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gastrointestinal. O processo de digestdo de lipideos foi revisado, dando-se énfase a como as
caracteristicas da emulsdo afetam sua estabilidade ao longo do aparelho digestivo. Foi feita uma
revisdo da literatura recente sobre estratégias de reducdo da lipélise pelo uso de proteinas e
polissacarideos. Além disso foram apresentados os principais tipos de experimentos utilizados
para a avaliacdo da lipolise.
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Resumo

O controle da digestdo de emulsdes Oleo-agua pode ser feito visando-se a
reducdo da absorcdo de lipidios, e consequentemente, a diminuicdo do risco de
obesidade e doencgas cardiovasculares. Este estudo apresenta uma revisao
bibliografica a respeito dos mecanismos envolvidos em emulsdes estabilizadas de
polissacarideos (hidroxipropilmetilcelulose — HPMC e pectinas) e proteinas (proteinas
do leite e proteinas da soja), e suas interacfes com sais biliares, ions célcio e acidos
graxos livres. Para isso, foi realizado um estudo geral do processo de digestdo de
lipidios no trato gastrointestinal, abordando os métodos in vitro e in vivo de avaliacao
da lipdlise e liberacdo de acidos graxos. Os estudos revelam uma maior efetividade
das emulsdes estabilizadas por polissacarideos na reducdo da taxa de lipdlise em
comparacao as estabilizadas por proteinas.

Abstract

The control of the digestion of oil-water emulsions, aims to reduce the absorption
of lipids, and consequently, the reduction of the risk of obesity and cardiovascular
diseases. This study presents a review of the mechanisms involved in the
polysaccharides (hydroxypropylmethylcellulose - HPMC and pectins) and proteins
(milk proteins and soy proteins) stabilized emulsions, and their interactions with bile
salts, calcium ions and free fatty acids. For this, a general study of the digestion
process of lipids in the gastrointestinal tract were carried out, using in vitro and in vivo
methods to evaluate the lipolysis and release of fatty acids, which allowed observed a
greater effectiveness of emulsions stabilized with polysaccharides in the reduction of

the rate of lipolysis compared to the proteins.
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1.Introducéo

A capacidade de controlar a digestéo lipidica no trato gastrointestinal humano
permite desenvolver alimentos funcionais com o intuito de diminuir do risco de
algumas doencas associadas a alta absorcao lipidica, como obesidade e doencas
cardiovasculares. Alguns estudos concluiram que triacilgliceréis dietéticos que
chegam a parte do trato gastrointestinal, denominado ilio, sem serem digeridos,
acabam ativando os mecanismos que induzem saciedade (Bellesi et al., 2016;
Corstens et al., 2015).

Os lipidios constituem um grupo de compostos soluveis em solventes organicos,
e apresentam principalmente em sua estrutura acidos graxos, 0s quais contém uma
cadeia alifatica e um grupo acido carboxilico. A maioria apresenta um ndmero par de
carbonos, que variam de 14 a 24, embora, existam algumas excecfes, como 0S
presentes na gordura do leite, 6leos tropicais e em alguns micro-organismos. Porém,
0os acidos graxos livres ndo sao encontrados em tecidos vivos, devido a sua
citotoxidade e a capacidade de romper a membrana celular. Mas sim na forma de
acilgliceréis, que podem variar de mono-, di- e triésteres. Destes trés, o mais
encontrado em alimentos séo os trigliceréis, embora, os outros dois, S&o comumente
utilizados como aditivos alimentares, e consistem em ésteres de uma molécula de
glicerol e trés moléculas de &cidos graxos, que podem apresentar um numero
diferente de carbonos, grau de insaturacéo e ramificacbes (Damodaran, 2010).

Os lipidios provenientes da alimentacéo, sdo obtidos a partir dos alimentos na
forma de emulsdes O6leo-agua, que consistem em goticulas de gordura em meio
aquoso. A superficie destas goticulas é revestida por uma camada de moléculas
interfaciais ativas, como proteinas e polissacarideos, as quais desempenham um
papel importante ndo sé na formacéao e estabilidade das emulsdes, como também na
extensdo da digestdo lipidica, bem como a taxa de liberacdo de quaisquer
componentes lipofilicos aprisionados (Bellesi et. al., 2014; Bouyer et al., 2011; Malaki
Nik, Wright, e Corredig, 2011; Qian e McClements, 2011; Wan et al., 2014; Ye, Cui,
Zhu, e Singh, 2013).

O processo de digestédo de lipidios comeca no estbmago, quando o alimento
parcialmente digerido se mistura com 0 suco gastrico, composto por pepsina e
componentes ativos de superficie como a fosfatidilcolina que altera a composicéo

interfacial das goticulas de Oleo, e é onde ocorre cerca de 20% da lipdlise por acdo da
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lipase gastrica. A outra parte (80%) é mediada pelo complexo de lipase-colipase
pancreatica, liberando o sn-2-monoacilglicerol e dois éacidos graxos livres de
triacilglicerdis no intestino delgado (Golding e Wooster, 2010). Ao atingir a parte do
duodeno, o alimento é misturado com sais biliares e secrec¢fes pancredticas,
formando uma emulséo estabilizada por bio-tensoativos. Um dos principais papéis dos
sais biliares é preparar a superficie da gordura e facilitar o acesso das enzimas
lipoliticas aos substratos lipidicos (Maldonado-Valderrama, Wilde, Macierzanka e
Mackie, 2011). Desta forma, os produtos de lipdlise sdo incorporados em micelas de
sais biliares para entdo serem transportados para 0 meio aquoso e absorvidos pela
mucosa do intestino delgado. Logo, a natureza da camada interfacial que envolve as
goticulas de gordura apresenta um papel importante na digestdo lipidica. Trabalhos
anteriores mostraram que a caracteristica dos filmes interfaciais pode afetar a
adsorcao dos sais biliares em condi¢des intestinais simuladas, o que poderia alterar o
processo digestéo de lipidios (Bellesi et al., 2014; Maldonado-Valderrama et al., 2008;
Mun, Decker, e McClements, 2007; Singh e Sarkar, 2011; Singh et al., 2009; Torcello-
Gomez e Foster, 2014).

Durante o processo de digestdo, a emulsdo é exposta a mudancas fisicas e
bioquimicas que podem resultar em diversos efeitos, como apresentado na Figura 1.
A floculagdo consiste em um processo de agregacdo sem que haja a ruptura da
camada interfacial das goticulas do 6leo, e ocorre devido as for¢as de atracdo de van
der Waals, que se sobressaem as forcas de repulsao formando flocos, e promovendo
uma separacdo de fase (Tadros, 2013; Adbel-Raouf, 2012). Este fenbmeno esta
associado ao tamanho da goticula, sua distribuicédo e a viscosidade da emulsao, pois,
segundo Wright e Burgess (2012), quanto maior a gota mais rapida € a floculacdo. A
coalescéncia é um processo irreversivel, induzida pela ruptura do filme que reveste
as goticulas de 6leo que se encontram proxima, resultando na agregacéao e formacao
de goticulas maiores. Porém, este processo pode ser evitado se as goticulas de 6leo
forem pequenas, ou seja, apresentarem uma menor area de filme, ou se o filme que
as reveste for mais espesso, 0 que aumenta as forcas de repulsdo entre elas
(Damodaran, 2010).
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Figura 1: Representacao do sistema gastrointestinal e 0os processos fisico-quimicos que podem
ocorrer (Singh, Ye e Horne, 2009).

Os polissacarideos mais utilizados em formulagdo de emuls@es alimentares sédo
pectina, xantana, carragena, goma arabica, goma guar e alginato. A maioria apresenta
um alto peso molecular, sdo hidrofilicos, e ndo tem atividade interfacial. Por isso, sao
considerados ndo tenso-ativos. No entanto, muitos sao utilizados principalmente como
estabilizadores na preparacédo de emulsfes alimentares. Além disso, existem alguns
polissacarideos hidrofobicamente modificados, e que podem ser utilizados como
emulsificantes, entre eles os derivados de celulose (metilcelulose - MC,
carboximetilcelulose - CMC, hidroxipropilcelulose - HPC e hidroxipropilmetilcelulose -
HPMC) e os ésteres de propileno glicol do &cido alginico (Rodriguez Patino e Pilosof,
2011).

Informacdes a respeito do processo de digestdo de emulsdes, onde um
polissacarideo é o principal emulsificante, sdo pouco encontradas na literatura.
Porém, em um estudo recente, Bellesi et al. (2016) demostraram que emulsdes
estabilizadas por HPMC sofreram pequenas mudancas no ambiente gastrointestinal,
devido a natureza ndo-idnica dos polissacarideos e por nao ser digerivel por proteases
gastricas ou duodenais. O menor grau de desestabilizacdo de emulsées ao longo do
trato gastrointestinal tem sido associado a taxa de atraso do esvaziamento gastrico,
alteracbes na liberagdo dos hormoénios envolvidos na digestdo humana e
consequentemente com o prolongamento da sensacédo de saciedade (Malaki Nik,
Wright, e Corredig, 2010; Marciani et al., 2009).
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2.Objetivo

Analisar a influéncia de polissacarideos e proteinas no processo de digestao de
lipideos, avaliando o processo de lipdlise e seus interferentes, os tipos de
polissacarideos, e as metodologias de avaliacdo de lipolise. As informacdes foram

obtidas através de um levantamento bibliografico, com base em literatura recente.

3.Processo de lipdlise

Os lipidios desempenham um papel importante na qualidade dos alimentos,
contribuindo na textura, sabor, nutricdo e densidade caldrica. Podem ser classificados
como Oleos e gorduras, dependendo do estado fisico em que se encontra a
temperatura ambiente, ou podem ser classificados como polares e apolares, de
acordo com a diferenca de solubilidade e suas propriedades funcionais. A estrutura
de lipidios polares apresenta uma parte hidrofilica, com alta afinidade por agua, e a
outra parte hidrofobica (Gropper, 2011).

A maioria da gordura organica esta na forma de triacilglicerois, que representa
uma forma extremamente concentrada de energia (Damodaran, 2010). Os
triacilglicerdis consistem em ésteres de uma molécula de glicerol e trés moléculas de
acidos graxos, sendo que cada &cido graxo pode ter um numero diferente de atomos
de carbono, grau de insaturagédo e ramificagdes, o significa que podem existir uma
grande variedade de triacilgliceréis. Os diversos tipos de organizacdo estrutural
diferem tanto no estado liquido como no estado sélido, resultando em diversas formas
cristalinas polimérficas, que apresentam propriedades e comportamento
termodinamico diferentes (Gropper, 2011).

O processo de digestdo dos lipidios tem inicio no estbmago, por acdo das
enzimas lipase lingual e gastrica. A primeira € produzida pelas glandulas serosas da
lingua e liberada na boca, mas o processo de hidrélise ocorre somente no estémago,
pois ela apresenta maior estabilidade em pH baixo, que se encontra em torno de 2 no
estbmago. A lipase gastrica constitui umas das trés enzimas encontradas no suco
gastrico, juntamente com a pepsina e amilase, além de outros componentes como
agua, eletrolitos, acido cloridrico, muco e fatores intrinsecos. Considera-se que a acédo
de ambas as enzimas, lingual e gastrica, sejam responsaveis por cerca de 20% da
digestdo de lipidios em seres humanos, atuando preferencialmente sobre os
triglicerideos que contém acidos graxos de cadeia média e curta, hidrolisando acidos

graxos na posicdo sn-3, e liberando um acido graxo e 1,2-diacilgliceréis como
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produtos (Gropper, 2011). Como foi mencionado, 6leos e gorduras séo estruturas
hidrofobicas, e as enzimas digestivas sao proteinas e hidrofilicas. Logo, antes de
serem digeridos é necessario um processo de emulsificagdo (Gropper, 2011).

A emulsdo 6leo em agua consiste em um sistema de goticulas de gordura
dispersas em um meio aquoso, formada a partir da mistura destes dois liquidos
imisciveis, no qual € necessario fornecer energia para que ocorra a reducdo do
tamanho das particulas de gordura. Todas as emulsdes sdo termodinamicamente
instaveis e tendem a separacdo de fases apOs determinado tempo. Isso acontece
devido a diferentes processos fisico-quimicos, como floculacdo e coalescéncia, que
promovem a formacao de agregados e glébulos de gordura maiores, e inclui também
mudancas na composi¢cdo devido aos processos de oxidacdo e hidrélise lipidica.
Porém, uma forma de se evitar que tais alteragcdes ocorram é através da adi¢do de
agentes emulsificantes, que aumentam a estabilidade cinética da emulsdo, diminuindo
a tensdo superficial entre os meios (Hill,1996; McClements, 2005; Perrechil, 2008;
Rousseau, 2000; Stauffer, 2005).

O estdbmago contém compostos como polissacarideos, fosfolipidios e peptideos
provenientes de proteinas alimentares que atuam como emulsificantes potenciais em
ambiente acido. Além disso, as contraces do musculo e a aspersao de gordura
através de um esfincter pildrico parcialmente aberto produzem forcas suficientes para
promover a emulsificacéo dos lipidios (Gropper, 2011).

O intestino delgado pode ser dividido em trés zonas, duodeno, jejuno e ileo. E é
nesta etapa do processo digestério que ocorre a maior parte da digestdo e absor¢éo
de lipidios, especialmente dos acidos graxos de cadeia longa que reqguem pouca
acidez, lipases apropriadas e agentes emulsificantes mais eficazes (Damodaran,
2010; Gropper, 2011). A parede intestinal apresenta um epitélio estruturado de forma
a maximizar a sua superficie e com isso aumentar sua capacidade de absorver
nutrientes. A hidrolise dos lipidios emulsionados resulta na liberacdo de 2-
monoacilglicerol e dois &cidos graxos livres. Durante a fase duodenal diversas
secrecOes sao liberadas no intestino, o pancreas é responsavel por liberar as enzimas
digestivas, como protease, esterase, lipase, fosfolipase e amilase (van Aken, 2010), e
a vesicula biliar secreta bicarbonato, que neutraliza o pH do meio para 5,5 no duodeno
e 7,5 no ileo, e bile, composto por sais biliares e fosfolipidios (Ibekwe et al., 2008). O
conjunto desses componentes € denominado suco pancreatico, que incluem tambéem

eletrdlitos, cations de sddio, potassio, célcio e anion cloreto (Gropper, 2011).
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E no intestino que ocorre a efetiva emulsificacdo dos lipidios por acdo dos sais
biliares, cuja estrutura contém grupos hidroxilicos na regido hidrofilica que interagem
com outros sais biliares, e uma cabeca ibnica na regido hidrofébica que pode ser
dissolvida na interface 6leo-agua (Bauer, Jakob e Mosenthin, 2005). Os sais tem como
papel principal adsorver na superficie das goticulas lipidicas, favorecendo a emulséao,
reduzindo o tamanho das particulas, e consequentemente, aumentando a area de
superficie, promovendo a ancoragem da colipase, que se liga com a lipase
pancreatica formando um complexo que favorece a degradacdo enzimatica do
substrato lipidico (Moghimipour, Ameri e Handali, 2015; Reis, Holmberg, Watzke,
Leser e Miller, 2009). A eficacia da colipase esta em suas propriedades anfipaticas,
Ou seja, sua estrutura apresenta regides igualmente hidrofilicas e hidrofébicas, desta
forma, tendem a se organizar na superficie dos glébulos de gordura com suas caudas
hidrofébicas voltadas para dentro da estrutura e a area hidrofilica virada para fora, na
direcdo da porcédo aquosa (Gropper, 2011).

O célcio também desempenha um papel importante na digestao lipidica através
de diversos mecanismos fisico-quimicos. Atua como cofator para a lipase pancreatica
(Kimura, Futami, Tarui e Shinomiya, 1982; Whayne e Felts, 1971), e facilita a lipdlise
através da precipitacdo de acidos graxos livres de cadeia longa, formando sabdes de
calcio insoluveis, permitindo que a lipase obtenha acesso as superficies das goticulas
de 6leo (Hu, Li, Decker e McClements, 2010; MacGregor et al., 1997; Patton e Carey,
1979; Zangenberg, Millertz, Kristensen e Hovgaard, 2001).

Na Tabela 1, constam as principais caracteristicas de cada compartimento do
trato gastrointestinal, como o pH, o tempo de residéncia que o alimento permanece

em cada regido, os componentes digestivos e as alteracdes 0s quais estao sujeitos.
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Tabela 1: Principais caracteristicas de cada regido do sistema gastrointestinal humano
(Corstens et al., 2015).

Tempo de Componentes

Compartimento pH residéncia digestivos Acéo fisico-quimica
_ Fragmentacéo,
Boca 54-78 Alguns Saliva . g~ ¢ .
segundos Digestéo do amido
Fragmentacdo, Emulsificacéo,
Estémago 15-35 0,5-4h Suco gastrico Iflgculagqo, Cealescgn,ua,
Inicio da Digesté&o de lipideos
e proteinas
Intestino Suco Emulsificacéo, Digestdo de
(Duodeno, 7-9 1-24h pancreatico e lipideos, amido e proteinas,
jejuno e ilio) bile Absorcéo

Quando o alimento passa pelo trato gastrointestinal humano, esta sujeito a

diversas mudancas fisico-quimicas e fisioldgicas, como as descritas a seguir:

e pH: Ocorrem variacfes consideraveis no pH da fase aquosa que envolve o
alimento ao longo do sistema digestario. Inicialmente, o pH da boca encontra-
se em torno de 7, caido para pH ~ 1-3 no estbmago e por fim aumentando
novamente para pH ~ 6-7 no intestino. Isso pode resultar em alteragbes na
composigdo, estrutura ou interagbes de compostos, como tensoativos,
proteinas e polissacarideos (McClements e Li, 2010).

e Composicéo idnica: Podem ocorrer variagdes no tipo e concentracdo de ions

presentes no meio aquoso, dependendo da regido do trato gastrointestinal e
a natureza do alimento a ser digerido, resultando em interacdes eletrostaticas
entre os ions e compostos da superficie do glébulo de gordura, como por
exemplo, as interacdes que ocorrem entres 0s ions calcio e os acidos graxos
de cadeia longa, formando precipitados. A remocao desses acidos graxos da
superficie do globulo facilita 0 acesso da lipase (Zangenberg et al., 2001).

e Componentes da superficie-ativa: Existe uma variedade de compostos

tensoativos enddgenos (proteinas, fosfolipidios e sais biliares), exdgenos
(surfactantes e proteinas) e que sdo formados internamente (produtos da
digestdo de lipidios), que competem com as substancias presentes na
interface Oleo-agua, promovendo mudancas nas propriedades e composicéo
interfacial (Reis et al., 2009; Reis et al., 2008)
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e Temperatura: A variagcdo de temperatura ao longo do processo de digestao
pode causar alteracdes no estado fisico, conformacdo molecular, interagbes
entre componentes, que por sua vez, afetam a digestibilidade (McClements e

Li, 2010).
Além disso, um dos principais fatores que determinam a taxa de digestdo de
lipidios € a capacidade de catalisagcdo da lipase, que converte o substrato lipidico em
acidos graxos livres e monoacilgliceréis. E esta pode ser retardada utilizando uma

série de abordagens, como:

e Inativacdo da lipase: A lipase pode ser inativada através da adicdo de um
substrato especifico que se liga no sitio ativo e impede que ela interaja com o
glébulo de gordura (McClements e Li, 2010).

¢ Interacdo com outros compostos: A atividade de lipase pode ser reduzida por

uma série de interacbes que ocorrem no fluido de digestdo, por exemplo, a
com fibras dietéticas ou acidos biliares (McClements e Li, 2010).

e Barreira fisica: A atividade da lipase € reduzida ao se criar uma barreira fisica

na superficie das goticulas lipidicas impedindo a enzima de entrar em contato
com os lipidios emulsionados. Esse revestimento pode ser feito adicionando
uma camada de surfactante ou polimeros (Chu et al., 2009).

e Acumulo de produtos de reacédo: A atividade da lipase diminui se os produtos

de reacédo da digestao lipidica (acidos graxos livres e monoacilglicerdéis) nao
sdo removidos da superficie da goticula (McClements e Li, 2010).

Porém, existem outros mecanismos que retardam o processo de lipélise, como

(Figura 2):

e Acumulo na interface de produtos de lipdlise (4cidos graxos livres e
monoacilglicerdis);

¢ Resisténcia de filmes interfaciais a adsorcéo de sais biliares;

e Fatores estéricos que inibem a ancoragem interfacial da lipase/colipase;

¢ Floculagéo e coalescéncia de goticulas que, em condi¢bes gastroduodenais,
diminui da é&rea interfacial disponivel para adsorcdo de lipase/colipase,
retardando a lipélise;

e Diminuicdo do célcio disponivel devido a ligagdo com sais biliares, formando

compostos precipitados, como sabdes (Golding e Wooster, 2010).
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Figura 2: Alteracdes fisico-quimicas que a emulséo esta sujeita durante o processo de lipélise
(Pilosof, 2017).

3.1.Interferentes

Os emulsificantes sdo definidos como compostos anfifilicos que tendem a
adsorver na interface 6leo-agua, diminuindo a tensao interfacial e, assim, retardam a
cinética de separacao de fases da emulséo. Speranza et al. (2013) e Torcello-Gomez
et al. (2014) analisaram o comportamento de diferentes surfactantes ndo-idnicos sob
condic¢des duodenais simuladas a partir de um ponto de vista superfacial, e concluiram
qgue os surfactantes poderiam resistir ao deslocamento interfacial de sais biliares,
retardando ou limitando a atividade da lipase.

As proteinas séo conhecidas especificamente por sua atividade superficial, o que
Ihes permite desempenhar um papel importante na formacédo e estabilizacdo de
emulsBes por meio de uma combinacdo de mecanismos eletrostaticos (Dickinson,
1992). No entanto, elas ndo formam uma barreira efetiva, apenas promovem um

atraso na lipdlise, devido a sua baixa resisténcia a acdo de proteases e a penetracao
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de sais biliares, que facilita a ancoragem do complexo de lipase/colipase. Também
sdo capazes de interagir com calcio, reduzindo a sua disponibilidade e,
consequentemente, promovem uma diminui¢ao da atividade da lipase (Pilosof, 2017).

Os polissacarideos também vém sendo muito estudados como forma de
fortalecer a barreira fisica na interface das goticulas de lipidios, e devido a sua
capacidade de interacdo com sais biliares, acidos graxos e ions calcio, promovendo
processos de floculagéo e agregacéo (Pilosof, 2017).

Em condi¢bes gastroduodenais, a presenca de ions calcio, atua como cofator da
lipase pancreatica, facilitando o processo de lipdlise, porém também podem promover
a floculacdo de goticulas, gelificacdo de biopolimeros e precipitacdo de sais biliares
(Hu et al., 2010), reacBes as quais, retardam a taxa de digestdo lipidica ao atrasar o
acesso da lipase as superficies dos glébulos de gordura (Li, Hu, e McClements, 2011;
McClements e Li, 2010), da mesma forma que, a diminuicdo da concentracdo de sais
biliares reduz o processo de emulsificacdo de gorduras. Estudos indicam que estes
processos ocorrem devido a acao sinérgica entre a formacédo de sabdes de célcio
insoluveis (Biehler, Hoffmann, Krause, e Bohn, 2011; Corte-Real et al., 2016;
Soukoulis, Cambier, Hoffmann e Bohn, 2016; Soukoulis et al., 2017).

Outra forma de retardar o processo de lipdlise, € através da aplicacdo de
emulsdes multicamadas, que sao formadas depositando dois ou mais biopolimeros
com cargas opostas sobre as superficies das goticulas através da atracéo
eletrostatica (McClements, 2010). Supde-se, em alguns estudos, que eles possam ter
uma melhor resisténcia contra os estresses do processo de digestdo do que as
emulsdes primarias devido a uma maior resisténcia contra a ruptura mecanica. Além
disso, as membranas interfaciais, por serem mais espessas e robustas, podem
impedir o acesso da lipase, prevenindo ou retardando a liberacdo de acidos graxos
livres (Zeeb, Lopez-Pena, Weiss e McClements, 2015).

McClements (2010) examinou o impacto do numero de camadas na digestao
lipidica e descobriu que a taxa de digestdo diminui a medida que aumenta o nimero
de camadas em torno das goticulas lipidicas. Embora, esses revestimentos de
polissacarideos ndo possam ser considerados barreiras muito efetivas, pois, as
multicamadas interfaciais sao desintegradas no ambiente gastrointestinal, os
polissacarideos envolvidos nas camadas interfaciais podem modular a area interfacial
disponivel para a lipolise, bem como interagir com sais biliares ou célcio, afetando

assim a taxa ou extenséo da lipélise.
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Figura 3: Compostos que interferem no processo de lipélise (Singh, Ye e Horne, 2009).

4. Polissacarideos

Polissacarideos sao polimeros de monossacarideos, compostos por mais de 10
ou 20 unidades glicosil em arranjos lineares. Se todas as unidades glicosidicas forem
do mesmo tipo, estes sdo denominados homoglicanos, e se contém dois ou mais tipos
diferentes de unidades monossacaridicas, sdo heteroglicanos. Estima-se que mais de
90% da massa de carboidratos da natureza seja encontrado na forma de
polissacarideos. A maioria dos polissacarideos contém unidades glicosil que
possuem, em média, trés grupos hidroxila, ou seja, apresentar uma forte afinidade por
agua, sendo capazes de realizar ligaces de hidrogénio (Damodaran, 2010; Gropper,
2011).

Os polissacarideos indigestiveis, também conhecidos como fibras dietéticas, sdo
amplamente empregados como constituintes funcionais em produtos comerciais de
alimentos e bebidas por fornecerem beneficios fisico-quimicos ou fisiol6gicos
desejaveis, como melhora a estabilidade fisica, modificar a textura, reduzir o teor de
gordura ou oferecer beneficios para a saude (Li e McClements, 2011; Bagre et al.,
2013; Gidley, 2013; Viuda-Martos et al., 2010; Funami, 2011; Cirillo e Capasso, 2015).
Além disso, diferem no numero, tipo, sequéncia e ligacdo de monossacarideos,
resultando em diferentes pesos moleculares, ramificacdo, conformacéo,
hidrofobicidade, propriedades elétricas, propriedades fisico-quimicas e funcionais
(Rosell et al., 2009; Cheng e Neiss, 2012; Gidley, 2013; Gouseti et al., 2014; Li e Nie,
2016).
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4.1.Mecanismos de interferéncia no processo de lipdlise

Inicialmente os estudos realizados a respeito da relacéo entre os polissacarideos
e 0 processo de lipolise buscavam o fortalecimento das propriedades de barreira e de
filmes interfaciais de modo a inibir a acéo da lipase (Pilosof, 2017). No entanto,
trabalhos mais recentes passaram a analisar o impacto indireto de componentes da
pelicula interfacial (ou mesmo componentes ndo adsorvidos) na lipolise. O mecanismo
de interferéncia dos polissacarideos na digestao lipidica é atribuido a sua capacidade
de induzir floculagdo de goticulas e as suas interacdes com espécies moleculares
envolvidas em hidrolise de lipidios, como sais biliares, acidos graxos, biosurfactantes
e célcio. Porém, sua capacidade de estabilizar ou desestabilizar uma emulséao,
depende do emulsificante primario e sua area de superficie disponivel para a acdo da
lipase (Pilosof, 2017).

Também evidencia-se o papel-chave da interacdo de sais biliares com
polissacarideos com atividade interfacial, os quais podem diminuir o conteddo de sais
biliares ndo adsorvidos no ciclo entero-hepético e, portanto, potencialmente atrasam
ou inibem a lipolise. A maioria dos estudos se concentra nas interacdes de sais biliares
com fibras dietéticas soluveis (SDF), que séo polissacarideos de plantas nao
amilaceas resistentes a digestdo e absor¢cdo no trato gastrointestinal humano
(Gunness, Flanagan, Shelat, Gilbert e Gidley, 2012). O mecanismo de interacao
consiste na associacdo e complexacado das fibras com as micelas dos sais biliares a
nivel molecular no intestino, formando estruturas agregadas e impedindo a reabsor¢éo
através da circulacdo entero-hepatico, resultando na reducéo do colesterol no sangue
(Gunness e Gidley, 2010; Gunness, Flanagan, Mata, Gilbert e Gidley, 2016).

4.1.1. Hidroxipropilmetilcelulose - HPMC

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um derivado de celulose, quimicamente
modificado e com alto peso molecular, utilizado em alimentos como agente
espessante, fonte de fibras e emulsificante (Bellesi et al., 2016; Wollenweber et al.,
2000; Fang e Dalgleish, 1993; Torcello-Gomez e Foster, 2016; Pizones Ruiz-
Henestrosa et al., 2017; Torcello-Gomez e Foster, 2014). Sua estrutura consiste em
um grupo metil na regido hidrofébica e um hidroxipropil na regido hidrofilica da
molécula de anidroglucose, e incluem também uma familia de éteres de celulose que
diferem principalmente em peso molecular, viscosidade e grau de substituicdo. O grau

de substituicdo € o numero médio de grupos hidroxil por unidade de anidroglucose no
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qual o hidrogénio é substituido por um metil, e substituicdo molar é o nimero meédio
de grupos de 6xido de propileno por unidade de anidroglucose. Quanto maior o grau
de substituicdo total, maior sera a hidrofobicidade do polissacarideo, e maior sera sua
atividade interfacial (Camino et al., 2009a; Chang e Gray, 1978; Daniels e Barta, 1994,
Wollenweber, Makievski, Miller, e Daniels, 2000).

As HPMCs apresentam beneficios a salde, devido seus efeitos
hipocolesterolémicos (Kim et al.,, 2011; Maki et al., 2000, 2009; Reppas, Swidan,
Tobey, Turowski e Dressman, 2009; Torcello-Gomez e Foster, 2014, Yokoyama et al.,
2011), e vem sendo utilizadas como veiculos promissores para a encapsulacao de
compostos ativos (Fathi, Martin e McClements, 2014, Mun, Kim, Shin e McClements,
2015) visando a liberagao controlada no trato gastrointestinal.

O comportamento de emulsdes de HPMC nas condi¢cdes simuladas do transito
gastrointestinal humano foi recentemente avaliado (Bellesi, Martinez, Pizones Ruiz-
Henestrosa e Pilosof, 2016). O meio utilizado foi composto por sucos do estbmago e
o liquido pancreatico, com enzimas (tripsina, quimiotripsina, lipases, etc.) e fluido
biliar, que continha diferentes bio-tensoativos, como sais biliares, fosfolipidios,
colesterol e produtos obtidos a partir da digestao de lipidios (Mackie e Macierzanka,
2010; Nik, Corredig, e Wright, 2010). Foi observada, uma extensdo muito menor da
taxa de lipdlise ao usar HPMC como emulsificante em comparacdo com a -
lactoglobulina.

Ha uma forte evidéncia sobre interacfes entre sais biliares e HPMCs. Na fase
aquosa, os sais biliares sao ligados ou "sequestrados" pelo HPMC, devido as
interacBes com o seu nucleo hidrofébico, que ocorre entre os éteres de celulose e 0s
sais biliares, como apresentado na Figura 4 (Pizones Ruiz-Henestrosa et al., 2017).
Bellesi et al. (2016) mostraram que emulsdes estabilizadas com HPMC sofreram
pequenas mudancas no ambiente gastrointestinal devido a sua natureza ndo-iénica e
por ndo ser digerivel por proteases gastricas ou duodenais. Assim, elas foram mais
resistentes em condicdes gastricas que emulsdes de proteinas.

O uso do HPMC como unico emulsificante, também demonstrou atrasar a lipolise
das emulsdes de azeite de oliva-Agua em relacdo ao surfactante alimentar
convencional Tween 20 (Torcello-Gémez e Foster, 2016). Tal caracteristica foi
atribuida a capacidade emulsificante mais baixa dos éteres de celulose, dando origem
a goticulas maiores e, portanto, menor area interfacial inicial disponivel para a reacao
de lipolise (Pilosof, 2017).
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A emulsao formada com o HPMC menos hidrofobico foi mais suscetivel a lipdlise.
Este comportamento ndo pode ser atribuido a diferencas na area de
tamanho/superficie disponivel para a acao de lipase/colipase nem a diferencas nas
propriedades do filme interfacial, mas pode ser resultado de eventos moleculares que
ocorrem na interface apds adsorcdo de sais biliares. O HPMC mostrou habilidades
semelhantes para adsorver e "sequestrar" sais biliares tanto em solucdo como na
interface. Algumas caracteristicas especiais surgiram da variagdo da proporcéo entre
grupos metil/hidroxipropil diferentes (Pizones Ruiz-Henestrosa et al., 2017).

.
3 Adsorgido de Sais Biliares ( \l Adsorgéo Lipase/Colipase
4

G e -
Substituigao hidrofébica | Lado hidrofobico () . Acidos graxos livres

Lado hidrofilico () \ liberados pela lipase

Filme interfacial de HPMC
locolizado na interface

Lipolise
oleo-agua

) Micela de sais bilires
Rompimento de ambos filmes contendo acidos graxos
interfaciais livres

Interagao hidrofobica

Lipolise

I

Figura 4: Esquema do processo de adsorcdo de sais biliares na interface do HPMC (Pizones Ruiz-
Henestrosa et al., 2017).

4.1.2. Pectina

Pectinas sdo polissacarideos complexos, presentes na parede celular de plantas
e vegetais (Caffall e Mohnen, 2009). Estao envolvidos no crescimento celular, rigidez
dos tecidos, alguns mecanismos de defesa, regulacdo do transporte de ions,
permeabilidade enzimatica e capacidade de retencdo de agua das células (Caffall e
Mohnen, 2009; Voragen, Coenen, Verhoef e Schols, 2009). S&o polimeros lineares de
residuos de acido D-galacturénico ligados em a(1-4), contendo segmentos de L-
ramnose ligados na posicdo 1,2. Cada molécula de pectina € composta por centenas
de blocos criando um polissacarideo de alto peso molecular (Sinha e Kumria, 2001).

Além disso, a quantidade de ésteres de metil presentes na estrutura determina

o grau de esterificacéo, e este é utilizado para explicar diversas propriedades, como
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gelificacéo e hidratacéo desses polissacarideos (Ngouémazong et al., 2011; Voragen
et al., 2009; Ramos-Aguilar et al., 2015). Logo, a funcionalidade das pectinas como
agentes gelificantes, espessantes e estabilizantes est4 fortemente relacionada ao seu
grau de esterificacéo e alto peso molecular (Ngouémazong, Christiaens, Shpigelman,
Van Loey e Hendrickx, 2015).

A quantidade e as propriedades das pectinas presentes nos alimentos
dependem das caracteristicas da matriz vegetal, o que inclui o tipo de alimento,
cultivar, variedade, fase de amadurecimento, intensidade de processamento (Ornelas-
Paz et al., 2008; Victoria-Campos et al., 2013; Ramos-Aguilar et al., 2015).

As pectinas, como outros componentes endogenos e dietéticos, podem se ligar
aos ions de célcio (Figura 5) (Braccini e Perez, 2001; Rui, 2009), através das fortes
interacdes com os residuos de &cido galacturénico e galurbnico, formando géis
(Braccini e Perez, 2001). Estes complexos reduzem a digestao lipidica, diminuindo a
area superficial das goticulas de gordura, promovendo a floculacdo e formacéo de
microgel, o que impede a acéo da lipase, e a reducdo dos niveis de célcio livre no
meio gastrointestinal resulta na acumulacéo de acidos graxos livres nas superficies
de goticulas lipidicas (Hu, Li, Decker e McClements, 2010).

A interacdo da pectina com sais biliares também pode afetar o processo de
lipdlise, pois limita a disponibilidade destes para a formacdo de micelas e
emulsificacdo de lipideos (Cervantes-Paz et al., 2016b; Dongowski, Huth, e Gebhardt,
2003). A ligagdo das pectinas ocorre por meio de interagdes hidrofobicas, e tal
capacidade pode ser atribuida ao diferente nimero de grupos hidroxilas presentes em
ambas estruturas (Drzikova, Dongowski, Gebhardt, e Habel, 2005; Cervantes-Paz et
al., 2016b; Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca e
McClements, 2014b). Cervantes-Paz et al. (2016b) avaliou o efeito da concentracao e
das propriedades estruturais das pectinas sobre a capacidade de ligacdo com sais
biliares e o processo de formacdo de micelas de carotenoides, e descobriu que a
interacao € influenciada pelo grau de esterificacdo, no qual uma interacao é mais forte
guando as pectinas apresentam um alto grau de esterificacao.

Também foi relatado, que a pectina de beterraba forma multicamadas na
interface das goticulas lipidicas através de interacdes eletrostaticas entre as porcoes
proteicas carregadas positivamente e os residuos de acido galacturbnico que séo
carregados negativamente (Siew, Williams, Cui e Wang, 2008), causando variacdes

na carga elétrica das moléculas, tenséo superficial, reologia e densidade de fluidos
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(McClements, Decker e Weiss, 2009; Bauer et al., 2005; Capuano, 2016). Essas
variacfes podem alterar o processo de lipdlise e modificar os niveis dos produtos de
digestéo lipidica disponiveis para a formag¢do de micelas (McClements, 2013). Por
outro lado, a formag&o de camadas favorece a atividade emulsificante das pectinas,
de acordo com as propriedades estruturais do polissacarideo (Leroux et al., 2003;
Funami et al., 2011). Zhao e colaboradores (2015) e Zhang e colaboradores (2015)
observaram uma alta estabilidade de emulsdes 6leo-agua contendo polissacarideos
aniébnicos, como pectina de beterraba, embora a digestdo lipidica tenha sido
comprometida. Esta pode ser uma consequéncia da abundéancia de cargas negativas,
0 que provocou repulsdo eletrostatica entre moléculas de pectina nas superficies de
goticulas lipidicas e favoreceu uma maior concentracdo de pectina ndo absorvida,
promovendo o processo de floculagao.

Por fim, a pectina pode influenciar a atividade das enzimas digestivas, inclusive
as envolvidas na digestéo lipidica, atuando como uma barreira fisica entre substratos
e enzimas digestivas (McClements e Li, 2010; Mun, Decker, Park, Weiss e
McClements, 2006), protonando o sitio enzimatico ativo por meio dos residuos de
acido carboxilico (Kumar e Chauhan, 2010), e estabelecendo interacdes moleculares
diretas (eletrostatica, ligacdo de hidrogénio ou hidrofébicos), e passando a competir
pelo sitio ativo da enzima (Capuano, 2016). Essa competicdo depende dos grupos de
ésteres, que alteram a natureza polar do polissacarideo, aumentando a
hidrofobicidade da pectina (Mohnen, 2008).

Tsujita et al. (2003) observaram que a pectina de baixo peso molecular inibiu
fortemente a atividade da lipase, e atribuiram esse efeito a interacdo da pectina com
substratos emulsionados o que inibiu a adsorcao de lipase na interface da emulséo.
Em contraste, Edashige, Murakami e Tsujita (2008) demonstraram que as pectinas de
alto peso molecular inibiram fortemente a atividade da lipase, enquanto que a pectina
de baixo peso molecular teve um efeito inibitério mais fraco. Portanto, considerando
tais informacgdes, varios fatores, como a solubilidade e a viscosidade das pectinas,
podem estar envolvidos na inibicdo das lipases, assim como uma interferéncia fisica
da pectina também é possivel (Tsujita et al., 2003). Esta hipotese da inibicdo da
atividade da lipase pela pectina é reforcada por véarios estudos, que demonstraram
que as atividades de outras enzimas, como a tripsina, a-quimotripsina, a-amilase e

pepsina, também foram inibidas pela pectina (lkeda e Kusano, 1983).
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Figura 5: Efeitos da interacao célcio-pectina no processo de lipélise (Cervantes-paz et al.,
2017).

5.Proteinas

As proteinas sdo polimeros complexos, compostos por 21 aminoacidos
diferentes. E além de atuarem como enzimas, as proteinas também funcionam como
componentes estruturais das células e dos organismos complexos. Essa diversidade
funcional resulta da sua composicao quimica, que da origem a uma série de formas
estruturais tridimensionais, com diferentes fun¢des bioldgicas (Damodaran, 2010).

Podem ser denominadas como homoproteinas ou heteroproteinas, quando sao
complexadas com compostos ndo proteicos. Também podem ser classificadas de
acordo com sua organizacao estrutural aparente, como proteinas globulares, as quais
apresentam uma forma esférica, e fibrosas, na forma de bastonetes. Ou séo
categorizadas conforme sua funcdo biolégica, como catalizadores enzimaticos,
proteinas estruturais, contrateis, transportadoras, de armazenamento, protetoras,
horménios e anticorpos (Damodaran, 2010).

Existem quatros niveis de estrutura das proteinas, a estrutura primaria consiste

em uma sequéncia linear com aminoacidos ligados por meio de ligacdes peptidicas;
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a estrutura secundaria apresenta um arranjo espacial dos residuos de aminoacidos
em alguns segmentos da cadeia peptidica, pode ser classificada como estrutura
helicoidal ou folha ; a estrutura terciaria consiste em uma estrutura secundaria com
a cadeia linear mais compacta; e por fim, a estrutura quaternaria refere-se ao arranjo
espacial de uma proteina que contém mais de uma cadeia polipeptidica (Damodaran,
2010).

As principais fontes alimentares de proteinas séo leite, carnes, ovos, cereais,
leguminosas e oleaginosas. E as propriedades funcionais das proteinas nos alimentos
estdo relacionadas com as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, podendo estar

sujeitas a mudancas durante o processamento (Damodaran, 2010).
5.1.Mecanismos de interferéncia no processo de lipdlise

Muitas proteinas apresentam uma excelente atividade superficial, motivo pelo
qual sdo amplamente utilizadas como ingrediente na preparacéo de emulsdes (Kanto
e Nakai, 1980; Singh, 2011; Dickinson, 2001). Tal caracteristica € atribuida a sua
flexibilidade molecular, e a anfifilicidade de suas cadeias polipeptidicas, que permitem
gue as proteinas se reorientem de forma que os residuos hidrofébicos permanecam
na fase oleosa e os residuos hidrofilicos na fase aquosa. Quando em contato com
uma emulséo as proteinas sao adsorvidas na superficie ativa das goticulas de lipidios,
diminuindo a tensdo superficial e retardando a coalescéncia (Damodaran, 1997
Dalgleish, 2006; Dickinson, 1999).

As proteinas mais utilizadas em emulsdes alimentares sdo derivadas de leite,
soja e ovos. Singh e Ye (2013) apresentaram uma excelente revisdo sobre os fatores
gue afetam a digestibilidade de emulsdes lipidicas a base de proteinas e descreveram
também o comportamento destas emulsdes no ambiente oral, gastrico e intestinal. O
tipo de proteina afeta claramente o comportamento fisico-quimico das emulsdes
estabilizadas por proteinas durante a digestdo in vitro, mas ndo esta claro se elas
apresentam um efeito significativo na digestéo lipidica (Singh e Ye, 2013). Além disso,
deve-se considerar que o pH baixo do estbmago provoca floculagéo ou coalescéncia
das proteinas e sua interface € propensa a proteélise por acao da pepsina no ambiente
gastrico e duodenal, o que afeta a sua estabilidade (Bellesi, Martinez, Pizones Ruiz-

Henestrosa e Pilosof, 2016).
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Estudos in vitro mostraram que as emulsdes estabilizadas com caseinato e
proteina do soro de leite apresentaram uma pequena diferenca entre si, mas se
comparadas as emulsdes estabilizadas com lecitina e Tween 20, as extensdes de
lipdlise foram bem maiores (Mun et al., 2007).

Para emulsdes estabilizadas por proteinas, o efeito do calcio depende de varios
fatores, pois este tem impacto nas propriedades fisico-quimicas da emulsdo e na
estrutura superficial das goticulas de lipidios (Singh e Ye, 2013). Yeet al
(2013) avaliaram o efeito do calcio na cinética de liberacao de &cidos graxos livres nas
emulsdes estabilizadas por proteina isolada do soro de leite, Tween 20, caseinato de
soédio e lecitina sob condi¢cdes duodenais, comprovando que a adicdo de calcio
promove a taxa de liberacdo de acidos graxos livres, através a remocao destes da
superficie das goticulas de lipidio, e concluiram que o aumento da taxa depende do
agente emulsificante. As proteinas sdo capazes de interagir com célcio, reduzindo a
sua disponibilidade e, consequentemente, diminuem a atividade da lipase, além disso,
as moléculas de proteinas também podem ser adsorvidas na interface da goticula
dificultando o acesso da lipase (Helbig, Silletti, Timmerman, Hamer e Gruppen, 2012).

Em outro trabalho, Bellesi et al. (2014) demonstrou a partir da analise de
adsorcdo competitiva que a proteina de soja era particularmente mais resistente ao
deslocamento de sais biliares do que a B-lactoglobulina ou a proteina de clara de ovo,
0 que poderia impactar na digestao de lipidios. E neste mesmo trabalho foi estudado
o comportamento de emulsbes estabilizadas com proteina de soja em comparacao
com a B-lactoglobulina (Sarkar, Horne e Singh, 2010a, 2010b; Singh et al., 2009) e um
polissacarideo nao-idnico (hidroxipropilmetilcelulose — HPMC) (Camino, Sanchez,
Rodriguez Patino e Pilosof, 2012) sob condicdes simuladas de digestéao
gastrointestinal.

5.1.1. Proteinas do leite

As proteinas do leite podem ser divididas em duas categorias: as proteinas do
soro de leite, como a B-lactoglobulina, que sdo proteinas globulares, e caseinas, que
possuem estruturas flexiveis e ndo apresentam estruturas secundarias e terciarias
regulares (Dickinson, 1999 e 2001, Dalgleish, 2006 e 1996; Walstra, 1993; Morr et al.,
1993; Ye e Singh, 2006 e 2007; Singh, 2005; Ornebro et al., 2000).
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As proteinas derivadas do leite tém sido extensivamente estudadas para a
formacdo e estabilizacdo de emulsbes que apresentem boas propriedades de
superficie ativa e que forme camadas interfaciais com propriedades reoldgicas
desejaveis (Rodriguez Patino e Pilosof, 2011; Singh e Ye, 2013). As mais utilizadas
sao as caseinas, que apresentam estruturas bastante flexiveis e as proteinas do soro
gue séao tipicamente globulares.

Mun, Decker e McClements (2007) estudaram o comportamento do caseinato de
sédio e da proteina isolada do soro de leite em emulsbes de 6leo de milho-agua,
observando a taxa de liberacdo de acidos graxos livres em um modelo in vitro por
acao da lipase pancreética. E concluiu-se que a liberacéo de acidos graxos a partir de
emulsdo com caseinato de sédio foi ligeiramente mais elevada do que a emulsdo com
proteina isolada. Em um outro trabalho realizado por Chang e McClements
(2016), utilizando as mesmas proteinas em uma emulsao de 6leo de peixe-agua foram
obtidos resultados diferentes, houve uma digestdo quase completa do 6leo de peixe
para ambas as emulsdes. No entanto, as taxas de digestao iniciais para as goticulas
de gordura revestidas com caseinato foram mais lentas do que para as goticulas com
proteina isolada, devido ao processo de floculacéo e coalescéncia que ocorreu antes
da adicdo das lipases.

Mais recentemente Zhang e colaboradores (2015) compararam a influéncia do
tipo de proteina do leite, sendo uma catibnica-lactoferrina e o outra anibnico-
caseinato, em um ambiente gastrointestinal simulado. Foi observado que a velocidade
inicial de digestao de lipidios foi mais lenta nas emulsfes estabilizadas por caseinato,
devido a floculagéo de goticulas na fase gastrica, o que restringiu o acesso da lipase
a superficie dos glébulos de gordura. No entanto, houve a completa digestdo dos
lipidios em todas as emulsdes ao final do processo.

5.1.2. Proteinas da soja

As principais proteinas da soja sédo a conglicinina e a glicinina. As modificac6es
estruturais causadas por meétodos fisicos ou quimicos podem melhorar as
caracteristicas superficiais e sua funcionalidade (Morales, Martinez, Pizones Ruiz-

Henestrosa e Pilosof, 2015).
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Malaki Nik, Wright e Corredig (2011) utilizaram varios modelos de digestéo in
vitro para investigar o processo de lipolise de emulsbes preparadas com proteina
isolada do soro de leite e proteina de soja. Foi observado que independentemente do
modelo de digestdo in vitro, as emulsdes com proteina de soja apresentaram um
elevado grau de lipdlise se comparado as emulsdes estabilizadas por proteinas do
leite. Tal resultado foi obtido pois a emulsdo com proteina do leite era mais estavel
durante a digestao géstrica in vitro, mas devido ao processo de protedlise por acdo da
tripsina e quimiotripsina combinado com deslocamento interfacial de sais biliares,
estes sofreram uma perda de estabilidade, resultando na coalescéncia das goticulas
e em um menor grau de lipdlise.

Bellesi et al. (2016 e 2014) estudaram o comportamento de emulsdes
estabilizadas com proteina de soja em comparagcdo com a B-lactoglobulina. A
extensdo da digestdo de lipidios da emulsdo de proteina de soja apresentou
resultados menores ao ser medir a liberacdo de acidos graxos livres na digestao in
vitro, o que pode estar relacionado com o comportamento da interface das proteinas
de soja, que sdo mais resistentes ao deslocamento de sais biliares, resultando em

uma menor adsorcao da lipase.

6. Metodologias de avaliacao da lipolise

6.1.Métodos Gerais
6.1.1. Estudos in vitro

O teste se baseia em submeter um sistema de entrega a uma série de
tratamentos que simulam uma ou mais partes do trato gastrointestinal humano (boca,
estomago, intestino). O que engloba a aplicacdo de uma série de fluidos, com
composicado, pH, enzimas, sais biliares e outros componentes semelhantes ao que é
liberado no corpo humano. Ao longo do processo, sempre sao avaliadas mudancas
na composicao, estrutura e propriedades fisico-quimicas do sistema de entrega (Hur;
Decker; McClements, 2009). Desta forma, a taxa de digestdo lipidica pode ser
determinada pela quantidade de acidos graxos liberados, por agédo da lipase (Armand
et al., 1992; Dahan e Hoffman, 2008).

Este teste também permite avaliar a absorcdo de componentes lipofilicos
utilizando um meétodo fisico ou pela absorcéo de culturas de células que imitam o

epitélio do intestino humano (Christenses et al., 2004; Versantvoort et al., 2002;
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Dhuique-Mayer et al., 2007). Experimentos in vitro fornecem informacdes Uteis sobre
possiveis mecanismos fisico-quimicos que ocorrem durante o processo de digestao e
absorcao de lipidios (Porter e Charman, 2001). Porém, o sistema digestério humano
€ extremamente complexo e varia de pessoa para pessoa, logo, ndo é possivel imita-

lo corretamente em laboratorio.
6.1.2. Estudos in vivo

Estudos in vivo utilizando animais e humanos: Para a obtencéo de resultados
mais realistas do desempenho de um sistema de entrega, o mais indicado € a
realizacdo de estudos in vivo com animais ou até seres humanos, 0 que permite
diferentes tipos de medicdes (McClements, Decker e Park, 2009). O método consiste
em alimentar um animal com o sistema de entrega a ser testado, podendo ser feito de
maneira isolada ou incorporando a sua dieta, durante um periodo especifico
(McClements e Li, 2010).

Em seguida, os resultados podem ser medidos de acordo com mudancas no
comportamento ou peso do animal, e pelas alteraces fisiolégicas que possam ocorrer
com orgaos internos especificos, como figado, pancreas, rins, gorduras subcutaneas,
trato gastrointestinal, entre outros. Outro modo de avaliar os resultados é através da
analise da composicéo de fezes, urina e sangue, que além de ser um indicativo de
absorcdo, metabolismo e excrecdo de compostos em particular, permite também o
monitoramento desses mesmos mecanismos (McClements e Li, 2010).

Em alguns casos, é possivel utilizar tubos invasivos para coletar amostras de
sistemas de entrega em uma determinada regido do trato digestivo. Alternativamente,
pode-se usar de métodos de imagem, tais como ressonancia magneética, ultrassom ou
raios-X, para visualizar 0s processos que ocorrem no interior do trato gastrointestinal.
Estudos in vivo geralmente fornecem resultados mais precisos de como 0s sistemas
de entrega funcionam na pratica, mas também possuem muitas limitacdes, pois se
trata de um método caro, demorado e aborda questdes éticas e legais. Além disso, ao
se trabalhar com animais, € importante que seus sistemas digestorios se comportem
de forma semelhante com o dos humanos, para que assim se obter resultados
significativos (McClements e Li, 2010).

Armand et al. (1999) e Seimon et al. (2009) realizaram estudos in vivo com
humanos voluntéarios, avaliando a influéncia do tamanho das goticulas de lipidios das

emulsdes no ambiente gastrico e intestinal, e observaram que tal caracteristica esta
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associada a sensacédo de saciedade, a digestao lipidica, motilidade e esvaziamento
gastrico. Maljaars et al. (2012) trabalharam com infusdo direta de emulsdes
estabilizadas com caseinato no intestino de humanos, e relataram que emulsées com
particulas menores reduziram significativamente a fome, retardando o processo de
esvaziamento gastrico. O efeito do tamanho dos glébulos de gordura nas emulsdes
tem maior efeito no duodeno do que no ileo, pois ha uma maior abundancia de lipases
no duodeno do que no ileo, e a area de superficie € um fator limitante na taxa de

digestao (Layer, Go e DiMagno, 1986).
6.2.Método pH-stat

O método pH-stat é uma ferramenta analitica amplamente utilizada em produtos
farmacéuticos e pesquisa de alimentos para a caracterizacao de condi¢des simuladas
da digestéo de lipidios no intestino in vitro (Armand et al., 1992; Dahan e Hoffman,
2008; Dahan e Hoffman, 2006; Nilsson e Belfrage, 1979). Baseia-se em medi¢des da
guantidade de &cidos graxos livres liberados a partir dos lipidios (triglicerideos) apo6s
a acdo das lipases em um meio com pH proximo do neutro. O pH do meio é um fator
importante para a representacdo, pois 0 comportamento dos ions presentes, a
solubilidade dos acidos graxos e a atividade da lipase variam de acordo com o pH (Al,
Siddiqui e Nazzal, 2010; Bauer, Jakob e Mosenthin, 2005; Snabe, Neves-Petersen e
Petersen, 2005; De Maria et al., 2009).

O processo consiste em colocar a amostra em uma camara com temperatura
controlada, contendo um fluido que simula as condigbes do meio no intestino. Esse
fluido € composto pelos principais componentes digestivos em concentracdes
adequadas, 0 que inclui lipase, colipase, sais biliares, fosfolipidios e ions minerais. A
lipase catalisa a digestao lipidica, formado dois acidos graxos e um monoacilglicerol
a partir de um triacilglicerol, em seguida é adicionado um alcali (NaOH), em
concentracao suficiente para neutralizar os acidos graxos, mantendo assim o controle
do pH, e tal etapa deve ser registrada em funcédo do tempo (McClements e Li, 2010).

O pH-stat (Figura 6) € um método relativamente simples e rapido, que permite
comparar diferentes sistemas de entrega sob condi¢cdes experimentais semelhantes,
podendo entéo ser utilizado em pesquisas rapidas onde se deseja analisar o impacto
de diferentes fatores fisico-quimicos sobre o processo de digestao de lipidios. Sendo
importante ressaltar que a composi¢ao do fluido que simula as condi¢ées do meio no

intestino deve ser apropriada, de modo a se obter resultados que possam ser
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comparados com estudos in vivo. Para se obter resultados mais realistas, €
necessario que os sistemas de entrega analisados sejam submetidos a todos as

condi¢Oes do trato gastrointestinal (McClements e Li, 2010).
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Figura 6: Esquema do modelo de digestéo in vitro utilizado no método de pH-stat (McClements e Li,
2010).

A percentagem de acidos graxos livres totais liberado (®) em fungdo do tempo

(), pelo método de pH-stat pode ser calculado a partir da equacéo 1:

3xkxMxt) 2
2 )

D= Dy x (1— (14 P

[Equacdo 1]

Em que: ®max = medida da extensdo da digestdo (ou seja, o percentual maximo do
total de acidos graxos livres presente, que € lancado no final da reacao); k = medida
da velocidade de digestdo (isto é, a quantidade em mmol de acidos graxos livres
liberados por unidade de area de superficie das goticulas por unidade de tempo); do
= didmetro da goticula inicial; po = densidade das goticulas de 6leo; M = massa molar
do 6leo (McClements e Li, 2010).

Logo, o perfil de pH-stat pode ser obtido em termos de apenas dois parametros,
®max € k, 0s quais podem ser determinados a partir de valores que melhor se ajustem
aos dados experimentais e ao modelo matematico (McClements e Li, 2010).

Uma série de estudos examinaram o impacto do tipo de emulsificante no
processo de digestao lipidica. McClements e Li (2010) observaram que a resisténcia
das goticulas lipidicas revestidas por diferentes tipos de emulsificantes durante o

processo de lipdlise diminuia de acordo com a seguinte ordem: surfactante nao-iénico
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(Tween 20), lecitina, caseinato ou proteina isolado do soro. Contrariando um estudo
recente que, utilizando o método pH —stat, descobriram que o tipo de emulsificante
ndo tem grande impacto sobre a taxa e extensdo da digestéo lipidica. As emulsdes
Oleo-4gua de triglicerideos de cadeia média, estabilizadas por diferentes
emulsificantes (B-lactoglobulina, Tween 20 e lecitina) apresentaram uma porcentagem
de &cidos graxos liberados em funcédo do tempo bastante semelhantes, assim como
os valores de k e pmax. Porém, as diferencas encontradas a respeito do impacto do
tipo emulsificante na digestao de lipidios podem ser devido as diferencas na natureza
dos métodos in vitro utilizados, como as caracteristicas iniciais das goticulas (tipo de
0leo, tamanho e concentracdo das goticulas) e a composicdo do fluido intestinal
utilizado na simulagéo (sais biliares, lipase e minerais) (McClements e Li, 2010).

Em um outro experimento, utilizando digestéo in vitro, McClements e Li (2010)
examinaram a influéncia das propriedades do revestimento de biopolimero na
digestado de lipidios por acdo da lipase pancreatica. No qual foi utilizado uma técnica
de deposicéo eletrostatica de multicamadas para preparar emulsdes de 6leo de milho-
agua, revestidas com lecitina, lecitina-quitosana e lecitina-quitosana-pectina. Uma
determinada concentracdo de lipase pancreatica e extrato de bile foram adicionados
a cada emulséo, e a quantidade de goticulas agregadas e acidos graxos liberados foi
medida em funcdo do tempo. Os resultados mostraram que a quantidade de &cidos
graxos liberados foi muito mais baixa nas emulsdes revestidas com lecitina-quitosana,
se comparadas as demais. E o processo de agregacao das goticulas foi mais extensa
na emulsdo de lecitina-quitosana do que nas outras duas emulsdes (Mun et al.,
2006). A atividade da lipase foi reduzida na emulsao de lecitina-quitosana devido a
formacao de uma camada catibnica relativamente espessa ao redor de cada gldbulo,
0 que ocasionou na formacao de flocos grandes, restringindo o acesso da lipase. E o
fato do revestimento de lecitina-quitosana-pectina nao ter inibido a atividade da lipase
foi atribuido a dessorcdo de um complexo de quitosana/pectina da superficie das
goticulas de lipidio, permitindo o acesso das enzimas digestivas.

Estudos recentes, realizado por McClements (2010), utilizando a mesma
metodologia citada anteriormente, mostraram que outras combinacbes de
emulsificantes e biopolimeros também apresentam a capacidade de reduzir a taxa e
a extenséo da digestao de lipidios, como por exemplo, a B-lactoglobulina-alginato de

quitosana.
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Porém, uma das limitacdes do método de multicamada € que o revestimento de
biopolimeros € realizado por interacbes eletrostaticas, e, portanto, podem ser
interrompidas se o pH ou a forga idnica do sistema for alterado.

Este mesmo estudo avaliou o impacto do nimero de camadas na digestao
lipidica, e observou que a taxa de digestao de lipidios diminui conforme o niumero de
camadas em torno das goticulas lipidicas aumenta (McClements, 2010). A influéncia
do tamanho da goticula de lipidio na atividade da lipase também foi investigada in vitro
(Armand et al., 1992; Borel et al., 1994) e in vivo (Armand et al., 1999; Foltz et al.,
2009), para ambas as lipases, gastrica e pancreatica, mostrando que quanto maior a

goticula, menor taxa de lipolise.

7. Efetividade

Todos os estudos apresentados neste trabalho mostraram que tanto os
polissacarideos como as proteinas, possuem a capacidade de retardar o processo de
digestdo de lipidios no ambiente gastrointestinal humano. Tais caracteristicas
dependem do tipo e da estrutura do composto, como por exemplo, foi citado o uso de
derivados de celulose, ou hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), o qual seu grau de
hidrofobicidade esta associado a grau de substituicdo, e no caso da pectina, quanto
maior o grau de esterificacdo mais interacdes sera capaz de realizar. Porém, deve-se
ressaltar que houve bastante divergéncia de resultados, alguns estudos apontaram
qgue o tipo de emulsificante influencia na diminuicdo da lipélise, enquanto outros
mostraram que os resultados eram praticamente 0S mesmos.

A forma que os polissacarideos e as proteinas interferem no processo de
digestao de lipidios sdo bem semelhantes, em ambos os casos ha formacéo de uma
barreira fisica, que impede o0 contato das enzimas lipase com os lipidios
emulsionados, e a interacdo com sais biliares, ions célcio e acidos graxos livres, que
podem resultar na floculagéo de goticulas, reducéo da concentracéo de célcio no meio
digestivo e acimulo de compostos na superficie dos glébulos de gordura. E possivel
observar nos estudos apresentados que 0s polissacarideos sdo mais efetivos na
reducdo da taxa e extensédo de lipolise, pois ndo sdo afetados pela agdo de enzimas,

ao contrario das proteinas que estao sujeitas a proteolise.
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Tais informacdes foram obtidas através de estudos in vitro, que sdo mais simples
e rapidos, e tém apresentado resultados promissores. Mas, também €& possivel
recorrer a estudos in vivo, com animais ou seres humanos voluntarios, e embora seja
um método mais caro e que envolve muitas questfes éticas, os resultados obtidos
sdo mais realistas. Porém, em ambos os métodos houveram uma série de
divergéncias, pois, além de ainda nao ser possivel reproduzir corretamente as
condi¢gbes as quais a emulsédo é submetida no trato gastrointestinal humano, cada
autor utilizou em seus estudos in vitro emulsées com caracteristicas diferentes e uma
determinada concentracao de fluidos gastrointestinais. Nos estudos in vivo, deve-se
considerar que foram realizados com amostras de emulsdes prontas, que foram
inseridas em um ambiente digestivo especifico, logo, ndo se sabe se os resultados
serdo 0s mesmos para produtos alimentares ingeridos oralmente, pois existem outros
compostos presentes nos alimentos que podem interferir e afetar a estabilidade das

emulsoes.

8.Concluséo

Os estudos in vitro e in vivo mostraram que emulsdes estabilizadas por
polissacarideos foram mais efetivas na reducéo da lipolise, se comparadas com as
proteinas, pois ndo séo afetadas pelo processo de protedlise no trato gastrointestinal,
e embora, em nenhum dos casos foi possivel inibir completamente o processo de
digestdo de lipidios, estes estudos permitiram determinar alguns mecanismos que
reduzem a taxa de lipdlise, como as interacdes dos polissacarideos e proteinas com
sais biliares, ions célcio e acidos graxos livres, que promovem uma alteracdo na
concentracéo destes compostos inibindo a atividade da lipase.

Além de entender os mecanismos de interferéncia de polissacarideos e
proteinas na digestédo lipidica, foi possivel observar que os métodos utilizados para
avaliacdo do processo de lipolise tém apresentado resultados promissores, que
permitem uma boa aproximacao do que ocorre no sistema digestivo humano. Apesar
das divergéncias de resultados entre autores, deve-se considerar que cada um
trabalhou com um tipo de emulsdo e fluidos digestivos diferentes. Além disso, o
desafio atual € conseguir reproduzir 0os movimentos peristalticos do sistema
gastrointestinal, obtendo assim uma maior aproximacgao do processo de digestao de

lipidios ao longo de todo o trato gastrointestinal.
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