse periodo de acumulo maximo de ARA e
DHA a partir de fontes maternas durante o ultimo trimestre de gravidez e, apesar da
sintese endogena ser maior em prematuros do que em nascidos a termo, a quantidade
de DHA é insuficiente para corresponder a taxa de acumulacdo do periodo intrautero.
Por isso, os acidos graxos essenciais devem ser fornecidos através da dieta (KUS-
YAMASHITA; MANCINI-FILHO, 2017; WENDEL et al., 2021).
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que esses lactentes pré-
termo com baixo peso ao nascer (BPN) (<2500gq), incluindo aqueles recém-nascidos
de muito baixo peso (RNMBP) (<1500g), sejam alimentados preferencialmente com
leite materno. Aqueles que nao puderem ser alimentados com o leite da prépria mae
deverdo ser alimentados com leite humano proveniente de bancos de leite (WHO,
2017; DUTTA et al., 2015; HAIR et al., 2020).

No entanto, recém-nascidos prematuros geralmente n&o apresentam as
habilidades de succao necessarias. Assim, aqueles menores de 34 semanas de idade
gestacional corrigida podem receber toda a alimentacdo lactea por meio de uma
sonda para nutricdo enteral até que suas habilidades de succdo amadurecam
(GEDDES et al., 2021).

Contudo, a técnica da nutricdo enteral esta relacionada com a diminuicdo do
conteudo final de lipideos devido a interacao quimica e adesdo ao equipo e a sonda
de alimentacdo (RAYYAN; ROMMEL; ALLEGAERT, 2015). Embora néo esteja bem
estabelecida a exata perda de gordura dos leites pelos equipos rotineiramente
utilizados em unidades neonatais, observa-se que o0s processos utilizados nos bancos
de leite humano (BLH) contribuem para quebra da estabilidade da micela de gordura
e consequente coalescéncia e maior aderéncia as paredes do sistema plastico de
nutricdo enteral (MULLER, 2017).

Assim, embora o leite humano aja como “um medicamento terapéutico
preventivo”, ndo fornece quantidades suficientes de muitos nutrientes para recém-
nascidos pré-termo quando alimentados nos volumes habituais. A otimizacdo da
assisténcia nutricional ao prematuro tem um papel fundamental na melhora dos
resultados de crescimento e neurodesenvolvimento e deve ser uma prioridade
(ARSLANOGLU et al., 2019).

Devido as necessidades nutricionais aumentadas desses recém-nascidos, a
fortificacdo do leite humano é frequentemente necesséaria. Sabe-se que a oferta
enteral recomendada de energia € de 110 a 135 kcal/kg/dia, porém, a composic¢éo do
leite humano € variavel, e por vezes apresenta quantidades insuficientes de
macronutrientes. Para que os objetivos nutricionais sejam entdo alcangados, faz-se
necessario a modificacdo do conteudo do leite humano com o uso de suplementos e
fortificantes. A Academia Americana de Pediatria (AAP) recomenda a fortificacdo de
rotina do leite materno como padréo de cuidado em lactentes com peso de nascimento
inferior a 1.500 g (PREMKUMAR et al., 2020).
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Visando garantir melhor aporte nutricional € comum o uso de aditivos do leite
humano e embora o suplemento comercial FM85® seja o principal produto usado na
maioria dos servigcos de neonatologia no Brasil, sua composi¢ao aponta muito baixas
concentracbes de gorduras, sem relacdo com os AGPI em questdo (IRANPOUR et
al., 2013).

No tocante a fortificacdo do leite humano, muitos estudos sédo voltados a
suplementacao proteica e existe uma lacuna quanto a suplementacdo de lipidios.
Parte dos estudos se concentrou na fortificagdo multinutriente ou na adicdo de
proteinas (proteina animal — intacta e/ou hidrolisada; suplementos homélogos). Ainda
Sao necessarios estudos sobre a suplementacdo de gorduras ao leite humano e os
estudos existentes ndo séo robustos o suficiente para embasar uma recomendacéo
(SANTORO; MARTIN, 2022).

Premkumar et al. (2020) discutem que a fortificacdo com gorduras em
combinacédo com a fortificagdo de multinutrientes pode ser util para aumentar ainda
mais o contetdo energético. Entretanto, a importancia dos lipidios vai além da oferta
de energia e a capacidade de atender essa demanda é dificultada pela falta de
emulsdes lipidicas parenterais especificas para as necessidades exclusivas do bebé
prematuro e um atraso na alimentacdo enteral pode ser observado (SANTORO;
MARTIN, 2022).

O presente grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento de
suplementos homélogos (THOMAZ et al., 2012; GRANCE et al., 2015) e adicéo de
acidos graxos 6mega 3 (MULLER, 2017) para formulacdo de um suplemento
destinado a recém-nascidos pré-termo, com énfase aqueles em cuidados intensivos
em hospitais publicos brasileiros.

Uma dieta a base de leite humano esta associada a diminuicdo da morbidade
e mortalidade quando comparada a lactentes que recebem fortificantes a base de leite
bovino e formula (HAIR et al., 2020). Contudo, a adicdo de lipideos diretamente ao
leite humano ocasionou perdas desses constituintes no sistema de alimentacao
(MULLER, 2017). Portanto, o desafio consiste em propor uma alternativa de adi¢ao
de lipideos com énfase nos acidos graxos 6mega 3 de modo a reduzir as perdas no
sistema de nutricAo enteral, diminuir a oxidacdo lipidica e melhorar a
biodisponibilidade.

Embora a lactoengenharia do leite humano tenha avancado, ainda € latente a

necessidade de uma alternativa econdmica de suplementos para que recém-nascidos
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prematuros em ambientes com recursos limitados também possam se beneficiar dos
avancos na ciéncia (PREMKUMAR et al., 2020).

Diante do exposto, o desafio agora € buscar técnicas que permitam garantir
uma eficaz suplementacdo de AGPI para estes lactentes com déficit de peso, em
especial aos componentes da série dmega-3 devido a sua importancia no
desenvolvimento neurolégico e integridade celular. Neste sentido, surge como
alternativa os processos de encapsulacdo de lipideos visando melhorar sua
solubilidade, a estabilidade em solugéo e a biodisponibilidade.

A tecnologia de microencapsulacdo vem sendo utilizada na industria
farmacéutica, cosmética, biotecnologica, alimenticia, agricola, de pesticidas, téxtil e
em aplicacdes de pesquisa (BAKRY et al, 2016; CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019; SHARMA; BORAH, 2021). Ha relatos da sua utilizacédo para
protecdo de Oleo de peixe, ingrediente para produtos alimenticios, durante
armazenamento (JIMENEZ-MARTIN et al., 2015), na formulac&o de fontes de lipidios
de alta qualidade em férmulas infantis (LI et al., 2018) e como carreadores de
compostos funcionais para produtos alimenticios (CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019), contudo, até o presente momento, ndo se tem noticias do
seu emprego voltado a otimizar a oferta de leite humano adicionado de lipidios, com
énfase aos AGPI 6mega 3 para recém-nascidos pré-termo em UTI neonatal.

A microencapsulagéo é um processo no qual particulas ou gotas de um liquido
sdo envolvidas por uma membrana polimérica para formar uma capsula que isola o
material revestido do meio exterior. O material de parede confere protecao fisica e
evita reacfes quimicas, mantendo as propriedades fisico-quimicas, biolégicas e
funcionais do ativo revestido (CALVO et al., 2011).

A microencapsulagéo de 6leos ricos em AGPI 6mega-3 apresenta-se como
uma alternativa para aumentar sua estabilidade fisico-quimica, principalmente evitar
reacoes de oxidacdo (ANNAMALAI et al., 2015), bem como facilitar sua incorporagao
em diversos tipos de preparacdes alimentares e, ainda, com potencial para melhorar
a biodisponibilidade (MALATAINS et al., 2011). Deste modo, surge a proposta de
microencapsulacdo de &cidos graxos 6mega-3 visando melhorar a estabilidade,
biodisponibilidade, assim como diminuir a perda de lipideos pelos tubos de
alimentacéo, visando melhorar a oferta, garantindo crescimento e desenvolvimento

satisfatorios dos recém-nascidos prematuros com déficit de peso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Leite humano na alimentacédo de recém-nascidos pré-termo

O leite humano é um biofluido cuja composi¢ao varia com o estégio de lactacgéo,
com o ritmo circadiano, com base no tempo desde a Ultima mamada, durante a
amamentacao (aumento do teor de gordura ao final da mamada), com aspectos
relacionados a mae como idade, dieta, etnia, ganho de peso durante a gravidez e com
0 peso ao nascer do bebé (GARWOLINSKA et al., 2018).

A composicao do leite materno muda em resposta as caracteristicas do lactente
e de acordo com sua idade refletindo com precisdo as necessidades do bebé.
Diferentes componentes nutricionais e ndo nutricionais fazem parte da composicao do
leite materno e no ambito dos componentes nutricionais da-se énfase aos macro e
micronutrientes. Em relacdo aos componentes n&o nutricionais enfatiza-se a presenca
de hormoénios, fatores bioativos, fatores imunoldgicos e bifidobactérias (ANDREAS,;
KAMPMANN; LE-DOARE, 2015; ZIMMERMANN; CURTIS, 2020).

Normalmente, o leite maduro apresenta uma osmolaridade de cerca de 286
mOsm/L e 124 g/L de componentes sélidos como macronutrientes. Estima-se que o
fornecimento energético fique entre 65 e 70 kcal por 100 mL, onde 50% do suprimento
total de calorias é proveniente da gordura e 40% de carboidratos (KIM; YI, 2020).

Os lipidios correspondem ao segundo macronutriente mais importante do leite
humano (BOQUIEN, 2018). Representam a maior fonte de energia do leite materno,
contribuindo com 40% a 55% da energia total presente no alimento. Esses lipidios
estao presentes como uma emulsédo onde esses componentes sdo empacotados em
glébulos lipidicos de gordura do leite, com os fosfolipidios formando a maior parte da
membrana dos glébulos que geralmente variam de 1 a 10 um de didmetro. A grande
maioria dos lipidios secretados sao triacilglicerideos, contribuindo para 98% da fracéo
lipidica (ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).

O leite também contém enzimas, incluindo a lipase estimulada por sais biliares,
que permite melhor digestibilidade de lipidios e melhor utilizacdo de triglicerideos
(BOQUIEN, 2018). Além disso, a fracédo lipidica do leite humano fornece nutrientes
essenciais como acidos graxos poli-insaturados, moléculas bioativas e vitaminas
lipossoluveis (GARWOLINSKA et al., 2018).

Os principais exemplos de acidos graxos poli-insaturados presentes no leite

humano sao o acido linoleico (LA) e acido a-linolénico (ALA) que sao 0s precursores
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de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPICL) da série 6mega 6 e
Omega 3, w6 e w3, respectivamente. Esses precursores nao sao sintetizados in vivo,
e o leite materno é a Unica fonte de ingestéo para a crianca amamentada. Esses AGPI
séo essenciais para o desenvolvimento do cérebro, com énfase para o DHA. Como o
crescimento do cérebro continua durante as primeiras semanas de vida da crianca,
especialmente para o prematuro, essa ingestdio de ALA e DHA é essencial
(BOQUIEN, 2018).

Diante dessa variagdo na composicdo do leite humano, é importante salientar
gue as necessidades nutricionais dos prematuros precisam ser estabelecidas
individualmente. A tabela 1 apresenta uma estimativa das necessidades de

macronutrientes de prematuros.

Tabela 1 — Recomendacao de macronutrientes para recém-nascidos pré-termo.

Nutriente Quantidade
Proteinas (g/kg/dia) 35-45
Carboidratos (g/kg/dia) 11,6 - 13,2
Lipidios (g/kg/dia) 48-6,6
Acido linoleico (mg/kg/dia) 385 —-1.540
Acido a-linolénico (mg/kg/dia) >55
Acido araquiddnico (mg/kg/dia) 18 - 45
Acido docosaexaenoico (mg/kg/dia) 18 - 60

Fonte: Autoria propria. Adaptado de Feferbaum; Falc@o; Zamberlan (2017) e Arslanoglu et al. (2019).
Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica Hepatologia e Nutricio (ESPGHAN) (2010).

As recomendacdes precisam ser estabelecidas com base na idade gestacional,
peso ao nascer, tempo de vida, via de alimentacédo e possiveis intercorréncias clinicas
(AMANCIO; FISBERG; MARCHIONI, 2013). Sabe-se que prematuros perdem a
transferéncia placentaria de nutrientes que criariam reservas para uso no periodo pos-
natal, o que é o caso dos acidos graxos poli-insaturados 6mega 3. Embora a sintese
enddgena desses nutrientes seja maior em prematuros, a quantidade de DHA ainda
é inferior & taxa de acumulacdo que ocorreria intradatero no ultimo trimestre
mde gestacdo. Deste modo, esses acidos graxos precisam ser fornecidos atraves da
alimentacdo (ARSLANOGLU et al., 2019; KUS-YAMASHITA; MANCINI-FILHO, 2017,
WENDEL et al., 2021).

Ao se planejar a alimentacdo de prematuros, os profissionais de saude

precisam melhorar a entrega de nutrientes dentro de um volume limitado de LH
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(materno ou ordenhado). Para isso podem ser utilizados fortificantes oriundos do leite
humano ou provenientes do leite de vaca (GATES et al., 2020).

Fortificantes sd@o definidos como produtos contendo energia, proteinas,
eletrdlitos, minerais, oligoelementos e vitaminas (de forma isolada ou combinada —
fortificante multicomponente), utilizados para fortificar o leite humano para bebés
prematuros. A fortificacdo € definida como a adicdo de fortificantes de nutrientes ao
leite humano de doadoras. Os tipos de fortificantes incluem: pds concentrados de
proteina bovina; concentrados liquidos; concentrados a base de leite humano (FANG
et al., 2021).

No Brasil, a RDC n°® 171, de 4 de setembro de 2006 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define aditivos em leite humano ordenhado como toda
e qualquer substancia adicionada de modo intencional ou acidental (BRASIL, 2006).

Existem alguns suplementos e fortificantes a base de leite humano em alguns
mercados, de acordo com a legislacédo de cada pais. No entanto, a sua disponibilidade
ndo é universal, e seu alto custo deve ser ponderado em relagdo a sua eficcia.
Portanto, fortificantes a base de leite bovino ou nenhuma fortificagéo continuam sendo
praticas comuns em todo o mundo (TAYLOR, 2019).

O objetivo da fortificacdo € aumentar a concentracdo de nutrientes para 0s
niveis que, nos volumes de alimentacdo recomendados (135-200 ml/kg/d), propiciem
quantidades de todos 0s nutrientes que atendam as necessidades dos prematuros. A
maioria dos fortificantes multinutrientes contém proteina do leite bovino. Também
estdo disponiveis 0s suplementos de um Unico nutriente contendo apenas proteinas,
lipidios ou carboidratos. Eles sdo Uteis ao individualizar a fortificacdo. Normalmente,
os suplementos de carboidratos sdo compostos de maltodextrina e os de lipidios sé&o
compostos de triglicerideos de cadeia média (ARSLANOGLU et al., 2019).

No exterior, nos ultimos 18 anos, algumas empresas com fins lucrativos foram
criadas para coletar e comprar, fabricar e vender produtos a base de LH, como por
exemplo, fortificantes pasteurizados a base de LH (ARSLANOGLU et al., 2019),
realidade bem distinta do Brasil, onde o leite humano néo pode ser comercializado e
Seu uso é restrito aos bancos de leite humano (BRASIL 2006, 2008).

O leite humano nos bancos de leite € proveniente de doadoras que, na maioria
das vezes, tiveram o parto a cerca de 15 dias até 3 meses no momento do inicio da
doacédo. Consequentemente, boa parte do leite pasteurizado disponibilizado em

bancos é maduro. Além disso, o leite dos bancos pode ser agrupado de modo que
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reuna leites provenientes de doadoras em diferentes estagios da lactacéo. A pratica
padronizada de pooling ajuda a homogeneizar o conteudo de macronutrientes e a
fortificacdo padrdo. Por outro lado, leva a inadequacdes quando esse leite humano
pasteurizado é a Unica fonte de nutricdo para bebés prematuros (LUNA; MARTIN;
GOMEZ-DE-ORGAZ, 2021).

Sabe-se que o leite de doadora pasteurizado é recomendado para recém-
nascidos de baixo peso e prematuros quando o leite materno ndo esta disponivel, no
entanto, a pasteurizagéo, os ciclos de congelamento-descongelamento, as multiplas
trocas de recipientes e os tempos de armazenamento prolongados necessarios para
0 processamento do leite reduzem a bioatividade. Esses processos, com énfase na
pasteurizagao, resultam na perda da atividade da lipase presente no leite humano, o
que reduz a digestibilidade da gordura e aumenta o risco de crescimento deficiente
(KIM et al., 2013; PARKER et al., 2021).

Em 2008, no manual sobre Bancos de Leite Humano, os autores mencionavam
uma tendéncia futura de aditivacdo de um ou mais nutrientes ao leite humano para
manter a média exigida por esses recém-nascidos em termos de necessidades
nutricionais. Na ocasido, o documento considerava que, em condi¢cdes excepcionais,
0 acréscimo de aditivos poderia ser realizado — sob prescricdo médica, em ambiente
hospitalar — no momento da administracdo, mediante a garantia da isencao de riscos
a saude do receptor, levando-se em consideracao os riscos e beneficios provenientes
da manipulacéo e do produto adicionado (BRASIL, 2008).

Nesse sentido, véarios estudos vém sendo desenvolvidos, a nivel nacional e
internacional, visando propor aditivos do leite humano, como € o caso do suplemento
comercial FM85®, de suplementos homdlogos ao leite humano e adicdo de acidos
graxos da série 6mega-3 (THOMAZ et al., 2012; GRANCE et al., 2015; MULLER,
2017).

Thomaz et al. (2012) e Grance et al. (2015) descreveram metodologias de
preparo de aditivos homaologos ao leite humano. Posteriormente, Muller (2017) avaliou
0 uso de dleo de peixe rico em acidos graxos w-3 na alimentacdo de recém-nascidos
pré-termo de muito baixo peso, quantificou os lipidios presentes nos leites aditivados
com suplementos homodlogos desenvolvidos por Thomaz et al. (2012) e Grance et al.
(2015) e guantificou a influéncia do sistema de alimentacédo sobre os acidos graxos
saturados e insaturados do leite humano suplementado. O estudo sugeriu ndo haver

bY

diferencas significativas quanto a composi¢cdo de acidos graxos saturados ou
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insaturados no leite de doadoras, independente da suplementacdo. Porém, os dados
mostram que a retirada da lactose provoca precipitacdo de uma parcela dos acidos
graxos.

Além da gordura ser o nutriente mais susceptivel a variar no leite humano —
variacao interpessoal, conforme o periodo do dia, em funcéo das circunstancias de
coleta, armazenamento e distribuicdo do leite — os processos de congelamento e
descongelamento provocam rompimento nas membranas dos glébulos (micelas) de
gordura, com consequente coalescéncia e maior aderéncia as paredes do sistema
plastico de nutricdo enteral (MULLER, 2017).

Os sistemas de infusdo usados para suporte de nutricdo enteral em recém-
nascidos prematuros resultam em uma reducao significativa de lipidios (até 40%), o
que evidencia a necessidade de mais estudos envolvendo a maximizagao da oferta
lipidica aos prematuros (RYYAN; ROMMEL; ALLEGAERT, 2015).

Gao et al. (2019) também discutem a provavel reducédo do teor de gordura total
em decorréncia da adesao da gordura a superficie dos recipientes. Pode-se esperar
que isso aconteca clinicamente quando o leite humano é transferido do recipiente para
a seringa para entrega ao lactente, ou transferido entre diferentes recipientes para
pasteurizacdo, armazenamento e distribuicdo em bancos de leite. Os autores
ponderam que o leite humano tem uma densidade energética de 700 kcal/L e uma
concentracéo de gordura de 40 g/L e que ha uma perda de 20% de gordura durante
0s processos de manipulagdo, entdo um prematuro de 2 kg, alimentados com 150
ml/kg pode perder 10% da energia que seria ingerida. Embora a adicdo de fortificante
ao leite humano possa compensar parte da perda de energia (principalmente derivada
de proteinas), essa perda de gordura e suprimento de energia pode ser clinicamente
significativa para bebés prematuros.

No trabalho de Muller (2017) as concentragBes dos &cidos graxos essenciais
presentes no leite humano analisados ndo variaram em decorréncia do tratamento
sofrido no leite com suplementos homodlogos e adi¢do de 6leo rico em 6mega 3, o que
reforca a oferta limitada desses lipideos no leite humano. Todavia, houve efeito do
momento de uso do sistema de nutricdo enteral com significativa diminuicdo das
concentracdes de EPA e DHA, apdés o leite com 6leo passar pelo sistema. A autora
refere a separacdo do Oleo acrescido ao leite e, apesar do conteudo ter sido
manualmente agitado antes de ser colocado no frasco, parece nao ter havido uma

emulsificacdo. Nesse sentido, sugere o desenvolvimento de metodologias que



24

incluam uma homogeneizacdo mais efetiva do produto, visando promover
emulsificacao.

Assim, surge a presente proposta para padronizar uma emulsdo contendo 6leo
de peixe, rico em 6mega 3, para formulacdo de microcapsulas solGveis a serem

adicionadas em leite humano para recém-nascidos prematuros.

2.2 Acidos Graxos Essenciais (AGESs)

Acidos graxos essenciais (AGE) néo s&o sintetizados pelos mamiferos e devem
ser obtidos pela dieta. Sao 4cidos graxos poli-insaturados que apresentam ligacdes
cis e pertencem a familia w-3 ou w-6, respectivamente, o acido linoleico (18:2 w-6) e
o acido linolénico (18:3 w-3). Embora o organismo humano ndo disponha de enzimas
para produzi-lo, a partir dele, outros acidos graxos da mesma familia podem ser
construidos pela inser¢do de um maior nimero de insatura¢gfes na cadeia carbonica
pelas enzimas dessaturases e pelo aumento do numero de carbonos pelas elongases
(BASSO, 2013), conforme quadro 1.

Quadro 01 — Converséao dos acidos graxos essenciais, acido linoleico (18: 2 w-6) e do

acido linolénico (18:3 w-3) nos outros acidos graxos das respectivas familias.

18: 2 w-6 18:3 w-3
(precursor da familia w-6) (precursor da familia w-3)
l DESSATURASE l
18:3 w-6 18:4 w-3
l ELONGASE l
20:3 w-6 20:4 w-3
l DESSATURASE l
20:4 w-6 20:5 w-3
l ELONGASE l
22:4 w-6 22:5 w-3
l DESSATURASE l
22:5 w-6 22:6 w-3

Fonte: Basso, 2013. As enzimas dessaturases inserem uma dupla ligacdo (insaturacéo) na cadeia do
acido graxo. As enzimas elongases aumentam a cadeia em 2 atomos de carbono a partir da
extremidade da carboxila. Dessa maneira, a posi¢ao das duplas liga¢gdes em relagao ao carbono 6mega
€ mantida.

Os AGPI de cadeia longa da familia w-3, acido eicosapentaenoico (EPA) e
acido docosaexaenoico (DHA), sao acidos graxos que possuem 20 e 22 atomos de
carbonos, com cinco e seis duplas ligacbes, respectivamente. S&o produtos
metabdlicos dos AGEs e componentes criticos para o bom funcionamento do
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organismo ja que exercem importantes fungdes fisiologicas, metabdlicas e estruturais
no organismo, sendo o principal componente da membrana celular e do sistema
nervoso central (FEFERBAUM; FALCAO; ZAMBERLAN, 2017; KUS-YAMASHITA:;
MANCINI-FILHO, 2017).

A principal fonte de EPA e DHA corresponde aos pescados, destacando-se 0s
peixes de agua fria. O Oleo de peixe (tal como de atum, salméo ou arenque) apresenta
niveis estimados entre 862 e 1840 mg/100 g de EPA e DHA. O DHA é o principal
constituinte, correspondendo em média a 65% do total de AGPI-CL w-3. Outras fontes
naturais sdo algas marinhas cultivadas e leite humano, uma fonte importante para
bebés. O ALA, o precursor dos AGPI-CL w-3, € encontrado em alguns alimentos
vegetais como, por exemplo, linhaga, 6leo de colza e nozes. Além disso, ha um
crescente movimento no mercado para enriquecer ou fortificar alimentos com AGPI-
CL w-3, em especial o DHA (KUS-YAMASHITA; MANCINI-FILHO, 2017; DAEL,
2021).

Os beneficios dos AGPI-CL né&o sao restritos a populacédo adulta e seu papel
funcional durante os primeiros 1.000 dias de vida, um periodo de rapido crescimento
e desenvolvimento, € bem documentado na literatura (DAEL, 2021).

Durante a vida fetal ocorre um processo de bioamplificacdo da concentracéo
de AGPI-CL da mae para o feto e das membranas eritrocitarias ou dos endotélios
fetais para o cérebro e a retina, em especial do acido docosaexaenoico (DHA), cujo
depdsito aumenta significativamente desde a 242 semana de gestacdo até 9 meses
apos o nascimento. A transferéncia materno-fetal é garantida pelo transporte desses
acidos graxos pela albumina, a alfa-fetoproteina (AFP), a fetuina e a lipase
lipoproteica placentaria. Essa transferéncia € substancial no terceiro trimestre de
gravidez. Porém, o processo de bioamplificacdo € interrompio pelo parto prematuro e
esse recém-nascido depende, principalmente, da oferta via dieta, para conseguir
apresentar os mesmos niveis de DHA presentes em membranas de um RN a termo
(MENA, 2008).

O DHA é preferencialmente incorporado na composicéo cerebral e retiniana no
ultimo trimestre da gestacdo e nos 2 primeiros anos de vida. E considerado essencial
para a funcdo cerebral normal, sendo o principal &cido graxo presente na substancia
cinzenta do cérebro. Corresponde a 15% da composicéo total de acidos graxos no
cortex frontal humano e afeta as vias de neurotransmissores, transmissao sinaptica e

transducdo de sinais. Sua deficiéncia pode alterar a composi¢cdo das membranas
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sinapticas, afetando as funcdes dos receptores da membrana neuronal, canais idnicos
e enzimaticos. Assim, sugere-se que a suplementacdo dietética se relaciona
positivamente com o desenvolvimento neurocognitivo e visual infantil (FEFERBAUM,;
FALCAO; ZAMBERLAN, 2017).

A deposicédo dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL) no
feto é rapida, devido ao fato de estar diretamente relacionada a sua necessidade
crucial de desenvolvimento neurolégico e visual normal. A composi¢cdo dos acidos
graxos do leite materno varia de acordo com a dieta, mas contém em média 0,3 — 0,6
% de DHA, 0,4 — 0,7 % de ARA, 8 — 17 % de LA e 0,5 -1 % de ALA. Todos esses
acidos graxos sédo bem absorvidos e prontamente utilizados pelos bebés. No entanto,
o fornecimento de AGPI-CL pode ser dificultado em certas situacdes, como em bebés
prematuros e alimentados com formula. Assim, os bebés nascidos prematuramente
perdem, como dito anteriormente, o periodo de acimulo maximo de ARA e DHA a
partir de fontes maternas durante o ultimo trimestre de gravidez (KUS-YAMASHITA,
MANCINI-FILHO, 2017).

Ha evidéncias crescentes de que, além dos efeitos estruturais no crescimento
e desenvolvimento de 6rgaos, a suplementacdo com ARA e DHA pode reduzir a
incidéncia ou gravidade de afeccbes como displasia broncopulmonar (DBP),
persisténcia do canal arterial (PDA), retinopatia da prematuridade (ROP), enterocolite
necrosante (NEC), lesédo da substancia branca (WMI) do cérebro e resultados de
neurodesenvolvimento prejudicados. A oferta do AGPI-CL que também atuam como
moléculas sinalizadoras, € importante na regulacao da inflamacéo. Estudos mostram
gue bebés imaturos tém niveis elevados de citocinas inflamatérias durante o periodo
neonatal, e que a expressdo aumentada de citocinas esta associada ao
desenvolvimento das afecc¢des elencadas (WENDEL et al., 2021).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) estabeleceu
recomendacgdes para gorduras e acidos graxos totais, incluindo os 6megas 3, had mais
de uma década. Estabeleceu-se um nivel de ingestdo adequado para ALA em 0,5%
da energia. Ja o Instituto de Medicina (IOM) recomendou que aproximadamente 10%
da Faixa de Distribuicdo de Macronutrientes Aceitavel para ALA pode ser consumido
como EPA e / ou DHA. Os dados disponiveis séo insuficientes para se estabelecer
uma ingestdo maxima toleravel (UL) para AGPI w-3 (individualmente ou combinado)
para qualquer grupo populacional, contudo, o FDA recomenda nao exceder 3 g / dia

de EPA e DHA combinados, com uma ingestdo de até 2 g / dia de suplementos
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dietéticos (KUS-YAMASHITA; MANCINI-FILHO, 2017; DAEL, 2021). A tabela 2 traz

as principais recomendacdes de autoridades internacionais.

Tabela 2 — Principais recomendacdes de ingestdo de acidos graxos poli-insaturados

Omega 3 de autoridades internacionais.

Autoridade Recomendacéo

Adultos: EPA + DHA = 250 mg / dia*

Criangas > 6 < 24 meses: 100 mg / dia*

Gravidez e a lactagdo: 350 — 400 mg/dia* de DHA
Instituto de Medicina (IOM) 100 mg / dia**

Autoridade Europeia para a

Segurancga dos Alimentos (EFSA)

Conselho Nacional de Salde e Gravidez: 115 mg/dia
Pesquisa Médica (NHMRC), Austrdlia | Lactacdo: 145 mg por dia
e Nova Zelandia (2017)

Adultos: 250 mg/dia de DHA ou 500 mg de DHA e EPA
Autoridade Francesa de Seguranca combinados

Alimentar (ANSES) Gestantes e lactantes: 250 mg de DHA ou 500 mg de
DHA e EPA combinados

Fonte: Autoria propria. Baseado em Dael (2021). *Al — ingestdo adequada; ** ingestdo média atual de
EPA e DHA nos Estados Unidos (EUA).

E discutido na literatura a necessidade urgente de estabelecer ingestdes
dietéticas de referéncia (DRIs) para DHA e EPA porque DRIs séo reconhecidos como
o padrao "oficial" pelo qual as agéncias federais emitem orientacdes dietéticas ou
diretivas politicas para a saude e o bem-estar de individuos. Enquanto essas diretrizes
ndo sdo estabelecidas, uma visdo geral recente sugere uma ingestdo diaria
recomendada de 55-60 mg / kg de DHA, <20 mg / kg de EPA e 35-45 mg / dia de
acido araquidoénico (ARA) para bebés prematuros totalmente alimentados por via
enteral (DAEL, 2021).

2.3 Emulsdes

Emulsdes sdo sistemas coloidais largamente utilizados pela industria de
alimentos. Consistem em mistura, dispersdo ou suspensao de dois ou mais liquidos
imisciveis, geralmente, 6leo e 4gua, estando um deles disperso no outro na forma de
pequenas goticulas esféricas cujos diametros variam de 0,1um a 100um (PEREIRA,;
GARCIA-ROJAS, 2015). Um sistema que consiste em goticulas de Oleo dispersas em

uma fase aquosa é chamado de emulsao 6leo-em-agua (O/A), enquanto um sistema
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gue consiste em goticulas de agua dispersa em uma fase oleosa € chamado de
emulsdo agua em 6leo (A/O). Outros tipos séo as multiplas emulsdes, como emulsées
Oleo-em-agua-em-0leo (O/A/O) ou agua-em-0Oleo-em-agua (A/O/A) (BAKRY et al.,
2016; TAN; MCCLEMENTS, 2021).

As emulsBes sdo preparadas homogeneizando 6leo, agua e emulsificante em
conjunto usando um dispositivo mecéanico conhecido como homogeneizador
(misturador de alto cisalhamento, homogeneizador de alta pressao, moinho coloidal,
sonicador ou homogeneizador de membrana) (BAKRY et al., 2016).

Homogeneizacéo é o processo de producao das emulsdes e esta é alcancada
pela aplicacdo de energia suficiente na interface 6leo/agua fracionando o 6leo em
goticulas menores. O tamanho das goticulas € inversamente proporcional a energia
aplicada no processo, ou seja, quanto menor o tamanho a ser alcancado, maior a
entrada de energia necessaria (HU et al., 2017).

Para obter uma solucéo cineticamente estavel, emulsificantes ou modificadores
de textura sdo comumente adicionados ao sistema de emulséo (BAKRY et al., 2016).
A selecdo do surfactante (emulsionante) pode determinar ndo apenas 0 menor
tamanho alcancavel, mas também a conservacao e as caracteristicas da superficie
das goticulas da emulsédo (HU et al., 2017).

Os emulsificantes sdo moléculas tensoativas que consistem em partes
hidrofilicas e hidrofébicas, o que os torna capazes de adsorver na interface 6leo-agua.
Existem duas categorias principais de emulsificantes alimentares: emulsificantes de
baixo peso molecular (low molecular weight emulsifiers — LMWES) — lecitinas,
polissorbatos, ou monoglicerideos e diglicerideos — e biopolimeros anfifilicos, dos
quais o principal exemplo séo as proteinas (por exemplo, proteinas do soro do leite,
caseinas) (BERTON-CARABIN; SCHROEN, 2019).

As emulsbes sédo divididas em dois grupos principais: emulsdes simples e
emulsbes multiplas, conforme a distribuicdo relativa das diferentes fases que
compdem o sistema. As emulsdes simples 6leo/agua (O/A) tém como exemplo o leite,
o iogurte, os cremes, os molhos para saladas, a maionese, 0 sorvete e as sopas.
Menos frequentes, as emulsGes simples agua/éleo (A/O), tém como exemplo a
margarina e a manteiga. Ja as emulsées multiplas, como por exemplo as emulsdes
A/O/A, tém sido frequentemente empregadas no preparo de micro e

nanoencapsulados hidrofilicos e lipofilicos, na forma solida ou semi-soélida, tais como
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farmacos, corantes, minerais, probioticos, antioxidantes, vitaminas, entre outros
(PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015).

A tecnologia de emulsées € comumente empregada na industria alimenticia
para criar uma ampla variedade de produtos alimenticios com atributos funcionais
distintos como aparéncia, textura, paladar e perfil de sabor desejaveis. Além disso, as
emulsdes tém sido amplamente utilizadas juntamente da tecnologia de
encapsulamento e entrega de agentes bioativos, como vitaminas e nutracéuticos
(TAN; MCCLEMENTS, 2021).

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis (metaestaveis), devido a
positiva e elevada energia livre — tenséo interfacial — existente entre as duas fases.
Entretanto, quanto menor o tamanho das gotas dispersas e maior a densidade e a
viscosidade da fase continua, maior e melhor sera a estabilidade cinética da emulsédo
(PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015).

A preservacado das emulsdes pode ser melhorada adicionando-se emulsificante
ao sistema. A escolha de diferentes tipos de éleo ou emulsificante, a incorporacéo de
diferentes aditivos — agentes espessantes ou gelificantes, a variacdo de tamanho das
goticulas ou a manipulacdo da proporcdo Oleo-agua podem impactar nas
propriedades das emulsGes e resultar em diferentes atributos fisico-quimicos,
sensoriais e nutricionais. Contudo, as emulsdes convencionais apresentam algumas
limitacdes no tocante as aplicagdes na industria alimenticia, pois sdo suscetiveis a
quebra por meio de mecanismos de instabilidade fisica, como separagéo gravitacional
e agregacao de goticulas. Além disso, eles tém uma capacidade limitada de controlar
o perfil de liberacdo de ingredientes encapsulados (TAN; MCCLEMENTS, 2021).

Assim, a estabilidade da emulséo refere-se a capacidade das emulsdes de
resistir a mudancas em suas propriedades fisico-quimicas ao longo do tempo. Porém,
todas as emulsdes sdo instaveis por natureza, e as duas fases eventualmente se
separardo quando forem deixadas em repouso por tempo suficiente. A instabilidade
das emulsdes pode resultar em alguns efeitos indesejaveis nos produtos, incluindo
oleosidade e sedimentacédo, que diminuem a qualidade e encurtam a vida atil (HU et
al., 2017).

Os mecanismos que levam a instabilidade fisica da emulsdo incluem separagéo
gravitacional (creme/sedimentacéo), floculacdo, coalescéncia, amadurecimento de
Ostwald e inversao de fase conforme figura 1 (HU et al., 2017; BERTON-CARABIN;
SCHROEN, 2019).
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos mecanismos de instabilidade no sistema

de emulsao.

.. . . Phase inversion

Flocculation

Stable Emulsion

/ St Phase separation

Creaming

—————
Ostwald ripening

Embora alguns desses fenbmenos as vezes possam ser usados

Fonte: Hu et al. (2017).

propositalmente para induzir estruturas especificas, eles geralmente sédo indesejados,
pois levam a defeitos na textura e na aparéncia dos produtos (BERTON-CARABIN;
SCHROEN, 2019).

A instabilidade da emulsdo pode ser observada diretamente a olho nu, assim,
a observacgédo visual é provavelmente o método mais simples, barato e rapido para
avaliar a separacdo gravitacional da emulsdo sem instrumentos analiticos caros. A
separacao gravitacional pode ser classificada em dois mecanismos: formacgédo de
creme e sedimentacédo (HU et al., 2017).

O processo pelo qual as goticulas das emulsGes se movem para baixo
(sedimentacao) ou para cima (formacdo de creme ou cremeacdo) devido a sua
densidade superior ou inferior a do liquido que a envolve, é conhecido como
separacéo gravitacional. A agua tende a se mover para baixo, enquanto o 6leo migra
para cima, uma vez que a maioria dos Oleos liquidos € menos densa que a dgua em
estado liquido (LIU et al., 2019).
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A extensdo da formacdo de creme ou sedimentacdo pode ser avaliada
observando-se a espessura da camada a olho nu e, em seguida, realizando-se a
medida a ser registrada instrumentalmente (HU et al., 2017). Assim, a estabilidade
pode ser medida em funcdo da porcentagem de separacdo e expressa segundo o
indice de cremeacado descrito pela equacédo: IC (%) = (H/HO) x 100, em que: HO
representa a altura inicial da fase inferior e H representa a altura inicial da fase superior
apos 24 horas (CARNEIRO et al., 2013).

E sabidamente uma tendéncia o crescente interesse em alimentos promotores
de saude e funcionais, o que influencia o design de emulsbes alimentares com
composicdo controlada para atuar como reservatério de moléculas bioativas,
promotoras da saude, como é o caso dos AGPI. Outro ponto de destaque é a adogao
de rétulos limpos e a atual transicéo para alimentos e ingredientes mais sustentaveis,
gue, para emulsdes, se resume principalmente a origem dos emulsificantes. Embora
as proteinas de origem animal como as lacteas sejam conhecidas por sua alta
funcionalidade, é desejavel considerar alternativas derivadas de plantas, como € o
caso das lecitinas (BERTON-CARABIN; SCHROEN, 2019).

2.4 Microcéapsulas

Ha mencao na literatura cientifica que a pesquisa sobre microencapsulacao
comecou no final da década de 1930 e 20 anos mais tarde o processo foi aplicado
pela primeira vez na industria. Atualmente, diferentes setores industriais como o
farmacéutico, o cosmético, o agricola, o téxtil e o alimenticio utilizam o processo de
microencapsulacdo para diversos fins (CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS;
ALVES, 2019; SHARMA; BORAH, 2021).

Na tentativa de aproveitar todo o potencial dos 6leos marinhos, vegetais e
essenciais estudos nesse sentido tém ganhado notoriedade. Por serem quimicamente
instaveis e suscetivel a deterioracdo oxidativa e perda de compostos volateis,
especialmente quando expostos ao oxigénio, luz, umidade e calor, um produto
fortificado com esses Oleos pode se deteriorar por degradacdo oxidativa culminando
na formacéo de gostos e sabores desagradaveis e na geracdo de radicais livres, 0
qgue interfere negativamente na qualidade do produto, na vida Gtil e aceitabilidade
geral. Nesse sentido, a tecnologia de microencapsulacao pode ser uma opc¢ao viavel

para melhora ou manutencdo dessas caracteristicas funcionais e o0s 0Oleos
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microencapsulados encontraram varias aplicagbes nas areas de alimentos,
pesticidas, téxteis e produtos farmacéuticos (BAKRY et al., 2016).

De modo simplificado, a microencapsulacdo pode ser definida como a
tecnologia de embalagem de materiais sélidos, liquidos ou gasosos com finos
revestimentos poliméricos, formando pequenas particulas, as microcapsulas. O
polimero de revestimento atua como uma pelicula protetora, isolando o nucleo e
evitando o efeito de sua exposicdo inadequada. Essa membrana se dissolve por meio
de um estimulo especifico, liberando o ndcleo no local e/ou no momento ideal (SILVA
et al., 2014).

A técnica de microencapsulacédo permite a conversao de liquidos em soélidos, a
alteracdo de propriedades coloidais e superficiais, além de fornecer protecado
ambiental, liberacdo controlada e/ou melhor disponibilidade de materiais revestidos
(BANSODE et al., 2010). O diametro do produto microencapsulado varia entre 1-
1000pm (SHARMA; BORAH, 2021).

As capsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho, forma e
construgcdo. As macrocapsulas apresentam tamanho superior a 5.000pm. Ja as
microcapsulas atingem de 0,2 a 5.000um. As nanocapsulas medem menos que
0,2um. Em termos de forma e construgao, as capsulas podem ser divididas em dois
grupos: microcapsulas e microesferas. A diferenca entre eles decorre de sua estrutura
interna e morfologia: as microcapsulas séo ocas possuindo internamente um sistema
de reservatério, enquanto as microesferas sdo sistemas de matriz densa (CORREA-
FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019; SHARMA; BORAH, 2021). A figura 2

apresenta diferentes tipos de microcapsulas.
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Figura 2 — Diferentes tipos de microcapsulas.

(i) (i) @

(iii) (iv)

(v) vi)

Fonte: BAKRY et al. (2016). (i) microcapsula simples, (ii) matriz (microesfera), (iii) microcapsula
irregular, (iv) microcdpsula de vérios nucleos, (v) microcipsula de multiplas paredes, e (vi) conjunto de
microcapsulas.

Geralmente, o tamanho e a forma das microcipsulas dependem dos materiais
de parede e dos métodos usados para prepara-las e podem determinar propriedades
funcionais e potenciais aplicacbes de componentes encapsulados (BAKRY et al.,
2016).

Em suma, as microcéapsulas consistem em um material do nucleo, referido
como fase interna ou de preenchimento, e uma parede referida como revestimento,
invélucro ou membrana. O material do nucleo consiste no material especifico a ser
revestido e pode ser de natureza liquida e/ou solida. O nucleo liquido pode incluir
materiais dispersos e/ou dissolvidos. O nucleo solido pode incluir ativos,
estabilizadores, diluentes, excipientes e retardadores ou aceleradores de taxa de
liberacdo. Essa possibilidade de variagdo da composicdo do material do nudcleo
garante flexibilidade no desenvolvimento e uso da microcapsula. J& o material da
parede determina a estabilidade das microparticulas, a eficiéncia do processo, e 0
grau de protecao para o nucleo. Os materiais de parede usados comumente para a
microencapsulacdo de Oleos incluem polimeros sintéticos e biomateriais naturais,
geralmente carboidratos e proteinas (BANSODE et al., 2010; BAKRY et al., 2016).

A escolha correta do material de parede é muito importante, pois influencia na

eficiéncia de encapsulamento e na estabilidade da microcapsula. O material de parede
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ideal deve ser capaz de formar uma pelicula coesa com o material do nucleo, ser
guimicamente compativel e ndo reativo com o nucleo, ter a capacidade de selar e
manter o nucleo dentro da capsula, assim como a capacidade de fornecer protecéo
méaxima ao nudcleo contra condi¢cdes adversas, apresentar resisténcia, flexibilidade,
impermeabilidade, propriedades Opticas e estabilidade, viabilidade econdmica e
ainda, ndo possuir sabor desagradavel no caso de aplicabilidade alimentar
(BANSODE et al., 2010; SILVA et al., 2014).

A maioria dos materiais de parede nao possui todas as propriedades
desejadas, por isso, uma pratica comum envolve a mistura de dois ou mais materiais
gue podem ser selecionados a partir de uma ampla variedade de polimeros naturais
e sintéticos (SILVA et al., 2014). Varios tipos de materiais de parede tém sido usados
para a producdo de microcdpsulas, como os polissacarideos como amido,
carragenina, maltodextrina e goma arabica, lipidios como o acido estearico, mono e
diglicerideos, além de proteinas como albuminas, proteina de ervilha, gelatina e
caseina. A maltodextrina e a goma arabica sédo dois dos mais comumente aplicados.
Neste sentido, cabe salientar que as microcdpsulas destinadas a incorporagdo em
produtos alimenticios devem ser formadas por polimeros comestiveis como
maltodextrina, inulina, goma arébica, amido, entre outros (CORREA-FILHO;
MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).

A maltodextrina tem sido amplamente utilizada na microencapsulagdo de
compostos bioativos devido ao seu desempenho satisfatério, baixo custo relativo e
sabor e aroma neutros. Caracteriza-se pela alta solubilidade em agua, baixa
viscosidade em altas concentracfes, capacidade de formacao de filme e boa protecéo
contra a oxidacdo dos materiais do nucleo. Por outro lado, a principal desvantagem
do uso da maltodextrina no processo de microencapsulacdo é a baixa capacidade
emulsificante. Assim, para formar emulsdes estaveis, é encorajada a mistura com
outros materiais de parede, como goma arabica, amido modificado e proteinas
(CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).

O amido €& outro tipo de carboidrato constituido por duas fracbes
polissacaridicas distintas, a amilose, fragéo linear, e a amilopectina, fragéo ramificada.
Esse polimero de carboidratos € abundante na natureza, apresenta baixo custo, é
biocompativel, biodegradavel, atéxico e € naturalmente renovavel, além de apresentar
propriedades fisicas como a capacidade de reter varios materiais sensiveis, como

compostos organolépticos, o que justifica o aumento do interesse em seu uso nos
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altimos anos, na industria de tecnologia de alimentos, industria farmacéutica e de
nanotecnologia (ANDRADE; CAMILLOTO; CRUZ, 2020).

Neste sentido, Yue et al. (2020) e Charles et al. (2021) tratam da incorporagao
do amido como material de revestimento das microcapsulas. Os autores referem
melhora da vida util e estabilidade oxidativa justificando a utilizacdo de amido como
material de parede, em diferentes concentracdes ou em associacdo a maltodextrina,
por exemplo.

Outros materiais de parede sao referidos na literatura cientifica. Porém,
carboidratos, como é o caso da maltodextrina e do amido, sdo materiais de parede
amplamente usados na industria de alimentos para proteger os materiais do ndcleo
da oxidacgdo, interacdo quimica e volatilizacdo, bem como para maximizar a eficiéncia
de encapsulamento, conforme foi evidenciado no trabalho de Zhu et al. (2021).

O encapsulamento deve permitir que o nucleo, isolado do ambiente externo,
seja liberado no momento e local adequados. Essa propriedade melhora a eficacia,
reduz a dose necesséria de aditivos e amplia as aplicacdes dos compostos de
interesse. Além disso, as taxas de liberacdo do material do nacleo dependem da sua
interacdo com o material de revestimento, da volatilidade do nucleo, do tamanho da
particula e do grau de viscosidade do material da parede (SHARMA; BORAH, 2021).

Existe uma variedade de métodos de microencapsulacdo descritos na
literatura. A escolha do método mais adequado depende do tipo de material ativo a
ser encapsulado, da aplicacdo e do mecanismo de liberagdo desejado. A diferenca
basica entre os métodos existentes esta no tipo de envolvimento ou aprisionamento
do material ativo pelo agente encapsulante e essa combinacéo pode ser de natureza

fisica, quimica ou fisico-quimica conforme quadro 2 (SUAVE et al., 2006).
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Quadro 2 — Métodos para Microencapsulacao.

Métodos Fisico-

Métodos Fisicos Métodos Quimicos Quimicos
Spray drying Inclusdo molecular Coacervagédo
Spray cooling Polimerizacao Separacgéo por fase
Leito fluidizado interfacial organcia
Extrusdo centrifuga Lipossomas
Co-cristalizacéo Lipoesferas
Liofilizacdo (nanoparticulas)

Evaporacédo de
solvente

Fonte: Autoria propria. Baseado em Suave et al. (2006); Bansode et al. (2010).

A microencapsulacao por liofilizagdo € um processo no qual a solucdo ou
emulsdo contendo os materiais da parede e do nucleo é congelada a temperaturas
abaixo de -40°C e seca por sublimacao sob baixa presséo. Trata-se de uma técnica
simples e adequada para a microencapsulacdo de materiais biologicos sensiveis ao
calor e oxigénio devido a aplicacdo de baixas temperaturas e remocao de oxigénio
durante o processo de secagem (CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES,
2019).

A liofilizacdo é usada para a desidratacdo de quase todos 0s materiais e aromas
sensiveis ao calor, como 6leos e tem sido utilizada com sucesso para microencapsular
Oleos de peixe, linhaca, noz e azeite (BAKRY et al., 2016). Um exemplo da utilizacéo
dessa técnica € descrito por Calvo et al. (2012) ao microencapsular 6leo vegetal —
azeite extravirgem — na presenca de maltodextrina, carboximetilcelulose e lecitina,
demonstrando que o 6leo permaneceu inalterado por 9 a 11 meses, 0 que aumentou
a vida util do produto.

A liofilizag&do, por ser um método que envolve a desidratagdo do material
congelado por sublimagéo a vacuo, promove a remoc¢ao da agua do composto sem
submeter a amostra a altas temperaturas. Desta forma, fornece produtos de excelente
qualidade e minimiza as altera¢Ges associadas a alta temperatura, sendo amplamente
utilizado em esséncias ou aromatizantes (SILVA et al., 2014).

No entanto, esta técnica apresenta algumas restricdes, como alto consumo de

energia e custo operacional devido ao longo tempo de processamento (acima de 20
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h). Em comparacdo com a secagem por pulverizacdo, o método de liofilizacdo pode
ser até 50 vezes mais caro. Além disso, 0 material seco possui uma estrutura porosa
que expbe o ingrediente ativo encapsulado a atmosfera, oferecendo assim baixa
protecdo para uma vida Util prolongada desse composto. Esses fatores prejudicam
sua aplicabilidade comercial (SILVA et al., 2014; CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019).

A tecnologia de emulsificagdo é um passo fundamental na microencapsulagéo
de 6leos. E geralmente aplicado para o encapsulamento de bioativos em solucdes
aguosas, que podem ser usadas diretamente no estado liquido ou podem ser secas
por pulverizacéo ou liofilizacdo para formar pés apés a emulsificacdo. Portanto, faz
parte do processo de microencapsulacao (BAKRY et al., 2016).

A escolha do material de parede e do ativo revestido, assim como as técnicas
de microencapsulacao variam conforme os objetivos e aplicabilidade do produto. O
apéndice 1 traz exemplos de materiais, analises e técnicas aplicadas no processo de
microencapsulagéo de 6leos conforme literatura cientifica.

Para avaliar a eficiéncia de um sistema baseado em emulséo ao encapsular
compostos bioativos, parametros como eficiéncia de encapsulamento, conservacgao
no armazenamento e perfil de liberacdo s&@o de interesse especifico entre o0s
pesquisadores. Para determinar esses parametros, € necessario quantificar a
quantidade de compostos alvo que permanecem no sistema de emulséo logo apds o
processamento, em um momento especifico de armazenamento e durante a digestéo.
Alguns métodos possiveis de serem utilizados nesse sentido sdo a espectrofotometria
UV-visivel e a cromatografia. Entre todos os instrumentos de cromatografia
disponiveis, a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e a cromatografia
gasosa (GC) sdo mais comumente usados para analises quantitativas e qualitativas

de compostos encapsulados (HU et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e testar microcapsulas contendo acidos graxos poli-insaturados

dmega-3 para adicdo em leite humano destinados a alimentagdo de recém-nascidos

pré-termo.

3.2 Objetivos especificos

Preparar e caracterizar emulsdes lipidicas contendo &cidos graxos poli-
insaturados 6mega-3;

Realizar a secagem das emulsbes para obtencdo de pd contendo
microcapsulas de acidos graxos poli-insaturados 6mega-3;

Estabelecer as caracteristicas e propriedades das microcapsulas;

Observar a capacidade de dissolucdo do p6é das microcapsulas quando
incorporadas ao leite humano;

Observar o comportamento o leite humano acrescido do p6é das microcapsulas
em sistema de simulacdo de nutricdo enteral em comparacdo com o leite

humano puro e aquele acrescido de 6leo de peixe livre.
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de um pesquisa aplicada, com abordagem quantitativa, descritiva com

enfoque experimental.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Estudo Piloto

Incialmente, realizou-se um pré-teste em microescala para ajuste da técnica e
definicdo dos métodos. A metodologia foi adaptada de Jiménez-Martin et al. (2015).

O odleo utilizado como ativo era proveniente de suplemento alimentar a base de
Oleo de peixe em capsulas gelatinosas vendido comercialmente, contendo 540 mg de
EPA e 360 mg de DHA. Cada capsula contém 1.000 mg de 6leo de peixe. A

informacgao nutricional consta na tabela 3.

Tabela 3 — Informacao nutricional das capsulas gelatinosas contendo 6leo de peixe,

segundo informacdes do fabricante.

Informacéao Nutricional Porcdao 4,2g* Porcao 2,0g**
Valor energético 32 kcal 15,24 kcal
Proteinas 0,69 0,299
Gorduras Totais 3,29 1529
Gorduras Saturadas 0,89 0,38 g
Gorduras Trans 0Og 0g
Gorduras Monoinsaturadas 0,69 0,29 ¢
Gorduras Poli-insaturadas 0,99 0,43 ¢
Omega 3

EPA 540 mg 257,14 mg
DHA 360 mg 171,43 mg

Fonte: Drogasil®. * Porcdo de 4,2g (3 capsulas — recomendacdo do fabricante); ** Porcdo de 2g
(experimento).

Foram pesados 4,0 g de 6leo de peixe e 1,2 g de lecitina de soja em pé em

balanca analitica Adventurer Ohaus (max.= 210g — min.= 0,01g) e acrescidos a
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solucéo de acido acético em 2 concentracdes diferentes — 0,5% e 1% — até obtencéo
de 40 mL.
A mistura foi colocada em agitador magnético Nova Etica® por 10 minutos para

homogeneizacéo, resultando na obtencdo da Emulsdo Priméria conforme figura 3.

Figura 3 — Emulsdo Monocamada.

4 g 6leo de peixe
+ 1,2 g de Lecitina Emulséo
+ 4cido acético a Primaria
0,5eal% (EP)

Fonte: autoria propria (2022).

A emulséo primaria (MO) foi acrescida de 20 mL de solu¢édo de amido em duas
concentracfes distintas, 0,5% e 1%, respectivamente, e solubilizadas em duas

concentragdes de 4cido acético (0,5 e 1%), conforme esquema a seguir (figura 4).

Figura 4 — Representacdo esquematica das Emulsées Multicamada.

Emulsdo Primaria + 20 g de amido a 0,5% + acido acético a 0,5% m/m
Emulsdo Primaria + 20 g de amido a 0,5% + acido acético a 1,0% m/m

Emuls&o Primaria + 20 g de amido a 1,0% + &cido acético a 0,5% m/m

o o o p

Emulsdo Primaria + 20 g de amido a 1,0% + acido acético a 1,0% m/m

Fonte: autoria propria (2022).

Na sequéncia foi produzida a solucdo mée de maltodextrina contendo 30% p/p
em acido acético a 1% (70 mL), ou seja, 30 g de maltodextrina adicionados a 1 mL de
acido acético em 69 mL de agua miliQ.

As emulsbes multicamada (MUL@b) € MU2(,q) foram adicionadas de 40 mL

dessa solucéao de maltodextrina, resultando em 4 solucdes distintas (figura 5).
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Figura 5 — Representacédo esquematica das Emulsfes de Alimentacao.

A
D 40 g B
Malto-
dextrina
C

Onde:

MO + 20 g de solucdo de amido a 0,5% + 0,5% de acido acético (Mul)a
MO + 20 g de solucéo de amido a 0,5% + 1% de acido acético (Mul)p
MO + 20 g de solucéo de amido a 1% + 0,5% de &cido acético (Mu2)a

OO0 w»

MO + 20 g de solucdo de amido a 1% + 1% de &cido acético (Mu2)p

Fonte: autoria prépria (2022).

4.2.2 Experimento

Fase I: Preparo das emulsdes lipidicas

Apos estudo piloto houve ajuste da técnica e as emulsdes lipidicas que dariam
origem as microcapsulas contendo acidos graxos dmega 3 foram preparadas no
Laboratorio de Desenvolvimento Tecnologico e Inovacdo — LDTI da UFMS.

Para a preparacdo das emulsfes utilizou-se Oleo de peixe comercial em
capsulas gelationosas — fonte de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3, lecitina de
soja, amido de milho, maltodextrina e acido acético glacial de qualidade alimentar,
conforme referido anteriormente.

Para a composi¢do das emulsdes primérias, a fonte lipidica foi emulsionada em

lecitina na proporcéo de 3:1 p/v por agitacdo magnética e, em seguida, adicionada a
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solucéo de acido acético a 1% no volume de 100 vezes o volume do Oleo de peixe. A
homogeneizacdo foi realizada a 18.000 rpm por 10 min utilizando-se um
homogeneizador/ triturador Turratec® TE-102, formando a primeira camada
denominada monocamada (MO).

A partir das emulsbes primarias, foram preparados dois tipos de emulsées
secundarias segundo a concentracdo do revestimento de amido, identificadas como
emulsdes multicamadas (Mul e Mu2) nas concentracdes de 0,5% e 1% (m/m),
respectivamente, em solucao de 4cido acético a 1%.

Em separado, ao conteudo da Mul e da Mu2 foi adicionada a solucédo de
maltodextrina a 30% p/p, diluida em acido acético 1%, para composicao das emulsdes

de alimentagao.

Fase Il: Preparacédo de pés de Oleo de peixe microencapsulado.

As emulsbes foram separadas em volumes fixos de 20 mL, acomodadas em
tubos Falcon com capacidade de 50 mL e armazenadas em ultrafreezer Panasonic®
a -80°C. Posteriormente, foram submetidas a secagem por liofilizacdo em parceria
com o Laboratério de Purificacdo de Proteinas e suas Funcdes Bioldgicas (LPPFB)

da UFMS, utilizando-se o aparelho Vacuum Pump RZ 2.5.

Fase Ill: Simulacdo das condicbes de nutricio enteral e observacdo do

comportamento das microcapsulas adicionadas ao leite humano.

A fase de testes com leite humano para simular as condicbes de nutricao
enteral de RN pré-termo de alto risco internado em unidades neonatais foi
desenvolvida conforme trabalho de Muller (2017).

As amostras de leite humano proveniente de doacdo apresentaram
crematocrito de 60% e acidez Dornic < 8. O leite foi descongelado em banho-maria a
40°C e utilizado na simulacdo de um sistema de nutricdo enteral para testar o
comportamento de trés grupos: Grupo controle (GC) = leite humano puro; Grupo
positivo (GP) = leite humano acrescido de o6leo de peixe; Grupo teste (GT1 — amido a
0,5% e GT2 — amido a 1,0%) = leite humano acrescido de microcapsulas de 6leo de

peixe.
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Um volume de 20ml dos GC, GP e GT foi acondicionado em frascos de plastico
transparente (polietileno), graduados com escala de 10 ml, estéreis e com capacidade
para 100mL (Biobase®).

Os frascos foram colocados na posicdo vertical em suporte para soro,
anexados ao equipo de nutricdo enteral com ponta perfurante para adaptacdo do
equipo ao frasco (NBR 14041/1998 - ABNT, 2008) e acionado o dispositivo gotejador
controlado manualmente para descida das amostras de leite dos distintos grupos. O
mesmo procedimento foi realizado com cada uma das amostras pertencentes a cada
grupo em triplicata.

Foram avaliados a capacidade de se dissolver do p6, o tempo de descida do
leite, o volume final apds passagem pelo sistema de nutricdo enteral e o volume retido

Nno mesmo.

4.3 Caracterizacdo das emulsdes lipidicas e andlise estatistica

Imediatamente apds a producdo, as emulsdes foram mantidas sob agitacédo
suave para manter a homogeneidade, e, em seguida, com pipeta Pasteur foram
coletadas goticulas e dispersas em lamina de microscopio coberta por uma laminula,
preparadas em triplicata para cada solucdo, nas diferentes concentracdes de amido
(0,5% e 1,0%).

As laminas foram devidamente identificadas e observadas em microscopio
Optico para a avaliacdo das microestruturas por meio de uma objetiva de imersdo em
6leo 10 x 100. As imagens foram capturadas utilizando-se camera digital com grande-
angular de 12 MP, grande-angular: abertura f/1.8 e Zoom digital até 5x, com o objetivo
de obter boa resolucéo espacial.

As imagens foram agrupadas aleatoriamente segundo as concentracdes de
amido e processadas pelas macros disponiveis no software livre ImageJ® que pode
ser obtido gratuitamente no site http://rsb.info.nih.gov/ij/. Foi feita a conversao de pixel
para dpi (inc) (conversdo interna do software) para quantificagdo da area de cada
goticula formada expressas em um, para comparacdo aos padrdes de literatura e
validacdo estatistica. O tamanho das particulas que serviram de base no célculo das
meédias das areas das microcapsulas assim como o0 passo-a-passo das analises esta

demonstrado no apéndice 2.


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Os dados provenientes das imagens obtidas em microscopio Optico e tratadas
em software livre ImageJ® foram submetidas a estatistica descritiva, teste de
hipoteses (t test) e analise de variancia — ANOVA ao nivel de significancia de 5%
utilizando o software RStudio.

O pH nas triplicatas de cada emulséo foi verificado logo apés a producéo e apos
15 dias em armazenamento em temperatura ambiente utilizando um medidor de pH
de bancada (Hanna Instrumentos® mod. pH21).

Um volume fixo de 20 ml das emulsdes nas diferentes concentragdes de amido
foi transferido para provetas graduadas de vidro, devidamente seladas e armazenadas
por 15 dias em temperatura ambiente. As emulsdes foram avaliadas quanto a
separacéo de fases do dia 1 até o décimo quinto dia.

O indice de cremeacéo foi medido em funcdo da porcentagem de separacdo
de fases e expresso segundo equacao: IC (%) = (H/HO) x 100, em que: HO representa
a altura inicial da fase inferior e H representa a altura inicial da fase superior apés 24
horas (CARNEIRO et al., 2013).

Os dados referentes as observacdes das microcapsulas e leite humano foram
analisados por meio da estatistica descritiva por meio de medidas de tendéncia central

e medidas de variabilidade ou dispersédo, quando apropriado.

4.4 Aspectos Eticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS mediante
parecer n°® 5.833.192.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o estudo piloto, avaliou-se o pH no decorrer de 7 dias consecutivos e
observou-se que a adicdo de amido, independentemente da concentracao (0,5 ou
1,0%), elevou o pH de 3 para 5 e esse valor se manteve. A maltodextrina n&o interferiu
no pH, independente da concentracéo do &cido acético. Com isso, foi padronizado o
uso do acido acético a 1%.

Outros trabalhos referem utilizacdo de acido acético a 1%, seja para ajuste de
pH ou para melhorar a solubilidade dos reagentes (PULIDO; BERISTAIN, 2010;
RENDON et al., 2010). Além disso, um estudo referiu que o fenémeno de coalescéncia
foi mais lento nas amostras com pH mais acido (pH = 2) e que a lecitina é um bom
tensoativo em solucdes aquosas se o pH da amostra for acido (entre 2 e 3) (PELAEZ;
MORTIMER, 2011).

Houve separacéo de fase em todas as amostras durante o estudo piloto,
independente da concentracdo do amido, assim, o uso do agitador magnético foi
desconsiderado por ndo garantir a homogeneidade das solucdes e a preservacao das
emulsoes.

A separacado gravitacional que ocasiona essa observacao de fases distintas
representa a instabilidade fisica da emulsdo caracterizada pela formacé&o de creme ou
sedimentagdo (HU et al.,, 2017; BERTON-CARABIN; SCHROEN, 2019). Esse
fendmeno pode ser retardado pela diminuicdo do tamanho da gota e/ou aumento da
viscosidade da fase continua. Nesse sentido, dispositivos de emulsificacdo como
homogeneizadores de alta pressdo e sistemas rotor-estator podem ser Uteis
(BERTON-CARABIN; SAGIS; SCHROEN, 2018).

Visando retardar ou impedir a separacdo de fases optou-se pelo uso do
homogeneizador/ triturador Turratec® TE-102 a 18.000 rpm por 10 minutos. Jiménez-
Martin et al. (2015) utilizou um Ultraturrax T-18 basico a 20.000 rpm por 10 minutos.
Li et al. (2018) optaram pela rotacao a 4.000 rpm por 3 minutos e Carneiro et al. (2013)
utilizaram um Ultraturrax MA-102 a 18.000 rpm por 5 minutos. A velocidade e o tempo
variam conforme o material de parede e o ativo a ser revestido.

Padronizadas as técnicas por meio do estudo piloto, foi entdo realizado o
experimento de producdo das emulsées lipidicas, seguido da etapa de avaliagdo da
estabilidade das emulsdes e das microcapsulas formadas. As analises das emulsdes
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cujos resultados serdo apresentados a seguir se deram conforme trabalho de
Jiménez-Martin et al. (2015).
A figura 6 apresenta as imagens obtidas em microscopio Optico para

observagéo das microestruturas nas diferentes concentracdes de amido.

Figura 6 — Imagens obtidas em microscopio Optico em objetiva de imersédo em 6leo x

100 de emulsbes com diferentes concentragdes de amido (0,5% e 1,0%).

A

Fonte: autoria propria (2022). A: emulsdo com amido a 0,5%; B: emulsdo com amido a 1%.
Nota: Andlise realizada em parceria com o Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo (FACFAN) da UFMS.

As imagens das laminas obtidas em triplicata foram analisadas apds conversao
de pixel para dpi (inc), utilizando a conversdo interna do software ImageJ® para
quantificar a area de cada goticula formada expressa em pm, para comparagao aos
padrbes da literatura e validacdo estatistica. Em seguida, realizou-se a comparacao
dos tamanhos das goticulas nos dois produtos obtidos a partir das emulsées com
amido a 0,5% e 1% respectivamente, a qual esta representada no grafico de boxplot
a sequir (figura 7).
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Figura 7 — Boxplot relacionado a area meédia das particulas nas concentracdes a 0,5

e 1,0 % de amido.
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Fonte: autoria propria (2022).

Com base nas imagens e no grafico acima é possivel verificar que a
concentracdo a 1% apresentou menor variagao entre seus dados, ainda que conte
com pontos de variacdo mais evidentes de minimos e maximos. Sua distribuicdo
quartil foi mais homogénea, e o desvio se manteve muito préximo da mediana.

Em relacdo ao tamanho das microcapsulas, na concentracdo de amido a 0,5%,
a média + DP foi de 14,71+8,12 (min.=9,05 e max.=26,6), com uma variancia de 65,96
e um erro padrédo de 4,06. Na concentracdo de amido a 1,0% a média + DP foi de
16,61+4,64 (min.=8,44 e max.=22,3), com variancia de 21,52 e erro padréo de 1,75.

Ao comparar as médias dos tamanhos das particulas sob diferentes
concentracdes de amido conclui-se que ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre elas (t = 2,26 e p=0,63 — Mul — Mu2 # 0 — rejeitado; t = -1,83 e p=0,68 — Mul —
Mu2 < 0 — rejeitado; t = 1,83 e p=0,31 — Mul — Mu2 > 0O — rejeitado). Na analise de
variancias também nao houve diferenca com F=3,06.

Carneiro et al. (2013) obtiveram emulsdes com diametro de goticula variando
de 0,6 ym a 26 pm. Os autores utilizaram oleo de linhaca e observaram que o uso de
diferentes materiais de parede teve influéncia significativa no tamanho das gotas nas
emulsGes. Os autores discutem que a emulsdo preparada a partir da mistura de
maltodextrina e goma arabica apresentou as menores goticulas e que este resultado
pode estar relacionado a maior viscosidade apresentada pela emulséo, o que implica
em maior resisténcia ao movimento das gotas, evitando coalescéncia e resultando em

didmetros menores.
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Os valores encontrados no presente trabalho variaram entre 9,05 um e 26,6
Mm para a emulsdo a 0,5%, e de 8,4 ym a 22,3 ym para a emulsao a 1%, atendendo
aos padrbes estabelecidos para o diametro das goticulas em emulsdo em sistemas
alimentares, que variam de 0,1 um a 100 um, segundo Bakry et al. (2016). O tamanho
e a forma das microcapsulas dependem dos materiais da parede e dos métodos
utilizados em seu preparo.

Outro ponto de andlise foi o rendimento das emulsGes nas diferentes
concentracdes do presente estudo (0,5% e 1,0% de amido) que foi, respectivamente,
de 572,5 ml e 565,0 ml, com um total de sélidos de 90 g (0,15 g/ml ou 15%) e 94 g
(0,17 g/ml ou 17%). Ambas as concentracdes continham 2,57 g de EPA e 1,71 g de
DHA. No trabalho de Carneiro et al. (2013), a concentracdo total de solidos (material
da parede + 6leo) foi fixada em 30%.

Parametro importante na avaliacdo da estabilidade das emulsdes, o pH foi

medido nos dias 1 e 15, e os resultados sdo apresentados na figura 8.

Figura 8 — Evolucdo do pH avaliado em triplicata nos dias 1 e 15 nas emulsdes com
diferentes concentracbes de amido (T1=0,5% e T2=1,0%) armazenadas a

temperatura ambiente.
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Fonte: autoria propria (2022).

Em azul: amostras em triplicata com concentragédo de amido a 0,5% nos tempos 1 e ap6s 15 dias; Em
verde: amostras em triplicata com concentracdo de amido a 1,0% nos tempos 1 e apds 15 dias T1:
amido a 0,5%; T2: amido a 1%; D1: dia 1; D15: apds 15 dias armazenado a temperatura ambiente.

No trabalho de Jiménez-Martin et al. (2015), o pH de todas as emulsbes
primarias foi proximo de 6,54. Nas emulsdes secundarias, de alimentacdo e
reconstituida, foram encontradas diferencas significativas nos valores de pH (3,38 a
4,64). Os autores discutem que essas diferencas podem estar relacionadas com a
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composicdo da emulsado, especificamente com a concentracdo de quitosana, pois 0s
maiores valores de pH foram observados na emulsdo com maior concentracdo de
quitosana. A adicdo de quitosana pode ter ocasionado um efeito de desacidificacao
por meio do aumento da quantidade de grupos amino.

No presente trabalho, independentemente da concentracdo de amido (T1 a
0,5% ou T2 a 1,0%), o pH das solucdes se manteve nas faixas de 3,02 a 3,3, e 0
tempo de armazenamento (D1 e D15) em temperatura ambiente ndo ocasionou
grandes variacdes. Acredita-se que essa faixa de pH foi favoravel & manutencéo da
estabilidade das emulsdes.

Bakry et al. (2016) discutem que emulsdes Oleo-agua apresentam como
vantagens a relativa facilidade de preparacdo e baixo custo, mas tém como
desvantagens a instabilidade fisica quando expostos a aquecimento, resfriamento,
congelamento, secagem e pH extremos. Os autores revisaram estudos que
trabalharam com pH variando de 2,5 a 5,9 a depender do material microencapsulado,
constituintes de parede e método de encapsulacdo. O pH observado no presente
estudo se encontra nessa faixa de pH, o que, provavelmente, foi um fator positivo.

O fenbmeno de separacéo de fases nao foi visualmente observado durante o
armazenamento das emulsdes sob temperatura ambiente por 15 dias. A estabilidade
foi medida em funcéo da porcentagem de separacéao (indice de creme — IC) e pode-

se observar estabilidade das emulsdes, conforme figura 9.

Figura 9 — Avaliacdo da separacéo de fases e indice de cremeacdo para estudo da

estabilidade das emulsdes em diferentes concentracdes de amido.
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Fonte: autoria prépria (2022). D1= 1° dia de armazenamento; D7= 7° dia de armazenamento; D15= 15°
dia de armazenamento. 1,0% e 0,5% = concentracdo de amido. Camada de espuma na ponta da seta
— se manteve constante durante o armazenamento.
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No trabalho de Jiménez-Martin et al. (2015) o indice de formacdo de creme
determinado nas emulsdes de alimentacdo apresentou os mesmos valores entre 0s
dias 1 e 7 e houve efeito significativo do tipo de emulsdo sobre o IC com maior
estabilidade para emulsbes multicamadas produzidas com a combinacdo lecitina-
quitosana. Os autores discutem que o IC estd inversamente relacionado com a
estabilidade das emulsdes.

Carneiro et al. (2013), durante o estudo de estabilidade, observaram que as
emulsbes preparadas com proteina do soro do leite e maltodextrina apresentaram a
formacdo de uma pequena camada de separacdo e uma fase de espuma, 24h apos
sua homogeneizacdo. No presente trabalho observou-se uma pequena camada
superficial de espuma (indicacdo na imagem - seta) imediatamente apds a
homogeneizagéo e ela se manteve durante os dias subsequentes de armazenamento
e ndo houve separacdo de fases. Algumas hipGteses para esse resultado positivo
seria a rotacdo do homogeneizador em funcdo do tempo (18.000 rpm por 10 minutos),
0 uso de reagentes como a lecitina e o amido e o pH &cido das emulsdes.

Apés coleta das amostras utilizadas nas fases citadas anteriormente, o volume
resultante das emulsdes nas duas concentrac6es de amido foi liofilizado conforme
metodologia descrita na Fase Il: Preparacdo de pdés de Oleo de peixe
microencapsulado. De posse dos pos contendo as microcapsulas, realizou-se o
experimento para simulacdo de um sistema de nutricdo enteral e o estudo do tempo
de corrida e volumes residuais do leite humano em 3 grupos distintos: Grupo controle
(GC) = leite humano puro; Grupo positivo (GP) = leite humano acrescido de 6leo de
peixe; Grupo teste (GT) = leite humano acrescido de microcapsulas de 6leo de peixe,
onde GT1 continha amido a 0,5% e GT2 continha amido a 1%.

Utilizou-se 370mL de leite humano proveniente de doadora e os sistemas de
alimentacdo foram montados com as referidas designacdes. Foi adicionado um
volume inicial de 20mL em cada frasco correspondente aos grupos. Observou-se que
um volume de 2mL sempre permanecia retido no frasco de dieta e que, efetivamente,
o volume infundido era de 18 mL. O teste foi realizado em triplicata (A, B e C) e os
resultados do controle de volume pds corrida no sistema e tempo estdo apresentados

nas tabelas 4 a 6.
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Tabela 4 — Controle do volume de leite humano puro, acrescido de 6leo de peixe e

Oleo de peixe microencapsulado em simulacéo de sistema de nutricdo enteral.

Volume VoI.'finaI Volqme Vol.re;ido
Grupo Rodada Final (mL) meédio Retido médio

(média+DP) (mL) (média+DP)
1 17 1

GC 2 16 16,33+0,47 2 1,67+0,47
3 16 2
1 12 6

GP 2 14 13,33+0,94 4 4,67+0,94
3 14 4
1 14 4

GT1 2 15 15,33+1,24 3 2,67+1,24
3 17 1
1 15 3

GT2 2 16 16,00+0,81 2 2,00+0,81
3 17 1

Fonte: autoria prépria (2022). GC: grupo controle — leite humano puro; GP: grupo positivo — leite
humano adicionado de 6leo de peixe; GT1: leite humano adicionado das microcapsulas com amido a
0,5%; GT2: leite humano adicionado das microcapsulas com amido a 1,0%.

Tabela 5 — Comparacéo entre os volumes médios apés simulagcdo em sistema de

nutricdo enteral.

Comparacéo entre grupos Diferenca de médias P
GC xGP 3.000 0.045*
GC x GT1 1.000 0.702
GC x GT2 0.333 0.982
GT2 x GP 2.667 0.074
GT2x GT1 0.667 0.882
GT1xGP 2.000 0.205

Fonte: autoria prépria (2022). GC: grupo controle — leite humano puro; GP: grupo positivo — leite
humano adicionado de 6leo de peixe; GT1: leite humano adicionado das microcapsulas com amido a
0,5%; GT2: leite humano adicionado das microcapsulas com amido a 1,0%. (*) indica diferenca
estatistica significativa.

Tabela 6 — Avaliacdo do tempo médio de descida de leite humano puro, acrescido de
Oleo de peixe e 6leo de peixe microencapsulado em simulagéo de sistema de nutricdo

enteral sem controle de gotejamento.

Média de Desvio Padréo 0
Grupo tempo (s) (DP) CV P
GC 19,31 10,34 65,54
GP 21,87 10,12 46,27 _
GT1 21,52 5,25 24,44 p=0.977
GT2 21,44 3,70 16,49

Fonte: autoria propria (2022). GC: grupo controle — leite humano puro; GP: grupo positivo — leite
humano adicionado de 6leo de peixe; GT1: leite humano adicionado das microcapsulas com amido a
0,5%; GT2: leite humano adicionado das microcapsulas com amido a 1,0%.
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A analise estatistica evidenciou uma diferenca estatisticamente significativa (p
= 0,043) nos valores médios entre os grupos e essa diferenca foi maior do que seria
esperado ao acaso.

Ao se comparar os volumes médios dos grupos apos simulagdo em sistema de
nutricdo enteral observou-se que houve diferenca estatisticamente significativa entre
0S grupos controle e positivo (p=0.045), o que sugere que a adicdo de 6leo de peixe
diretamente ao leite humano interfere no escoamento do mesmo pelo sistema e
ocasiona perdas devido a retencdo de maiores volumes nos tubos de alimentacgéo.

Por outro lado, ndo houve diferenca entre o grupo controle e aqueles
adicionados das microcapsulas (T1 e T2, p=0.702 e p=0.982, respectivamente) em
relacdo aos volumes médios apds simulacdo no sistema de nutricdo enteral, o que
sugere que o p6é das microcipsulas melhora a solubilidade do 6leo de peixe. O
comportamento dos grupos teste no sistema se assemelha ao do grupo controle, com
énfase ao GT2.

Também nao houve diferenca entre os grupos teste T1 e T2 (p=0.882) o que
sugere que a concentracao de amido ndo impactou significativamente na solubilidade
do p6 e no seu comportamento no sistema de nutricdo enteral.

Em relacdo ao tempo de escoamento do leite humano no sistema de nutricao
nos diferentes grupos, comparativamente, a mistura leite humano + 6leo de peixe no
GP apresentou maior tempo residual para corrida em equipo de alimentacéo enteral,
com uma média de 21'87" e um coeficiente de variacao superior a 40% em relacéo
aos demais grupos.

Esses valores sdo sugestivos de que a presenca do 6leo de peixe aumentou a
densidade do leite e consequentemente afetou 0 escoamento no sistema de nutrigao,
com volumes de 6mL, 4mL e 4mL retidos no sistema, apds as baterias de testes
consecutivas. Corroborando aos achados de Muller (2017) que atribuiu a presenca do
0leo em sua conformacgéo original como elemento que retardou o tempo de corrida na
sonda de alimentacéo.

Conforme era esperado, os grupos com adicdo de componentes ao leite
humano (GP e GT) apresentaram um tempo diferente quando comparados ao grupo
controle (leite puro). Assim como o GP, os grupos teste (T1 e T2) apresentaram uma
maior média de tempo de descida em comparacdo ao grupo controle, o que era
esperado em decorréncia da adicdo do po. Entretanto, o desvio padrdo da média de

tempo foi inferior ao grupo controle e o coeficiente de variagdo entre as amostras foi
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inferior a 25%. Isso sugere que o0 p6é contendo microcapsulas do 6leo peixe melhora a
sua solubilidade, o que também pode ser inferido ao se observar que os volumes
residuais nestes grupos séo inferiores ao grupo positivo. Porém, a analise estatistica
dos tempos médios de escoamento ndo evidenciou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p=0,977).

Houve dificuldade para comparar os resultados obtidos na fase de simulacao
das condi¢Bes de nutricdo enteral com a literatura cientifica. Baack et al. (2016)
administrou DHA por meio de seringas e tubos de gavagem ou diretamente por via
oral. Gould et al. (2017) administraram uma emulsado enteral contendo 60 mg de DHA
por kg de peso corporal por dia através do tubo de alimentacdo imediatamente antes
da alimentac&do com leite. J& Robinson et al. (2016) trabalharam com a administracao
bucal de AGPI como método de suplementacdo em uma populacédo de prematuros
gue dependia de emulsdes lipidicas intravenosas.

Os referidos estudos objetivavam avaliar o impacto da suplementa¢cdo com um
ou mais AGPI sobre parametros de crescimento e neurodesenvolvimento das criangas
suplementadas e ndo avaliaram possiveis perdas no sistema de administracdo do
suplemento. Dando sequéncia ao trabalho de Muller (2017), um dos objetivos deste
trabalho foi propor um método de administracéo de lipidios que melhorasse a entrega
dos AGPI aos recém-nascido pré-termo em uso de dispositivos para nutricdo enteral,
especialmente daqueles da série 6mega 3.

Baack et al. (2016) discute que os beneficios da suplementacéo lipidica
parecem promissores, mas nao sdo conclusivos dada a ampla variabilidade no
desenho dos estudos e nos métodos de suplementacdo. Segundo Robinson et al.
(2016) o melhor mecanismo de fornecer AGPI para prematuros precisa ser
determinado e os suplementos devem ser fornecidos com relativa facilidade de
administracdo, boa tolerabilidade e, idealmente, permanecer independentes do
estado fisiolégico do lactente e da capacidade de tolerar alimentacdo enteral.

Acredita-se que essa proposta seja inovadora no sentido de sugerir uma
alternativa de incorporacéao de lipideos ao leite humano, com énfase aos AGPI 6mega
3, seja de modo individual — nutriente Unico — ou compondo um aditivo multinutriente
guando incorporado a aditivos homoélogos do leite humano.

Fases subsequentes da pesquisa poderdo quantificar e identificar o perfil de
acidos graxos incorporados nas microcapsulas, evidenciar a eficiéncia de

encapsulacdo e o rendimento de microencapsulacdo, observar a atividade
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antioxidante total assim como a estabilidade oxidativa e a estabilidade de
armazenamento das microcapsulas com base nos valores de acidez e peroxido, além
da observacédo da digestéo in vitro de modo a permitir um conhecimento amplo que
subsidie a correta dosagem e prescri¢cao do aditivo (AGHBASHLO et al., 2012; CALVO
et al., 2012; CARNEIRO et al., 2013; JIMENEZ-MARTIN et al., 2015; LI et al., 2018;
KANWAL et al., 2021).

Além disso, € importante evidenciar as principais limitac6es deste estudo como
0 acionamento manual do sistema de nutricdo enteral; a utilizagdo de crondmetro
digital para determinacdo do tempo; o experimento ndo foi realizado as cegas; a
necessidade de ajustes no cronograma e metodologia da pesquisa relacionados aos
atrasos em decorréncia da pandemia de COVID-19; as dificuldades relacionadas ao
financiamento préprio da pesquisa e as limitacdes relacionadas a espaco fisico e

disponibilidade de equipamentos.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho desenvolveu e testou emulsdes lipidicas que deram origem
a microcapsulas contendo acidos graxos poli-insaturados 6mega-3.

As analises relacionadas a estabilidade das emulsdes apresentaram resultados
positivos. A concentracdo de amido a 1% parece ocasionar menor variagdo do
tamanho das microcapsulas. O pH se manteve entre 3,02 a 3,3, independente da
concentracédo de amido. A homogeneizagao a 18.000 rpm/ 10 min garantiu a mistura
uniforme consistente.

A liofilizacdo permitiu a secagem das emulsfes e a obtencédo de p6 contendo
as microcapsulas de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 e nas condi¢cdes
simuladas de nutricdo enteral, o p6 contendo microcapsulas parece melhorar a
solubilidade do 6leo de peixe.

Os resultados sédo promissores e abrem possibilidades de testes adicionais e
estudos subsequentes para quantificacdo do 6leo de peixe das microcapsulas e seu
perfil de acidos graxos.

O experimento se mostrou viavel e exequivel como uma alternativa para adi¢éo
de lipideos ao leite humano, em especial de acidos graxos esséncias da série 6mega
3. A tecnologia das microcapsulas podera melhorar a oferta e a biodisponibilidade
desses lipideos aos recém-nascidos prematuros de baixo peso, permitindo seu
acesso ao leite humano fortificado o que podera impactar positivamente nas taxas de

crescimento e desenvolvimento e interferir na morbimortalidade.



56

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGHBASHLO, M.; MOBLI, H.; RAFIEE, S.; MADADLOU, A. Optimization of
emulsification procedure for mutual maximizing the encapsulation and exergy
efficiencies of fish oil microencapsulation. Powder Technology. v.225, p.107-117,
2012. https://doi.org/10.1016/j.powtec.2012.03.040. Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032591012002082>. Acesso em:
22/11/2022.

AMANCIO, O.M.S.; FISBERG, R.M.; MARCHIONI, D.M.L. Nutricdo no primeiro ano
de vida. In: SILVA, S.M.C.S.; MURA, J.D.P. Tratado de alimentacéo, nutricdo e
dietoterapia. 2.ed. S&o Paulo: Roca, 2013. c.20, p.371-399.

ANDRADE, I. H. P.; CAMILLOTO, G. P.; CRUZ, R. S. Estudo prospectivo relativo a
nanoparticulas de amido. Brazilian Applied Science, Curitiba, v. 4, n. 2, p. 529-46,
mar./abr. 2020. DOI: 10.34115/basrv4n2-010. Disponivel em:
<https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BASR/article/view/8251>. Acesso
em: 09/11/2021.

ANDREAS, N.J.; KAMPMANN, B.; LE-DOARE, KM. Human breast milk: A review on
its composition and bioactivity. Early Human Development. v.91, n.11, p.629-635,
nov. 2015. https://doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2015.08.013. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378378215001772>. Acesso
em: 02/11/2022.

ANNAMALAI, J.; DUSHYANT C, K.; GUDIPATI, V. Oxidative Stability of
Microencapsulated Fish Oil during Refrigerated Storage. Journal of Food
Processing and Preservation, Medford, v. 39, n.6, p. 1944-1955, dec. 2015. DOI:
10.1111/jfpp.12433. Disponivel em:
<https://ifst.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jfpp.12433>. Acesso em:
02/11/2022.

ARSLANOGLU, S.; BOQUIEN, C.Y.; KING, C.; LAMIREAU, D.; TONETTO, P.;
BARNETT, D. et al. Fortification of Human Milk for Preterm Infants: Update and
Recommendations of the European Milk Bank Association (EMBA) Working Group
on Human Milk Fortification. Frontiers in Pediatrics. v.7, n.76, 2019. DOI:
10.3389/fped.2019.00076. ISSN=2296-2360. Disponivel em:
<https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fped.2019.00076>. Acesso em:
01/11/2022.

BAACK, M.L.; PUUMALA, S.E.; MESSIER, S.E.; PRITCHETT, D.K.; W.S. Daily
Enteral DHA Supplementation Alleviates Deficiency in Premature Infants. Lipids.
v.51, n.4, p.423-433, Apr. 2016. DOI: 10.1007/s11745-016-4130-4. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4818658/>. Acesso em: 01/11/2022.

BAKRY, A. M.; ABBAS, S.; ALI, B.; MAJEED, H.; ABOUELWAFA, M.Y.; MOUSA, A;;
LIANG, L. Microencapsulation of Oils: A Comprehensive Review of Benefits,
Techniques, and Applications. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety, Medford, v.15, n. 1, p. 143-182, jan. 2016. DOI: 10.1111/1541-
4337.12179. Disponivel em: <https://ift.onlinelibrary.wiley.com/do0i/10.1111/1541-
4337.12179>. Acesos em: 09/11/2021.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1745-4549
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1745-4549

57

BANSODE, S.S.; BANARJEE, S. K.; GAIKWAD, D. D.; JADHAV, S. L.; THORAT, R.
M. Microencapsulation: a review. International Journal of Pharmaceutical
Sciences Review and Research. v.1, n.2, p.38-43, March — April 2010; Article 008.
ISSN 0976 — 044X. Disponivel em:
<https://www.globalresearchonline.net/volumelissue2/Article%20008.pdf>. Acesso
em: 04/10/2022.

BASSO, R. Bioquimica e Metabolismo dos Lipidios. In: SILVA, S.M.C.S.; MURA,
J.D.P. Tratado de alimentacéao, nutricdo e dietoterapia. 2.ed. S&o Paulo: Roca,
2013. cap.3, p.55-74.

BERTON-CARABIN, C.C.; SAGIS, L.; SCHROEN, K. Formation, Structure, and
Functionality of Interfacial Layers in Food Emulsions. Annual Review of Food
Science and Technology. v.9, n.1, p. 551-587, 2018. DOI:
https://doi.org/10.1146/annurev-food-030117-012405.Disponivel em:
<https://www.annualreviews.org/doi/pdf/10.1146/annurev-food-030117-012405>.
Acesso em: 18/10/2022.

BERTON-CARABIN, C.; SCHROEN, K. Towards new food emulsions: designing the
interface and beyond. Current Opinion in Food Science. v.27, p.74-81, Jun. 2019.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.cofs.2019.06.006. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S221479931930013X>. Acesso
em: 18/10/2022.

BOQUIEN, C.Y. Human Milk: An Ideal Food for Nutrition of Preterm Newborn.
Frontiers in Pediatrics. v.6, n.295, p.1-9, 2018. DOI:10.3389/fped.2018.00295.
Disponivel em: <https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fped.2018.00295>.
Acesso em: 08/11/2022.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucao
RDC n° 171, de 4 de setembro de 2006. Dispde sobre o Regulamento Técnico para
o funcionamento de Bancos de Leite Humano. Brasilia, 2006. Disponivel em: <
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2006/res0171_04_09 2006.html>.
Acesso em: 09/11/2021.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Banco de
leite humano: funcionamento, prevencéao e controle de riscos. Brasilia: Anvisa, 2008.
160 p.

CALVO, P.; CASTANO, A.L.; LOZANO, M.; GONZALEZ-GOMEZ, D. Influence of the
microencapsulation on the quality parameters and shelf-life of extra-virgin olive oil
encapsulated in the presence of BHT and different capsule wall componentes. Food
Research International. v.45, n.1, p.256-261, Jan. 2012. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2011.10.036. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S096399691100617X>.
Acesso em: 05/10/2022.

CALVO, P.; CASTANO, A. L.; HERNANDEZ, M. T.; GONZALEZ-GOMEZ, D. Effects
of microcapsule constitution on the quality of microencapsulated walnut oil.
European Journal of Lipid Science and Technology, Medford, v.113, n.10, p.
1273-1280, jun. 2011. DOI: 10.1002/ejlt.201100039. Disponivel em:



58

<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ejlt.201100039>. Acesso em:
05/10/2022.

CARNEIRO, H.C.F.; TONON, R.V.; GROSSO, C.R.F.; HUBINGER, M.D.
Encapsulation efficiency and oxidative stability of flaxseed oil microencapsulated by
spray drying using different combinations of wall materials. Journal of Food
Engineering, v.115, n.4, p.443-451, 2013. DOI:
https://doi.org/10.1016/}.jfoodeng.2012.03.033. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412001756>. Acesso
em 18/11/2022.

CHARLES, A. L.; ABDILLAH, A. A.; SARASWATI, Y. R.; SRIDHAR, K;
BALDERAMOS, C.; MASITHAH, E. D.; ALAMSJAH, M. A. Characterization of freeze-
dried microencapsulation tuna fish oil with arrowroot starch and maltodextrin. Food
Hydrocolloids, Amsterdam, v. 112, p. 106281, mar. 2021. DOI:
doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.106281. Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0268005X20313643>. Acesso
em 13/10/2022.

CORREA-FILHO, L.C.; MOLDAO-MARTINS, M.; ALVES, V.D. Advances in the
Application of Microcapsules as Carriers of Functional Compounds for Food
Products. Applied Sciences, v.9, n.3, p.571, 2019. DOI:
https://doi.org/10.3390/app9030571. Disponivel em: < https://www.mdpi.com/2076-
3417/9/3/571/htm>. Acesso em 12/10/2022.

DAEL, P.V. Role of n-3 long-chain polyunsaturated fatty acids in human nutrition
and health: review of recent studies and recommendations. Nutr Res Pract. v.15,
n.2, p.137-159, apr. 2021. DOI: https://doi.org/10.4162/nrp.2021.15.2.137. Disponivel
em: <https://e-nrp.org/DOIX.php?id=10.4162/nrp.2021.15.2.137>. Acesso em
16/11/2021.

DUTTA, S.; SINGH, B.; CHESSELL, L.; WILSON, J.; JANES, M.; MCDONALD, K;
SHAHID, S.; GARDNER, V.A.; HJARTARSON, A.; PURCHA, M.; WATSON, J.;
BOER, C.; GAAL, B.; FUSCH, C. Guidelines for Feeding Very Low Birth Weight
Infants. Nutrients, Basel, v.7, n.1, p.423-442, jan. 2015. DOI:10.3390/nu7010423.
Disponivel em: < https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25580815/ >. Acesso em
09/10/2022.

FANG, M.T.; CHATZIXIROS, E.; GRUMMER-STRAWN, L.; ENGMANN, C.; ISRAEL-
BALLARD, K.; MANSEN, K.; O'CONNOR, D.L.; UNGER, S.; HERSON, M;
WEAVER, G.; BILLER-ANDORNO, N. Developing global guidance on human milk
banking. Bull World Health Organ. v.99, n.12, p.892-900, Dec. 2021. DOI:
10.2471/BLT.21.286943. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8640695/>. Acesso em: 09/11/2022.

FEFERBAUM, R.; FALCAO, M.C.; ZAMBERLAN, P. Uso das recomendacdes
nutricionais em recém-nascidos pré-termo. In: PHILIPPI, S.T.; AQUINO, R.C.
Recomendacdes nutricionais nos estagios de vida e nas doencas cronicas nao
transmissiveis. Barueri: Manole, 2017. 1.ed. [Série Sban]. cap.11, p.209-222.



59

GAO, C.; MILLER, J.; MIDDLETON, P.F.; HUANG, Y.C.; MCPHEE, A.J.; GIBSON,
R.A. Changes to breast milk fatty acid composition during storage, handling and
processing: A systematic review. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential
Fatty Acids. v.146, p.1-10, jul. 2019. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.plefa.2019.04.008. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952327819300146?via%3Dihub
>. Acesso em 16/11/2021.

GARWOLINSKA, D.; NAMIESNIK, J.; KOT-WASIK, A.; HEWELT-BELKA, W,
Chemistry of Human Breast Milk—A Comprehensive Review of the Composition and
Role of Milk Metabolites in Child Development. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. v.66, n.45, p.11881-11896, 2018. DOI: 10.1021/acs.jafc.8b04031.
Disponivel em: <https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.jafc.8b04031#>. Acesso
em: 02/11/2022.

GATES, A.; MARIN, T.; LEO, G.D.; STANSFIELD, B.K. Review of Preterm Human-
Milk Nutrient Composition. Nutrition in Clinical Practice, v.36, n.6, p.1163-1172,
2021. DOI: https://doi.org/10.1002/ncp.10570. Disponivel em:
<https://aspenjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ncp.10570>. Acesso
em 01/11/2022.

GEDDES, DT; GRIDNEVA, Z.; PERRELLA, SL; MITOULAS, LR; KENT, JC;
STINSON, LF; LEI, CT; SAKALIDIS, V.; TWIGGER, A.-J.; HARTMANN, P.E. 25
Years of Research in Human Lactation: From Discovery to Translation. Nutrients,
v.13, n.9, p.3071-3117, 2021. DOI: https://doi.org/10.3390/nu13093071. Disponivel
em: <https://www.mdpi.com/2072-6643/13/9/3071/htm>. Acesso em 03/11/2022.

GOULD, J.F.; COLOMBO, J.; COLLINS, C.T.; MAKRIDES, M.; HEWAWASAM, E.;
SMITHERS, L.G. Assessing whether early attention of very preterm infants can be
improved by an omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acid intervention: a follow-
up of a randomised controlled trial. BMJ Open. v.8, n.5, e020043, 2018. DOI:
10.1136/bmjopen-2017-020043. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5988071/>. Acesso em: 03/11/2022.

GRANCE, T. R. S.; SERAFIN, P. O.; THOMAZ, D. M. C.; PALHARES, D. B. Aditivo
homélogo para a alimentacdo do recém-nascido pré-termo de muito baixo peso.
Revista Paulista de Pediatria. Sdo Paulo, v. 33, n. 1, jan./mar. 2015. Disponivel
em:
<https://www.scielo.br/j/rpp/a/9HHMFsnMzLHX4PJ7v3ydjYK/?format=pdf&lang=pt>.
Acesso em: 29/12/2021.

HAIR, A.B.; FERGUSON, J.; GROGAN, C.; KIM, J.H.; TAYLOR, S.N. Human milk
fortification: the clinician and parent perspectives. Pediatr Res. v.88 (Suppl 1), p.25-
29, Aug. 2020. DOI: 10.1038/s41390-020-1076-2. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32855509/>. Acesso em: 29/12/2021.

HU, Y.T.; TING, Y.; HU, J.Y.; HSIEH, S.C. Techniques and methods to study
functional characteristics of emulsion systems. Journal of Food and Drug Analysis.
v.25, n.1, p.16-26, 2017. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jfda.2016.10.021.Disponivel
em: < https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1021949816301831>.
Acesso em 19/10/2022.



60

IRANPOUR, R.; KELISHADI,R.; BABAIE,S.; KHOSRAVI-DARANI, K; FARAJIAN, S.
Comparison of long chain polyunsaturated fatty acid content in human milk in
preterm and term deliveries and its correlation with mothers’ diet. Journal of
research in medical sciences, Mumbai, v.18, n.1, p. 1-5, jan. 2013. Disponivel em:
< https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/23901333/>. Acesso em 02/11/2022.

JIMENEZ-MARTIN, E.; GHARSALLAOUI, A.; PEREZ-PALACIOS, T.; CARRASCAL,
J.R.; ROJAS, T.A. Suitability of Using Monolayered and Multilayered Emulsions for
Microencapsulation of w-3 Fatty Acids by Spray Drying: Effect of Storage at Different
Temperatures. Food Bioprocess Technol. v.8, p.100-111, 2015. DOI:
https://doi.org/10.1007/s11947-014-1382-y. Disponivel em:
<https://link.springer.com/article/10.1007/s11947-014-1382-y>. Acesso em:
02/11/2022.

KANWAL, S.; REHMAN, MH-UR; HUSSAIN, A.; NADEEM, M.; ABBAS, F.; AKRAM,
M. et al. Development of chitosan based microencapsulated spray dried powder of
tuna fish oil: oil load impact and oxidative stability. Brazilian Journal of Biology.
Séo Carlos, v. 84, p. 1-8, oct. 2021. DOI: 10.1590/1519-6984.254010. Disponivel
em: < https://www.scielo.br/j/bjb/a/4AkN7qDzT8mD5NNwn6YbvccH/ >. Acesso em
02/11/2021.

KIM, J.H.; CHAN, C.S.; VAUCHER, Y.E.; STELLWAGEN, L.M. Challenges in the
practice of human milk nutrition in the neonatal intensive care unit. Early Human
Development. v.89, Sup.2, p.S35-S38, Oct. 2013. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2013.08.002. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378378213001916>. Acesso
em: 02/11/2021.

KIM, S.Y.; YI, D.Y. Components of human breast milk: from macronutrient to
microbiome and microRNA. Clin Exp Pediatr. v.63, n.8, p.301-309, Aug. 2020. DOI:
10.3345/cep.2020.00059. Disponivel em:
<https://bowww.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7402982/>. Acesso em:
08/11/2022.

KUS-YAMASHITA, M.M.M.; MANCINI-FILHO, J. Acidos graxos. 2. ed. S&o Paulo:
ILSI Brasil-International Life Sciences Institute do Brasil, 2017. v. 17. 40.p.

LI, X.; CAO, J.; BAI, X.; JIANG, Z.; SHEN, X. Optimization of Microencapsulation of
Human Milk Fat Substitute by Response Surface Methodology. J Oleo Sci. v.67, n.4,
p.407-417, Apr. 2018. DOI: 10.5650/jos.ess17226. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29526879/>. Acesso em 25/10/2022.

LIU, Q.; HUANG, H.; CHEN, H.; LIN, J.; WANG, Q. Food-Grade Nanoemulsions:
Preparation, Stability and Application in Encapsulation of Bioactive Compounds.
Molecules. v.24, n.23, p.4242-4279, nov. 2019. DOI: 10.3390/molecules24234242.
Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6930561/ >. Acesso
em 25/10/2022.

LUNA, M.S.; MARTIN, S.C.; GOMEZ-DE-ORGAZ, C.S. Human milk bank and
personalized nutrition in the NICU: a narrative review. Eur J Pediatr. v.180, p.1327—
1333, 2021.DOI: https://doi.org/10.1007/s00431-020-03887-y. Disponivel em: <



61

https://link.springer.com/article/10.1007/s00431-020-03887-y>. Acesso em:
09/11/2022.

MALATAINS, A.; JONES, O. G.; MCCLEMENTS, D. J. Structured biopolymerbased
delivery systems for encapsulation, protection, and release of lipophilic compounds.
Food Hydrocolloids, Oxford, v.25, n.8, p.1865-1880, dec. 2011.
DOI:10.1016/j.foodhyd.2011.04.014. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X11001263>. Acesso
em: 09/11/2022.

MENA, P.N. Acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPICL): seus efeitos
no recém-nascido pré-termo. In: PEREIRA et al. Nutricdo do recém-nascido pré-
termo. 1.ed. Rio de Janeiro: Medbook, 2008. cap.6, p.69-79.

MULLER, KTC. Avaliacao da suplementacao de 6leo de peixe (série w-3) ha
alimentacao de recém-nascidos pré-termo de muito-baixo-peso. Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul [tese], 2017. 95p.

PARKER, M.G.; STELLWAGEN, L.M.; NOBLE, L.; KIM, J.H.; POINDEXTER, B.B.;
PUOPOLO, K.M. Promoting Human Milk and Breastfeeding for the Very Low Birth
Weight Infant. Pediatrics. v.148, n.5, p. 2021054272, nov. 2021. DOI:
https://doi.org/10.1542/peds.2021-054272. Disponivel em:
<https://publications.aap.org/pediatrics/article/148/5/€e2021054272/181366/Promoting
-Human-Milk-and-Breastfeeding-for-the>. Acesso em 09/11/2022.

PELAEZ, N.; MORTIMER, F. Estudo da estabilidade de espuma com aplicacéo
gastrondmica elaborada a partir da Lecitina de Soja. Food Ingredients Brasil, n. 17,
p. 55-56, 2011. Disponivel em: <https://revista-
fi.com/upload_arquivos/201606/2016060118060001465309044.pdf>. Acesso em: 22
set. 2021

PEREIRA, L.J.B.; GARCIA-ROJAS, E.E. Emulsdes multiplas: formacéo e aplicacéo
em microencapsulamento de componentes bioativos. Ciéncia Rural [online]. 2015,
v. 45, n. 01, p. 155-162. DOI: https://doi.org/10.1590/0103-
8478cr20140315.Disponivel em: <https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20140315>.
Acesso em: 14/10/2022. ISSN 1678-4596.

PREMKUMAR, M.H.; MASSIEU, L.A.; ANDERSON, D.M.; GOKULAKRISHNAN, G.
Human Milk Supplements: Principles, Practices, and Current Controversies. Clinics
in Perinatology. v.47, n.2, p.355-368, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.clp.2020.02.001. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0095510820300130>. Acesso
em 15/10/2022.

PULIDO, A.; BERISTAIN, C. |. Encapsulacion de acido ascérbico mediante secado
por aspersion, utlizando quitosano como material de pared. Rev. Mex. Ing. Quim. v.
9, n. 2, p. 189-195, México, ago. 2010. ISSN 1665-2738. Disponivel em:
<http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1665-
27382010000200007&Ing=es&nrm=iso>. Acesso em: 22/09/2021.

RAYYAN, M; ROMMEL, N; ALLEGAERT, K. The Fate of Fat: Pre-Exposure Fat
Losses during Nasogastric Tube Feeding in Preterm Newborns. Nutrients, Basel,



62

V.7, n.8, p. 6213-6223. jul. 2015. DOI: 10.3390/nu7085279. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4555118/>. Acesso em: 11/11/2022.

RENDON, G.M.; BAEZ-GONZALEZ, J.; ALANIS, G.; REGALADO, A.; GALINDO, S.;
VERNON-CARTER, E.J. Eficiencia de encapsulacién del aceite de linaza utilizando
goma de Mezquite y quitosano como materiales de pared. In: Congreso Nacional
de Cienciay Tecnologia de Alimentos, 12., may. 2010, Guanajuato, Gto. Anais
[...]. Guanajuato, 2010. Disponivel em: <https://www.academia.edu/25244344>.
Acesso em: 22/09/2021.

ROBINSON, D.T.; CAPLAN. M.; CARLSON, S.E.; YODER, R.; MURTHY, K,;
FROST, B. Early docosahexaenoic and arachidonic acid supplementation in
extremely-low-birth-weight infants. Pediatr Res. v.80, p.505-510, 2016. DOI:
https://doi.org/10.1038/pr.2016.118. Disponivel em:
<https://www.nature.com/articles/pr2016118>. Acesso em: 12/10/2022.

SANTORO, K.; MARTIN, C.R. Lipids and Long Chain Polyunsaturated Fatty Acids in
Preterm Infants. Clin Perinatol. v.49, p.381-391, 2022. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.clp.2022.02.007. Disponivel em:
<https://www.perinatology.theclinics.com/article/S0095-5108(22)00021-
5/fulltext#articleInformation>. Acesso em: 05/01/2023.

SHARMA, R.; BORAH, A. Prospect of microcapsules as a delivery system in food
technology: A review. The Pharma Innovation Journal. v.10, n.5, p.182-191, 2021.
DOI: https://doi.org/10.22271/tpi.2021.v10.i5¢.6195. Disponivel em: <
https://www.thepharmajournal.com/archives/2021/vol10issue5/PartC/10-4-160-
839.pdf>. Acesso em 12/10/2022.

SILVA, P.T.; FRIES, L.L.M.; MENEZES, C.R.; HOLKEM, A.T.; SCHWAN, C.L.;
WIGMANN, E.F. et al. Microencapsulation: concepts, mechanisms, methods and
some applications in food technology. Ciéncia Rural [online]. v. 44, n. 7, p. 1304-
1311, 2014. DOI: https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20130971. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20130971>. Acesso em 05/10/2022.

SUAVE, J.; DALL’AGNOL, E. C.; PEZZIN, A. P. T.; SILVA, D. A. K.; MEIER, M. M.;
SOLDI, V. Microencapsulacao: Inovacdo em diferentes areas. Health and
Environment Journal. v. 7, n. 2, p. 12-20, 2006. Disponivel em: <
https://docplayer.com.br/71409126-Microencapsulacao-inovacao-em-diferentes-
areas.html>. Acesso em 10/10/2022.

TAN, C.; MCCLEMENTS, D.J. Application of Advanced Emulsion Technology in the
Food Industry: A Review and Critical Evaluation. Foods. v.10, n.4. p. 812-837, 2021.
DOI: https://doi.org/10.3390/foods10040812. Disponivel em:
<https://www.mdpi.com/2304-8158/10/4/812/htm>. Acesso em 13/10/2022.

TAYLOR, S.N. Solely human milk diets for preterm infants. Seminars in
Perinatology. v.43, n.7, p.151158, nov. 2019. DOI:
https://doi.org/10.1053/j.semperi.2019.06.006. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146000519300849>. Acesso
em 13/10/2022.

THOMAZ, D. M. C.; SERAFIM, P. O.; PALHARES, D. B.; MELNIKOV, P.;
VENHOFEN, L.; VARGAS, M. O. F. Comparacéo entre suplementos homologos do



63

leite humano e um suplemento comercial para recém-nascidos de muito baixo peso.
J Pedriat., v. 88, n. 2, p. 119-124, 2012. DOI: https://doi.org/10.2223/JPED.2166.
Disponivel em: < https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-623456 >. Acesso
em 13/10/2022.

WENDEL, K.; PFEIFFER, H.C.V.; FUGELSETH, D.M.; NESTAAS, E.; DOMELLOF,
M.; SKALHEGG, B.S. et al. Effects of nutrition therapy on growth, inflammation and
metabolism in immature infants: a study protocol of a double-blind randomized
controlled trial (ImMNuT). BMC Pediatr. v.21, n.19, 2021. DOI:
https://doi.org/10.1186/s12887-020-02425-x. Disponivel em:
<https://bmcpediatr.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12887-020-02425-x>.
Acesso em: 16/11/2022.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO recommendations on newborn health:
guidelines approved by the WHO Guidelines Review Committee. Geneva: World
Health Organization, 2017.

YUE, H.; QIU, B.; JIA, M.; LIU, J.; WANG, J.; HUANG, F.; XU, T. Development and
optimization of spray-dried functional oil microcapsules: oxidation stability and
release kinetics. Food Science & Nutrition, [s.l.], v. 8, n. 9, p. 4730-738, sep. 2020.
DOI: 10.1002/fsn3.1684. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.1684>. Acesso em 02/11/2022.

ZHU J.; LI, X.; LIU, L.; LI, Y.; QI, B.; JIANG, L. Preparation of spray-dried soybean oll
body microcapsules using maltodextrin: eff ects of dextrose equivalence. LWT —
Food Science and Technology, Amsterdam, v. 154, [s.p.], jan. 2022. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2021.112874. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643821020272>. Acesso
em: 27 dez. 2021.

ZIMMERMANN, P.; CURTIS, N. Breast milk microbiota: A review of the factors that
influence composition. Journal of Infection. v.81, n.1, p.17-47, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1016/}.jinf.2020.01.023. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163445320300633>. Acesso
em 02/11/2022.



APENDICE 1

64

Tabela 7: Exemplos de analises e técnicas aplicadas no processo de microencapsulacéo de 6leos conforme literatura cientifica.
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de anisidina; teor de
tocoferol

Fonte: autoria prépria (2023).
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VARGAS; Durval Batista PALHARES

Resumo: Leite humano é o alimento de escolha para prematuros de baixo peso, mas seu
processamento e administracdo ocasiona perdas nutricionais. Estudos vém propondo
aditivos do leite humano, e o desafio é buscar técnicas para uma eficaz suplementacdo
de lipideos, com énfase no 6mega-3, devido a sua importancia no desenvolvimento
neuroldgico e integridade celular. O objetivo foi desenvolver e testar emulsées contendo
6leo fonte de Gmega-3 para fabricagdo de microcapsulas para adigdo em leite humano. O
estudo experimental utilizou 6leo de peixe, lecitina de soja como emulsificante e amido e
maltodextrina como materiais de parede com posterior liofilizagdo para produgédo de pds
das microcapsulas. As analises da estabilidade e das caracteristicas do produto apresentaram
resultados positivos, sendo alternativa vidvel de adi¢do de lipideos ao leite humano. Futuras
analises permitirdo o estudo do comportamento do produto acrescido ao leite humano
e subsidiardo pesquisas sobre aditivos ao leite humano para criangas em vulnerabilidade.

Palavras-chave: prematuridade neonatal; cdpsulas; nutri¢do do lactente; baixo peso ao
nascer; tecnologia de alimentos.

Abstract: Human milk is the food of choice for low birth weight preterms, but its processing
and administration lead to nutritional losses. Studies have been proposing human milk
additives, and the challenge is to seek techniques for effective lipid supplementation,
with emphasis on omega-3, due to its importance in neurological development and cell
integrity. The objective was to develop and test emulsions containing omega-3 source
oil to microcapsules manufacture for addition to human milk. The experimental study
used fish oil, soy lecithin as emulsifier, and starch and maltodextrin as wall materials with
subsequent lyophilization for the production of powders from the microcapsules. The
stability and characteristics analyzes of the product showed positive results, being a viable
alternative for the addition of lipids to human milk. Future analyzes will allow the study of
the behavior of the product added to human milk and will subsidize research on human
milk additives for vulnerable children.

Keywords: neonatal prematurity; capsules; nursling nutrition; low birth weight; food
technology.

Resumen: La leche materna es el alimento de eleccién para prematuros de bajo peso,
pero su procesamiento y administracién provocan pérdidas nutricionales. Estudios
vienen proponiendo aditivos para la leche materna, y el desafio es buscar técnicas para la
suplementacion lipidica eficaz, con énfasis en el omega-3, debido a su importancia en el
desarrollo neuroldgico e integridad celular. El objetivo era desarrollar y probar emulsiones
que contienen omega-3 para la fabricacién de microcépsulas para adicién a la leche materna.
El estudio experimental utilizo aceite de pescado, lecitina de soja como emulsionante
y almidén y maltodextrina como materiales de pared con posterior liofilizacion para la
produccion de las microcapsulas. Los analisis de estabilidad y caracteristicas del producto
arrojaron resultados positivos, siendo alternativa viable para la adicion de lipidos a la leche
materna. Los analisis futuros permitiran estudiar el comportamiento del producto agregado
a la leche materna y subsidiaran la investigacion sobre aditivos para nifios vulnerables.

Palabras clave: recién nacido prematuro; cépsulas; nutricién del lactante; recién nacido
de bajo peso; tecnologia de alimentos.
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Estabilidade de emulsdes lipidicas ricas em 6mega-3 para preparo de microcdpsulas para aditivo
de leite humano para recém-nascidos prematuros

1 INTRODUCAO

Estima-se que mais de 20 milhdes de criangas nasgam com baixo peso
acadaanoe que esta condicdo esteja relacionada ao parto prematuro, ague-
le que ocorre antes de 37 semanas completas de gestacdo e acomete cerca
de 340 mil neonatos por ano no Brasil. Tais situagcées colocam os lactentes
em maior risco de atraso ou prejuizos no crescimento e desenvolvimento,
maior propensdo a doencas infecciosas e até mesmo risco de morte durante
ainfancia. Desta forma, aimplementacdo de cuidados apropriados, incluindo
a alimentacdo, pode reduzir substancialmente a morbimortalidade neste
grupo altamente vulnerével.

A Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que esses lac-
tentes, incluindo aqueles com muito baixo peso ao nascer (<1500 g), sejam
alimentados preferencialmente com o préprio leite materno. Diante da
impossibilidade, recomenda-se que sejam alimentados com leite humano
proveniente de bancos de leite.

Os bancos de leite humano desempenham um papel fundamental na
captacdo, no manejo e nadistribuicao do leite humano. Contudo, os proce-
dimentos necessarios realizados durante o processamento até a distribuicdao
do leite humano pasteurizado as criangas ndo sdo isentos de perdas.

Embora estudos venham sendo desenvolvidos visando propor aditi-
vos do leite humano, como é o caso do suplemento comercial FM85®, de
suplementos homdlogos ao leite humano e da adigdo de 4cidos graxos da
série dmega-3 diretamente ao leite humano, a técnica da nutricdo enteral e
os dispositivos utilizados na administragdo estdo relacionados a uma dimi-
nuicdo do contetdo final de lipideos, devido a interagdo quimica e adesdo
a0 equipo e a sonda nasogastrica e aos processos de oxidagdo.

O desafio agora é buscar técnicas que permitam uma eficaz suple-
mentacdo de lipideos, com énfase nos dcidos graxos poli-insaturados (AGPI),
em especial nos componentes da série 6mega-3, devido a sua importancia
no desenvolvimento neuroldgico e na integridade celular dessas criangas.

Neste sentido, surgem como alternativa os processos de encapsulagao
de lipideos, visando melhorar sua estabilidade em solucdo e biodisponibilida-
de. Amicroencapsulacdo de 6leos ricos em 6mega-3 apresenta-se como uma
alternativa para aumentar sua estabilidade fisico-quimica, principalmente
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a fim de evitar reagGes de oxidacdo, bem como facilitar sua incorporacdo
em diversos tipos de prepara¢des alimentares e, ainda, com potencial para
melhorar a biodisponibilidade.

Assim, surge a presente proposta com o objetivo de desenvolver e
testar emulsdes lipidicas contendo éleo de peixe, fonte de acidos graxos
poli-insaturados 6mega-3, para fabricagdo de microcapsulas para adigdo
em leite humano a ser utilizado, posteriormente, na alimentagdo de recém-
-nascidos prematuros.

Espera-se, com a presente proposta, fornecer uma metodologia vidvel,
de baixo custo e exequivel para enriquecimento do leite humano com lipi-
deos, dando énfase nos acidos graxos 6mega-3, de modo a garantir biodis-
ponibilidade e reduzindo perdas mediante processo de microencapsulagdo.

2 METODOLOGIA

Trata-se de estudo experimental para fabrica¢do de microcdpsulas con-
tendo fonte de dcidos graxos 6mega-3 sob a forma de dleo. Anteriormente
a execucdo das preparacées das microcapsulas, foram estimadas as neces-
sidades energéticas, tendo como base um neonato de 1,5 kg e a demanda
energética média de 75 kcal/kg/dia, totalizando 112,5 kcal/dia, contemplan-
do de 1,5a 5,25 g/dia de lipideos (1,0 a 3,5 g/kg/dia), dos quais 10% sob a
forma de acidos graxos poli-insaturados. Consideraram-se ainda as Dietary
reference intakes (DRIs) para o dmega-3, prevendo-se 0,5 g/dia (AMANCIO;
FISBERG; MARCHIONI, 2013), e que o suplemento de éleo de peixe em capsu-
las adquirido no comércio local fornecia 540 mg de 4cido eicosapentaenoico
(EPA) e 360 mg de 4cido docosahexaenoico (DHA), na porgdo de 4,2 g (3
cdpsulas), ou seja, 0,12 g de EPA e 0,086 g de DHA por grama de produto.

O preparado das emuls&es, base das microcdpsulas, envolveu a in-
corporagdo de 6leo de peixe em lecitina de soja como emulsificante para
aumento do perfil hidrofilico do 6leo, e do amido e da maltodextrina como
material de parede. Apds a obtencdo da solugdo final, foram realizados
estudos sobre a estabilidade das emulsdes contendo &cidos graxos dme-
ga-3 e das caracteristicas das microcdpsulas formadas. A metodologia foi
adaptada de Jiménez-Martin et al. (2015), e cada etapa do preparo dos pds
sera descrita a seguir:
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3 FASE I: PREPARACAO DAS EMULSOES CONTENDO ACIDOS
GRAXOS OMEGA-3

2.1 Emulsdes Primarias

As emulsdes foram preparadas no Laboratério de Desenvolvimento
Tecnoldgico e Inovacgdo (LDTI) da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS). Conforme mencionado anteriormente, a fonte lipidica foi emul-
sionada em lecitina na propor¢do de 3:1 p/v por agitacdo magnética. Em
seguida, adicionada a solugdo de 4cido acético a 1%, no volume de 100 vezes
ovolume do éleo de peixe; entdo, homogeneizada a 18.000 rpm por 10 minu-
tos, utilizando-se um homogeneizador/triturador Turratec’ TE-102 conforme
Figura 1, formando a primeira camada denominada monocamada (MO).

Figura 1 — Aparelho homogeneizador/triturador e processo de
homogeneizacdo de 6leo de peixe rico em émega-3 com lecitina de soja
como emulsificante na presenca de acido acéticoa 1%

Fonte:Autoria prépria.
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2.2 Emulsdes Secundarias (Mu):

A partir das emulsdes primarias, foram preparados dois tipos de
emulsdes secundarias segundo a concentracdo do revestimento de amido,
identificadas como emulsdes multicamadas (Mul e Mu2) nas concentragdes
de 0,5% e 1% (m/m), em solu¢do de acido acético a 1% (Figura 2).

Figura 2 — Preparo das emuls@es multicamadas com diferentes
concentragdes de amido

MO

1

Mul | Mu2

Mo: Emulsdes Monocamadas; Mul — Emulsdo Multicamada com 0,5% de
amido; Mu2 — Emulsdo Multicamada com 1,0% de amido.

Fonte: Autoria propria.

2.3 Emulsoes de Alimentacao (EA):

Em separado, ao contetido da Mul e da Muz2 foi adicionada a solucdo
de maltodextrina a 30% p/p, diluida em &cido acético 1% (Figura 3).

180 Multitemas, Campo Grande, MS, v. 27 n. 66, p. 175-196, maio/ago. 2022

77



Estabilidade de emulsdes lipidicas ricas em 6mega-3 para preparo de microcdpsulas para aditivo
de leite humano para recém-nascidos prematuros

Figura 3 — Representacdo da etapa sequencial do
preparo da emulsdo de alimentagdo com maltodextrina
como material de parede

MO — Emulsdo Monocamada; Mu — Emulsées Multicamadas;
EA — Emulsdes de Alimentagao.
Fonte: Autoria propria.

2.4 Caracterizacao e avaliacao da estabilidade das emulsoes:

Imediatamente apds a producdo, as emulsdes foram mantidas sob
agitagdo suave para manter a homogeneidade, e, em seguida, uma gota de
amostra foi coletada com uma pipeta Pasteur, colocada em uma lamina de
microscépio e coberta por uma laminula. As [aminas foram preparadas em
triplicata para cada solucdo, nas diferentes concentra¢des de amido (0,5%
e 1,0%), e observadas em microscopio 6ptico para a avaliagdo das microes-
truturas e emulsées reconstituidas por meio de uma objetiva de imersao em
6leo 10x 100. Asimagens foram capturadas utilizando-se uma camera digital.

Posteriormente, asimagens foram analisadas utilizando-se o software
livre Imagel)® para estudo da morfologia e quantificacdo da area das mi-
crocapsulas. As andlises das médias obtidas nas diferentes concentracdes
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foram submetidas a andlise de variancia— ANOVA e pds-teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5% utilizando o software RStudio.

Utilizando um medidor de pH de bancada (Hanna Instrumentos” mod.
pH21) (Figura 4), foi realizada a verificagdo do pH nas triplicatas de cada
emulsdo preparada logo apds a producdo e passados 15 dias em armaze-
namento em temperatura ambiente.

Figura 4: Medidor de pH de bancada (Hanna
Instrumentos® mod. pH 21)

Fonte: Autoria propria.

Para teste da estabilidade das emulsdes nas diferentes concentracées
de amido, um volume fixo de 20 ml foi transferido para provetas graduadas
de vidro, devidamente seladas e armazenadas por 15 dias em temperatura
ambiente.
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As emulsdes armazenadas foram avaliadas quanto a separacdo de
fases do dia 1 até o décimo quinto dia. A estabilidade foi medida em fungdo
da porcentagem de separacdo e expressa segundo o indice de cremeagdo
descrito pelaequacdo: IC (%) = (H/HO) x 100, em que: HO representa a altura
inicial da fase inferior e H representa a altura inicial da fase superior apds
24 horas (CARNEIRO et al., 2013).

3 FASE 11: PREPARACAO DE POS DE MICROCAPSULAS CONTENDO
OLEO DE PEIXE RICO EM OMEGA-3

As emulsdes foram separadas em volumes fixos, acomodadas em
tubos Falcon com capacidade de 50 ml e armazenadas em ultrafreezer
a — 80°C. Posteriormente, foram submetidas a secagem por liofilizagdo
em parceria com o Laboratério de Purificagdo de Proteinas e suas Func¢des
Bioldgicas (LPPFB) da UFMS, utilizando-se o aparelho Vacuum Pump RZ 2.5
(VACUUBRAND®) para producdo dos pds.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dada a prevaléncia de prematuridade e baixo peso ao nascer
(CARVALHO et al., 2021) e a necessidade frequente de oferta de leite
humano oriundo de bancos, varios estudos vém sendo desenvolvidos
visando propor aditivos do leite humano, como é o caso do suplemento
comercial FM85°, de suplementos homdlogos ao leite humano e adicdo
de acidos graxos da série dmega-3 (PALHARES et al., 2012; THOMAZ et al.,
2012; GRANCE et al., 2015; MULLER, 2017); contudo, a técnica da nutrigcao
enteral e os dispositivos utilizados na administracdo estdo relacionados a
uma diminuicdo do contetdo final de lipideos, devido a interacao quimica
e adesdo ao equipo e a sonda nasogastrica e aos processos de oxidacao
(RAYYAN; ROMMEL; ALLEGAERT, 2015; MULLER, 2017).

Neste sentido, recentemente, as aten¢bes tém sido voltadas para
o desenvolvimento de substitutos lipidicos para o leite materno, a fim de
garantir e melhorar a saude infantil. Estes substitutos da gordura do leite
humano podem ser feitos de varias fontes, e os experimentos tém utiliza-
do dleo de soja, 6leo de palma, éleo de canola e outros dleos bésicos. No
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entanto, os substitutos de lipideos sdo, na verdade, derivados de éleos e,
portanto, sujeitos a oxidagdo, a baixa palatabilidade, a dificuldade de se
armazenar e transportar; portanto, sua preparagdo deve ser idealmente
entregue na forma microencapsulada (LI et al., 2018).

Os lipideos sdo quimicamente instaveis e suscetiveis a deterioragdo
oxidativa e perda de compostos voldteis, especialmente quando expostos
a oxigénio, luz e umidade, o que acaba por afetar a qualidade de produtos
fortificados com 6leos, exercendo um efeito negativo na estabilidade de
prateleira, nas propriedades sensoriais e na aceitabilidade geral dos produtos
desenvolvidos. Assim, para desenvolver produtos contendo 6leos marinhos,
vegetais ou essenciais, a tecnologia de microencapsulagdo pode ser uma
opgdo vidvel para manter suas caracteristicas bioldgicas e funcionais (BAKRY
etal, 2016).

A tecnologia da microencapsulagdo é um processo em que minuscu-
las esferas de materiais bioativos, como os lipidios, sdo rodeadas por um
revestimento ou parede de filme soldvel para formar microcapsulas (LI et
al., 2018). Pode ser utilizado para envolver substancia sdlida, liquida ou
gasosa em uma capsula selada muito pequena — microcdpsula. O material
do nucleo é gradualmente difundido por meio das paredes da capsula,
oferecendo propriedades de liberacdo controlada sob as condi¢des dese-
jadas, o que faz com que a tecnologia de microencapsulac¢do seja utilizada
com componentes bioativos, melhorando suas propriedades de manuseio
(BAKRY et al., 2016).

A selecdo do material de revestimento para microencapsulagdo é
uma etapa crucial. Polissacarideos, proteinas e lipideos sdio comumente
usados na formacdo de camadas ao redor de 6leos ricos em acidos graxos
poli-insaturados (KANWAL et al., 2021), como é o caso do oleo de peixe,
fonte de 6mega-3, escolhido no presente trabalho.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura sobre microen-
capsulacdo de dleos ricos em acidos graxos poli-insaturados usa éleo de
peixe como material ativo (CARNEIRO et al., 2013). A escolha do ¢éleo de
peixe, no presente estudo, justifica-se pelo fato de ele ser fonte de dcidos
graxos essenciais, incluindo o 6mega-3, cujos beneficios a satide estdo
bem documentados na literatura. Eles desempenham um possivel papel
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no desenvolvimento fetal, na primeira infancia e na melhora da cognicao;
tém efeitos anti-inflamatorios e fornecem protecdo contra varios canceres;
tém funcdo estrutural no tecido sensorial e da retina vascular, dentre outros.
Porém, os principais obstdculos associados a incorporagdo de 6leo de peixe
em produtos alimenticios sdo ainsolubilidade na dgua, a suscetibilidade dos
acidos graxos poli-insaturados a deterioragdo oxidativa e o desenvolvimento
de odor e sabor ran¢osos indesejaveis. Assim, a utilizacdo de dleo de peixe
em sistemas alimentares aquosos pode ser melhorada usando tecnologia
de encapsulamento, objeto do presente trabalho (BAKRY et al., 2016).

A microencapsulagdo de lipidios requer uma base aquosa como mate-
rial de parede, e, como os lipidios e a dgua sdo imisciveis, um emulsificante
apropriado precisa ser adicionado para que a fase lipidica possa ser distri-
buida de maneira estdvel e uniforme no filme aquoso. A lecitina de soja é
um emulsificante amplamente utilizado, com efeito notavel, e foi o agente
emulsificante de escolha no presente estudo, assim como na pesquisa de Li
et al. (2018), a qual mostrou outros 6leos para teste, além do 6leo de peixe.
Porém, outras substancias podem ser empregadas como agente emulsifi-
cante, a depender do interesse e da aplicabilidade do produto.

As emulsdes sdo utilizadas em uma ampla variedade de produtos
alimenticios e farmacéuticos, e a tecnologia de emulsificacdo é uma etapa
fundamental na microencapsulacdo de dleos. Geralmente, sdo preparadas
utilizando-se um dispositivo mecanico conhecido como homogeneizador
(misturador de alto cisalhamento, homogeneizador de alta pressdo, moi-
nho coloidal, sonicador ou homogeneizador de membrana) (BAKRY et al.,
2016). No presente estudo, foi utilizado um homogeneizador/triturador
Turratec” TE-102 a 18.000 rpm por 10 min. Li et al. (2018) utilizaram uma
rotacdo de 4.000 rpm/min. em alta velocidade, durante 3 min. J& Carneiro
et al. (2013) utilizaram um homogeneizador Ultra-Turrax MA-102 operando
a 18.000 rpm, por 5 min.

A emulsdo éleo-dgua consiste em pequenas goticulas de dleo disper-
sas em um meio aquoso, com as goticulas de éleo sendo envolvidas por
uma fina camada interfacial, consistindo de moléculas de emulsificante.
As vantagens desses sistemas sdo relativa facilidade de preparacdo e baixo
custo, mas tém as desvantagens de instabilidade fisica quando expostos a
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aquecimento, resfriamento, congelamento, secagem, pH extremos e altas
concentragbes de minerais. Neste sentido, a eficiéncia da microencapsulagdo
pode ser ampliada com o aumento da concentragdo de sélidos (materiais
da parede) na solugdo, o que pode estar relacionado a formagdo de uma
casca ao redor do material do nucleo. Dependendo do material do ntcleo
e das caracteristicas desejadas no produto final, os materiais da parede
podem ser selecionados a partir de uma ampla variedade de polimeros
naturais (por exemplo, amido e celulose) e sintéticos (por exemplo, nailon,
polietileno e poliéster) (BAKRY et al., 2016). No presente estudo, optou-se
por amido e maltodextrina como materiais de parede.

O amido é um tipo de carboidrato constituido por duas fracdes po-
lissacaridicas distintas, a amilose, fracdo linear, e a amilopectina, fracdo
ramificada. Esse polimero de carboidratos é abundante na natureza, apre-
senta baixo custo, é biocompativel, biodegradavel, atdxico e é naturalmente
renovavel, além de apresentar propriedades fisicas como a capacidade de
reter varios materiais sensiveis, como compostos organolépticos, o que
justifica 0 aumento do interesse em seu uso nos Ultimos anos, na industria
e tecnologia de alimentos, industria farmacéutica e de nanotecnologia
(ANDRADE; CAMILLOTO; CRUZ, 2020), assim como sua escolha como ma-
terial de parede no presente estudo.

Charles et al. (2021) optaram por utilizar combinac&es de proteina de
soro de leite como material de parede, com amido de araruta e maltodex-
trina para encapsular 6leo de atum, e observaram melhora da vida util e
estabilidade oxidativa, justificando sua utilizagdo como material de parede,
assim como o uso e a aplicacdo na fortificagdo de alimentos.

No estudo de Yue et al. (2020) que tinha por objetivo otimizar o
método de microencapsulacdo de um dleo funcional utilizando-se amido
de milho com alto teor de amilose (high amylose corn starch — HACS), os
autores evidenciaram que a estabilidade das microcdpsulas aumentava
quando este tipo de amido era usado como material de parede e que sua
adicdo ndo afetou a uniformidade e a morfologia da superficie das particu-
las. Os autores referem que o processo de encapsulagdo ndo sé melhorou a
estabilidade oxidativa dos 6leos, mas também aumentou o valor nutricional
das microcadpsulas e que estas, ao utilizarem este amido como material
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de parede, eram altamente aconselhdveis para controlar a condi¢cdo de
pacientes diabéticos.

Outros materiais de parede sdo referidos na literatura cientifica. A
gelatina é um biopolimero frequentemente utilizado na industria alimen-
ticia e tem papel importante na microencapsulacdo de 6mega-3, uma vez
que possui propriedades adequadas para o uso em varias técnicas de en-
capsulamento, como secagem por pulverizacdo e coacerva¢do complexa
(COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). A quitosana também costuma
ser mencionada nos estudos cientificos de encapsulacdo de dleos. Esse
polissacarideo derivado da quitina é amplamente aplicado na industria
de alimentos para microencapsulacdo, devido a sua natureza comestivel,
biodegradabilidade, ndo toxica, barata, antioxidante e antimicrobiana. E
um agente espessante que atribui alta viscosidade, além de ser um bom
agente encapsulante, ocasionando baixos valores de separacdo de fases
(KANWAL et al., 2021).

Porém, a quitosana ndo é eficiente em produzir emulsdo estavel
quando esta sozinha, e este problema é solucionado quando este polimero
é misturado em concentracdes adequadas, por exemplo, a maltodextrina
(COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). A maltodextrina é um amido hidro-
lisado comumente usado como material de parede na microencapsulagdo
de ingredientes alimenticios (LI et al., 2018). Esse polissacarideo neutro
oferece vantagens como custo relativamente baixo, aroma e sabor neutros,
baixa viscosidade em altas concentrag@es de sélidos e boa prote¢do contra
oxidacdo (CARNEIRO et al., 2013; Ll et al., 2018).

Os carboidratos, como é o caso da maltodextrina e do amido, sdo os
materiais de parede mais amplamente usados na industria de alimentos
para proteger os materiais do nucleo da oxidagdo, interagdo quimica e
volatilizagdo, bem como para maximizar a eficiéncia de encapsulamento,
conforme foi evidenciado no trabalho de Zhu et al. (2021).

Os critérios para selecionar um material de parede devem basear-se,
principalmente, em suas propriedades fisico-quimicas, dentre as quais a
solubilidade e as propriedades de emulsificacdo. Além disso, o custo tam-
bém deve ser considerado. A selecdo de materiais de parede para micro-
encapsulacdo pode envolver procedimentos de tentativa e erro até que as
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microcapsulas sejam formadas. As capsulas devem ser entdo submetidas
a varias avaliagGes, por exemplo, eficiéncia de encapsulagdo, tamanho de
particula, estabilidade sob diferentes condigdes de armazenamento, grau de
protecdo fornecido ao material do nticleo e morfologia das microcapsulas
por microscopia de varredura, dentre outros (BAKRY et al., 2016).

Outro ponto de andlise é o rendimento das emulsdes e dos pds das
microcapsulas apés secagem. O rendimento total das emulsGes nas dife-
rentes concentragdes do presente estudo (0,5% de amido e 1,0% de amido)
foi, respectivamente, de 572,5 ml e 565,0 ml em ambas, com 2,57 g de
EPAe 1,71 g de DHA, porém com um total de sélidos de 90 g (0,15 g/ml ou
15%) e 94 g (0,17 g/ml ou 17%), respectivamente. No trabalho de Carneiro
e colaboradores (2013), a concentragdo total de sélidos (material da parede
+ Oleo) foi fixada em 30%.

O tamanho e a forma das microcapsulas dependem dos materiais da
parede e dos métodos em seu preparo. As técnicas de microencapsulacdo
comumente usadas sdo emulsificacdo, secagem por pulverizagdao, homo-
geneizacdo de alta pressdo, liofilizacdo, sistema de eletrospray coaxial,
secagem por congelamento, coacervagdo, polimerizagdo in situ, extrusdo,
revestimento em leito fluidizado e tecnologia de fluido supercritico (BAKRY
et al., 2016; COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). No presente estudo,
adotou-se a técnica de emulsificagdo, seguida de liofilizagdo, para obtenc¢do
das microcapsulas.

Para caracterizagcdo das emulsdes e avaliacdo da sua estabilidade,
foram utilizados critérios como observagdes microscépicas, andlise de pH e
observagdo da separagdo de fases comumente empregadas para emulsdes,
o indice de creme ou cremeacdo (CARNEIRO et al.,, 2013).

Para a microscopia, as laminas foram preparadas em triplicata para
cada solugdo nas diferentes concentracdes de amido (0,5% e 1,0%) (Figura
5). As imagens obtidas foram, entdo, convertidas de pixel para dpi (inc),
utilizando a conversdo interna do software para quantificar a drea de cada
goticula formada expressa em pum, para compara¢do aos padrées da lite-
ratura e validagdo estatistica. O tamanho das particulas que serviram de
base no calculo das médias das areas das microcdpsulas estd demonstrado
na Figura 5.
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Figura 5 — Observa¢des microscopicas com auxilio de objetiva de imersdo
em d6leo x 100 de emulsGes com diferentes concentracdes de amido (0,5%
e 1,0%)

Fonte: Autoria propria.

A comparagdo dos dois produtos obtidos a partir das emulsdes identi-
ficadas como 0,5% e 1% esta representada no grafico de boxplot, em que é
possivel verificar que a concentracdo a 1% apresentou menor variagdo entre
seus dados, ainda que conte com pontos de variacdo mais evidentes de mi-
nimos e maximos. Sua distribuicdo quartil foi mais homogénea, e o desvio se
manteve muito proximo da mediana e com valor médio de 16,61+4,64 um,
sendo a diferenca significativa (p value 0,67) e nivel de confianca de 95%.
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Figura 6: Boxplot relacionado a drea média das particulas nas concentracées
a0,5% e 1,0 % de amido
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Fonte: Autoria propria.

Carneiro et al. (2013) obtiveram em seu estudo emulsdes com dia-
metro de goticula variando de 0,6 um a 26 um. Os autores utilizaram éleo
de linhaga e observaram que o uso de diferentes materiais de parede teve
influéncia significativa no tamanho das gotas das emulsdes. Os autores
discutem que a emulsdo preparada a partir da mistura maltodextrina e
goma arabica apresentou as menores goticulas e que este resultado pode
estar relacionado a maior viscosidade apresentada pela emulsdo, o que
implica maior resisténcia ao movimento das gotas, evitando coalescéncia
e resultando em diametros menores.

Os valores encontrados neste trabalho variaram entre 9,05 um e 26,6
um, para a emulsdo a 0,5%, e de 8,4 um a 22,3 um, para a emulsdo a 1%.
Também atendem aos padrdes estabelecidos para o didmetro das goticu-
las de emulsdo em sistemas alimentares, que variam de 0,1 um a 100 um,
segundo Bakry et al. (2016), e para as microcapsulas obtidas por Zhu et al.
(2021), que variaram de 16,16 pum a 48,43 um em tamanho.

Outro ponto de andlise importante na avaliagdo da estabilidade das
emulsGes foi a medicdo de pH. O pH das duas amostras de emulsdo de
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alimentacdo foi medido nos dias 1 e 15, e os resultados sdo apresentados
na Figura 7.

Figura 7 - Evolugdo do pH avaliado em triplicata nos dias 1 e 15 nas emulsées
com diferentes concentra¢es de amido (T1=0,5% e T2=1,0%) armazenadas
a temperatura ambiente
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Fonte: Autoria propria.

Independentemente da concentracdo de amido (0,5% ou 1,0%), o
pH das solu¢Bes se manteve nas faixas de 3,02 a 3,3, e o tempo de arma-
zenamento em temperatura ambiente ndo ocasionou grandes variagdes.
Acredita-se que essa faixa de pH foi favordvel a manutencdo da estabili-
dade das emulsdes. Bakry et al. (2016) discutem que emulsdes dleo-agua
apresentam como vantagens a relativa facilidade de preparagdo e baixo
custo, mas tém como desvantagens a instabilidade fisica quando expostos a
aquecimento, resfriamento, congelamento, secagem e pH extremos. Neste
sentido, os autores apresentam uma série de estudos que trabalharam com
pH variando de 2,5 a 5,9 a depender do material a ser microencapsulado,
constituintes de parede e método de encapsulacdo.
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Outro parametro analisado para caracterizar a estabilidade das emul-
sOes foi a separacdo de fases durante armazenamento. Para isso, as emul-
sdes foram armazenadas por 15 dias em provetas de vidro, devidamente
seladas e avaliadas quanto a separacdo de fases, ndo tendo sido observada
decantagdo durante esse periodo. A estabilidade foi medida em fun¢do da
porcentagem de separacao e pode-se observar estabilidade das emulsdes,
visto que ndo houve separacdo de fases, conforme Figura 8.

Figura 8: Avaliacdo da separagdo de fases e indice de cremeacgdo para estudo
da estabilidade das emulsées em diferentes concentracdes de amido

Fonte: Autoria propria.

Carneiro et al. (2013), durante o estudo de estabilidade, observaram
que as emulsdes preparadas com proteina do soro do leite e maltodextrina
apresentaram a formagdo de uma pequena camada de separagdo e uma
fase de espuma, 24h apds sua homogeneizacdo. No presente estudo, em-
bora tenha sido observada uma pequena camada superficial de espuma
imediatamente apds a homogeneizacdo, ela se manteve durante os dias
subsequentes de armazenamento e ndo houve separacdo de fases. Algumas
hipoteses para esse resultado positivo seria a rotagdo do homogeneizador
em fungdo do tempo (18.000 rpm por 10 minutos), os reagentes utilizados
e o0 pH acido das emulses.

Nas fases subsequentes do trabalho, outras andlises serdo realizadas
visando averiguar parametros fisico-quimicos de estabilidade das microcép-
sulas, sua morfologia, dimensdes e capacidade de retencdo dos lipideos e
protecdo do éleo de peixe contra a oxidagdo. Diante de resultados positivos
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como os obtidos nestafase, o produto podera ser proposto como alternativa
para enriquecimento de leite humano destinado a recém-nascidos prema-
turos, apds ser submetido a testes in vitro e de comportamento quando
acrescido ao leite humano.

Bakry et al. (2016), em sua revisdo, apresentam estudos a partir de
2008 que tratam da microencapsulacgdo de lipideos e sua utilizacdo em
formulagdes destinadas ao publico infantil. A microencapsulacdo de éleo
de peixe pode fornecer muitos beneficios quando incorporada nessas for-
mulac¢Bes, como fornecer uma barreira ao oxigénio resultando em uma vida
util estendida, mascarando o sabor e odor do 6leo de peixe e aumentando
a densidade e disponibilidade de nutrientes.

Finalmente, é de conhecimento que os dleos microencapsulados
encontraram vérias aplicacdes nas areas de alimentos, pesticidas, téxteis e
farmacéuticos (BAKRY et al., 2016; COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016)
e, portanto, este estudo experimental vem corroborar esses achados ao
sugerir uma nova metodologia de incorporacdo de lipideos, com énfase
nos acidos graxos essenciais, como é caso do 6mega-3, ao leite humano.
Acredita-se que o presente estudo subsidiard novas pesquisas no contexto
da garantia e promocdo do aleitamento materno, incentivo as politicas pu-
blicas de amamentacdo e fortalecimento de politicas e agdes no contexto
da saude publica.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo oferece uma alternativa vidvel e exequivel de adicdo
de lipideos ao leite humano, com énfase nos dcidos graxos poli-insaturados
Omega-3, visto que as emulsdes produzidas demonstraram estabilidade e
houve formagdo de microcdpsulas. Essa técnica garante biodisponibilida-
de, melhora da palatabilidade e protecdo dos lipideos contra a oxidacgdo e
agregacdo nos tubos de alimentacdo, evitando perdas.

Trata-se da primeira fase da pesquisa e as futuras analises dos pds
permitirdo avancos, como o estudo do comportamento do produto quando
acrescido ao leite humano. Desta forma, acredita-se que o presente trabalho
subsidiarad novas pesquisas visando expandir as oportunidades e melhorar as
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técnicas de fortificagdo e proposicdo de aditivos ao leite humano destinado
a0 uso em bancos de leite para criangas em situagdo de vulnerabilidade.
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