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APRESENTACAO DO TRABALHO

Esta dissertacdo encontra-se dividida em: Resumo; Abstract; Introducdo Geral;
Objetivos (geral e especificos); Capitulo I: Revisdo Bibliografica e Capitulo II:
Desenvolvimento e Caracterizacdo de Nanodispersdes de B-caroteno com Farinha de

Albedo de Maracuja e Pectina citrica Comercial como Agentes Encapsulantes.



RESUMO

Os pigmentos naturais a cada dia tornam-se alvo de investigacdo, com destaque para 0s
carotenoides, presentes na biomassa de diversas microalgas, tais como Spirulina sp.
Esses pigmentos apresentam instabilidade ao oxigénio, luz, pH e altas temperaturas,
sendo 0 nanoencapsulamento uma alternativa para sua preservacdo. Polimeros naturais
sdo pouco utilizados nessa tecnologia, o que limita a incorporacdo destas nanoparticulas
em alimentos. Nesse contexto, a farinha do albedo do maracuja amarelo apresenta-se
como alternativa de material encapsulante por conter quantidade expressiva de pectina.
Assim, o objetivo desse estudo foi obter nanodispersdes ricas em [B-caroteno natural
(extrato obtido de Spirulina sp. LEB 18) e sintético, por deslocamento de solvente,
comparando o efeito da farinha do albedo de maracujd amarelo e da pectina citrica
comercial como agentes encapsulantes nas suas caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade durante armazenamento refrigerado. Foram produzidas 4 formulagdes
(2130 pug/mL): A= Farinha de albedo + Extrato; B= Farinha de albedo + B-caroteno; C:
Pectina comercial + pB-caroteno e D: Pectina comercial + Extrato. Estas foram
caracterizadas quanto ao tamanho de particula, potencial zeta, indice de polidispersdo
(Pdl), viscosidade, pH, cor (escala CIELab), eficiéncia de encapsulacdo, Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), atividade antioxidante e estabilidade durante 60 dias
de armazenamento (4 °C). Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdo de medias de Tukey (5 % de probabilidade). O
didmetro médio das particulas, independente do polimero utilizado foi de 84,40 £ 1,20
nm (tempo 0) e ap6s armazenamento 82,29 + 0,51 a 86,83 + 0,50 nm e 82,94 £ 0,35 a
91,26 + 0,79 nm para as formulacBes contendo farinha e pectina comercial,
respectivamente. Os dois materiais poliméricos desempenharam papel estabilizante,
mesmo sem o uso de surfactante, demonstrando prevencéo a floculacdo das particulas,
uniformidade no tamanho (Pdl entre 0,113 + 0,01 e 0,186 + 0,00) e eficiéncia de
encapsulamento préoximas a 100 %, boa atividade antioxidante e melhor retencdo de
carotenoides para as formulagdes contendo o extrato. Os resultados obtidos demonstram
o0 possivel uso da farinha do albedo do maracuja amarelo na obtencdo de nanodispersdes
ricas em fB-caroteno, pelo método de deslocamento de solvente, com a manutencdo do
baixo custo da técnica e viabilidade na substituicdo de polimeros comerciais.

Palavras-chave: nanoparticula, encapsulamento, carotenoides, pectina, Spirulina sp.



ABSTRACT

The natural pigments are becoming a target for research, especially the carotenoids,
present in the biomass of various microalgae, such as Spirulina sp. These pigments
present instability to oxygen, light, pH and high temperatures, and nanoencapsulation is
an alternative for their preservation. Natural polymers are little used in this technology,
which limits the incorporation of these nanoparticles in food. In this context, the yellow
passion fruit albedo flour presents as an alternative of encapsulating material because it
contains an expressive amount of pectin. Thus, the objective of this study was to obtain
nanodispersions rich in natural p-carotene (extract obtained from Spirulina sp.) and
synthetic, by displacement of solvent, comparing the effect of yellow passion fruit
albedo flour and commercial pectin as encapsulating agents in their characteristics
Physical-chemical properties and stability during refrigerated storage. Four formulations
(=130 pg / mL) were produced: A = albedo flour + Extract; B = albedo flour + B-
carotene; C: Commercial pectin + B-carotene and D: Commercial pectin + Extract.
These were characterized in terms of size particle, potential zeta, polydispersity index
(PDI), viscosity, pH, color (CIELab scale), encapsulation efficiency, Transmission
Electron Microscopy (TEM), antioxidant activity and stability for 60 days storage (4
°C). The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and Tukey averages
comparison test (5% probability). The average particle diameter, regardless of the
polymer used was 84.40 £ 1.20 nm (time zero) and after storage 85.06 = 1.70 nm. The
two polymer materials played a stabilizing role, even without the use of surfactant,
demonstrating prevention of flocculation and particle aggregation, uniformity in size
(PDI between 0.113 + 0.01 and 0.186 + 0.00) and encapsulation efficiency close to
100%, good antioxidant activity and better carotenoid retention for the formulations
containing the extract (78.25 £ 0.20 and 65.45 = 0.01%, respectively). The results
obtained demonstrate the possible use of yellow passion fruit albedo flour to obtain
nanodispersions rich in p-carotene, by the solvent displacement method, with the
maintenance of the low cost of the technique and viability in the substitution of
commercial polymers

Keywords: Nanoparticle, encapsulation, carotenoids, pectin, Spirulina sp.
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1. Introducdo Geral

Os corantes naturais estdo entre as principais classes de aditivos imprescindiveis
para a industria alimenticia na conquista de consumidores, pois a cor € muito importante
para a aceitacdo do alimento (LARSEN, 2008). Dentre os aditivos, destacam-se 0s
carotenoides, por ser um corante natural amplamente utilizado, ndo apenas com a
finalidade de atribuir cor, como também por sua versatilidade de fungdes e beneficios
para a salde humana (VILCHEZ, et al., 2011; ZHANG, et al., 2014; FIEDOR, e
BURDA, 2014).

Os carotenoides sdo sintetizados por plantas, animais e microrganismos, dentre
estes, a microalga Spirulina sp., que de acordo com as condigdes de cultivo, produz
quantidades expressivas de carotenoides (B-caroteno, zeaxantina e B-criptoxantina),
podendo atuar como fonte alternativa para a producdo desses pigmentos em escala
comercial e industrial (RAS et al., 2013; CHRISTAKI et al., 2013; ERDOGAN, et al.,
2015).

Contudo, como a maioria dos pigmentos naturais, os carotenoides apresentam-se
menos estaveis a fatores como oxigénio, luz, pH, alta temperatura, entre outros. Assim,
é crescente a busca por novas formulagdes que visam manter as propriedades destes
corantes como ferramenta atrativa para inddstria, dentre elas, a técnica de
nanoencapsulamento (particulas com dimens@es inferiores a 1000 nm) (SANTOS et al.,
2016), uma vez que, muitos estudos relatam o potencial desta tecnologia na preservacéo
das propriedades bioativas e melhor dispersibilidade destes compostos em agua para
melhor incorporacdo em alimentos (RIBEIRO et al., 2008; GUTIEERREZ et al., 2013;
SANTOS et al., 2015; ZHANG et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

Dentre as diferentes técnicas de nanoencapsulamento, o método de deslocamento de
solvente (deposicdo interfacial do polimero pré-formado ou nanoprecipitacdo) vem
sendo amplamente utilizado, uma vez que, apresenta vantagens de aplicacdo a baixo
custo, boa reprodutibilidade e eficiéncia (MORA-HUERTAS et al., 2011). Além disso,
de acordo com a aplicabilidade, esta técnica permite a escolha de polimeros de caréater
natural ou sintético (SANTOS et al., 2016; YADAV et al., 2014), sendo mais utilizados
os poliesteres poli (acido latico) PLA, poli (lactideo-co-glicolideo) PLGA e o poli (e-
caprolactona) PCL (RIBEIRO et al., 2008; SANTOS et al., 2016).

O uso de polimeros naturais na obtencdo de nanoparticulas ricas em carotenoides é

desejavel, para possibilitar sua aplicacdo na industria de alimentos. Nesse sentido, a
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pectina, apresenta destaque por sua boa interacdo com os carotenoides (VERRIJSSEN
et al., 2015; CERVANTES-PAZ et al., 2016), e por compor ampla variedade de
alimentos, como vegetais e frutas (principalmente nas cascas) (CANTERI et al., 2012;
LIEW, CHIN e YUSOF, 2014; SEIXAS et al., 2014; CHAN et al., 2017).

Dentre os produtos ricos em pectina, a casca do albedo do maracuja amarelo
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa), na forma de farinha, pode apresentar potencial
tecnoldgico, com diferentes aplicacGes na area de alimentos como agente espessante,
estabilizante e gelificante, ingrediente funcional em alimentos e na producdo de
embalagens (NASCIMENTO, et al., 2012; PINELI et al., 2015; COELHO et al., 2017)
entretanto, seu uso como material polimérico na obtencdo de nanoparticulas ainda néo
foi explorado.

Nesse contexto, diante da potencialidade biotecnoldgica dos extratos de carotenoides
microalgais e da auséncia de estudos que confiram a estes compostos os beneficios do
nanoecapsulamento para aplicacdo em alimentos, o objetivo do presente trabalho foi
obter nanodispersoes ricas em [-caroteno natural (extrato obtido de Spirulina sp. LEB
18) e sintético, produzidas por deslocamento de solvente, utilizando farinha do albedo
de maracuja amarelo e pectina citrica comercial como agentes encapsulantes, além de
determinar suas caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade sob armazenamento
refrigerado, a fim de verificar o potencial deste subproduto natural como possivel

substituto aos polimeros comerciais.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

v

O objetivo do presente trabalho foi obter nanodispersdes ricas em [-caroteno
natural (extrato obtido de Spirulina sp. LEB 18) e sintético, produzidas por
deslocamento de solvente, utilizando farinha do albedo de maracuji amarelo e
pectina citrica comercial como agentes encapsulantes, além de determinar suas
caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade sob armazenamento refrigerado, a
fim de verificar o potencial deste subproduto natural como possivel substituto

aos polimeros comerciais.

2.2. Objetivos Especificos

v

Obter a farinha da casca do albedo do maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa) e caracteriza-la quanto ao teor de pectina;

Determinar do grau de esterificacdo (DE) da pectina presente na farinha do
albedo do maracuja amarelo e da pectina citrica comercial;

Obter o extrato de carotenoides a partir da microalga Spirulina sp. LEB 18
Produzir nanodispersdes ricas em B-caroteno natural (extrato obtido de Spirulina
sp. LEB 18) e sintético, pelo método de deslocamento de solvente, comparando
o efeito da farinha do albedo de maracuja amarelo e da pectina citrica comercial
como agentes encapsulantes;

Caracterizar as nanodispersdes quanto ao tamanho de particula, potencial zeta e
indice de polispersibilidade (Pdl), viscosidade, pH, cor e atividade antioxidante;
Determinar os carotenoides majoritarios do extrato da microalga Spirulina sp.
LEB 18, conteudo total presente nas nanodispersdes e na fase aquosa;

Avaliar a estabilidade das nanodispersdes durante armazenamento (60 dias, 4
°C) em relacdo ao tamanho de particula, potencial zeta e indice de
polispersibilidade (Pdl), viscosidade, pH, cor, atividade antioxidantee retengdo
de carotenoides;

Determinar a eficiéncia do encapsulamento e caracterizar a morfologia das

nanoparticulas obtidas.
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1. Carotenoides

Os carotenoides sdo considerados compostos apolares ou lipofilicos,
biossintetizados por plantas, algas, bactérias, fungos, leveduras e insetos. Podem ser
divididos em dois grupos principais: 0s carotenos, que sdo pigmentos livres de oxigénio
em suas cadeias hidrocarbdnicas (B-caroteno, a-caroteno, licopeno, dentre outros) e as
xantofilas, que s&o hidrocarbonetos com derivados oxigenados (luteina, zeaxantina,
criptoxantina, dentre outros) (BARBOSA FILHO et al., 2008; PIRES et al., 2008;
CHRISTAKI et al., 2013).

Estes pigmentos naturais possuem uma longa cadeia de hidrocarbonetos (podendo
apresentar de 9 a 15 ligacOes conjugadas) e sao estruturalmente formados por 40 atomos
de carbono (tetraterpenos), formados por oito unidades isoprenoides de cinco carbonos
(C5) passiveis a ciclizacdo, hidrogenacéo, desidrogenacdo, migracdo de duplas ligacdes,
rearranjo, isomerizacao, entre outras, que contribuem para sintese de outras estruturas
de carotenoides (BARBOSA FILHO et al., 2008).

A longa cadeia de hidrocarbonetos e o elevado grau de instauracdo que constituem a
estrutura quimica dos carotenoides reduzem a sua biodisponibilidade, e os tornam
propensos a isomerizacao e oxidacdo. Altas temperaturas, pHs acidos, luz, oxigénio e
enzimas, por exemplo, podem promover a isomerizacao trans - cis, o que limita sua
ampla aplicabilidade em escala industrial (RODRIGUEZ-AMAYA & KIMURA, 2004;
AMBROSIO et al., 2006).

Apesar de serem conhecidos mais de 600 tipos de carotenoides, somente poucos sdo
utilizados comercialmente: B-caroteno (pigmento amarelo), astaxantina e, com menor
frequéncia, luteina, zeaxantina e licopeno. Suas principais aplicacdes sdo como corantes
de alimentos, cosméticos ou alimentacdo animal. Suas propriedades nutricionais e
relevancia terapéutica relacionam-se com a acdo de pré-vitamina A e outras
propriedades intrinsecas, como a acdo antioxidante (capacidade de sequestrar espécies
reativas de oxigénio, como o radical peroxil (ROOs) e 0 oxigénio singlete (*O,)) e
antiinflamatoria (SOUZA, 2012).

A atividade de pro-vitamina A atribuida a alguns carotenoides limita-se a presenga
daqueles que possuem um anel B-ionona ndo substituido e uma cadeia poliénica com no
minimo 11 C ( B-caroteno, a-caroteno, e B-criptoxantina). Com destaque para o f-
caroteno, pois é 0 unico carotenoide que apresenta dois radicais f-ionona (Fig 1)
(AISSA, 2010; RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).
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OH

Figura 1. Mecanismo de clivagem do B-caroteno. Fonte: Adaptada de AMBROSIO et
al., 2006.

O interesse comercial pelos carotenoides (mercado mundial de US $ 1,2 bilhdes em
2010 e tendendo a US $ 1,4 bilhdes até 2018) € evidenciado em varios estudos pelo seu
potencial tecnoldgico associado ao seu poder corante e carater funcional (RIBEIRO et
al., 2008; BBC-RESEARCH, 2011; ZHANG et al., 2016). Assim, busca-se por novas
fontes desses compostos, com destaque para as microalgas do género Spirulina sp., que
tem sido alvo de interesse nos Gltimos anos por sua versatilidade de funcGes associada a
sua importante composicao quimica e nutricional, que de acordo com as condic¢des de
cultivo e fatores climaticos, podem produzir quantidades expressivas de carotenoides
(CHRISTAKI et al., 2013; VAZ, et al., 2016).

Microalga Spirulina sp. como fonte de carotenoides

A Spirulina sp. é uma cianobactéria filamentosa de cor verde azulada, encontrada
em locais como solos, pantanos, lagos alcalinos e aguas salobras, marinhas e doces, de
importante composi¢do quimica e nutricional (DERNER et al., 2006; AMBROSI et al.,
2008). Esta caracteristica lhe confere ampla aplicabilidade nos diversos setores da
economia, do qual exploram seus atributos biotecnologicos na obtencédo de compostos

bioativos, biocombustiveis, no tratamento de aguas residuais, enriquecimento
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nutricional de produtos alimentares, entre outros (VAZ, et al., 2016).

A Spirulina sp., destaca-se por apresentar boa producdo quantidade de carotenoides
em sua biomassa, em especial, p-caroteno, B-criptoxantina e zeaxantina (MALA et al.,
2010; CHU et al., 2010). Mas, esta biossintese pode variar de acordo com as condicdes
do meio de cultivo, fatores ambientais e luminosidade (PIRES et al., 2008; VALDUGA
et al., 2009), o que torna vidvel considerar esta alga mais uma alternativa para producdo
em escala comercial destes compostos (CHRISTAKI et al. 2013).

Diante da versatilidade de funcdes e aplicabilidade biotecnologica dos carotenoides,
a literatura tem relatado as vantagens em otimizar o cultivo desta microalga na obtencgéo
destes pigmentos, uma vez que possuem baixo custo de producdo e rapida taxa de
crescimento, quando comparado com os similares de vegetais e animais (VALDUGA et
al., 2009; BENAVENTE-VALDES et al., 2016).

Cabe ressaltar a baixa disponibilidade e alta instabilidade dos carotenoides,
principalmente na sua forma cristalina, que limitam sua aplicabilidade em escala
industrial (QIAN et al., 2012). Nesse contexto, a fim de atribuir maior estabilidade a
estes compostos e ampla incorporacao destes na industria, principalmente de alimentos,
nos ultimos anos a nanotecnologia de encapsulamento apresenta-se como uma
alternativa na protecdo destas substancias (RIBEIRO et al., 2008; GUTIEERREZ et al.,
2013; SANTOS et al., 2015; SANTOS et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Nanoencapsulamento

A tecnologia de encapsulamento em escala nanométrica relaciona-se a sintese,
caracterizacdo e aplicacdo de particulas com dimensGes inferiores a 1000 nm que, a
depender do método de obtencdo, podem ser expressas tanto como nanocapsulas quanto
nanoesferas (KONAN et al., 2002; SANGUANSRI & AUGUSTIN 2006; ZHANG et
al., 2016). As nanocéapsulas permitem o confinamento do composto encapsulado em
uma cavidade envolvida por uma membrana polimérica, diferente das nanoesferas que
apresentam o composto disperso na matriz polimérica (COUVREUR et al., 1995) (Fig
2). Nesse grupo, as nanoparticulas poliméricas destacam-se devido a sua alta
estabilidade, alta eficiéncia de encapsulamento, maior facilidade de produgdo em larga
escala e por melhor atuacdo na liberacdo controlada de compostos encapsulados e
preservacdo de compostos bioativos (micronutrientes, polifenois, enzimas,
antioxidantes) (TEIXEIRA et al., 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica de nanoparticulas (a) e nanoesferas (b) Fonte:
ORIVE et al., 2009.

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas vesiculares em que 0S compostos
especificos, solubilizados em um nucleo aquoso ou lipidico, sdo cobertos por uma Unica
membrana polimérica (material de parede) (COUVREUR, et al., 2002). Estas podem ser
sintetizadas por diferentes técnicas (SANTOS et al., 2016) contudo, a técnica por
deslocamento de solvente (também chamada de deposicéo interfacial do polimero pré-
formado ou nanoprecipitacdo) vem sendo amplamente aplicada para encapsular
compostos bioativos,dentre eles o pB-caroteno (RIBEIRO et al., 2008; SILVA et al.,
2011; KIM et al., 2013; SILVA et al., 2016; SANTOS et al., 2016), por vantagens de
custos, eficiéncia e facilidade do método (MORA-HUERTAS et al., 2011).

A sintese consiste em uma fase organica composta, em sua maioria, de uma mistura
de solventes, polimero (o agente encapsulante: sintético, semissintético ou natural), do
composto a ser encapsulado, e da fase aquosa que consiste de agua. Se necessario, um
surfactante é adicionado em ambas as fases. A fase organica é entdo dispersa na fase
aquosa e posteriormente o solvente é removido por extracdo ou evaporacdo e as
nanoparticulas sdo formadas (Fig 3) (MUSYANOVYCH, et al., 2008; LEIMANN et al.,
2012; SANTOS et al., 2016).
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Figura 3. Representacdo esquematica da sintese de nanocapsulas pelo método de
deslocamento de solvente. 1 - Fase orgénica (polimero, componente de interesse e
solvente organico); 2- Fase aquosa (&gua, estabilizante); 3- Injecdo da fase orgéanica na
fase aquosa. Fonte: SANTOS et al., 2016.

As nanoparticulas poliméricas podem apresentar em sua constituicdo, tanto
polimeros sintéticos quanto naturais, contudo, se a aplicagdo pretendida for a industria
alimenticia e farmacéutica, torna-se imprescindivel a utilizacdo de materiais Generally
Recognized as Safe (GRAS), caracterizados como seguros, tais como polissacarideos
(pectina, goma arabica e xantana), proteinas alimentares (zeina, caseina), emulsionantes
(lecitina, Tweens, Spans) (HUANG et al., 2010), bem como, polimeros sintéticos

biodegradaveis (poli (acido lactico) (PLA) e copolimeros, poli (lactido-co-glicolido)
(PLGA); e poli (caprolactona-g) (PCL) (SANTOS et al., 2016).

Apesar da viabilidade do uso de polimeros naturais, estudos recentes relatam que 0s
polimeros mais empregados, associando a técnica de nanoencapsulamento de pigmentos
naturais pelo método de deslocamento de solvente, sdo os poliésteres poli (acido latico)
PLA, poli (lactideo-co-glicolideo) PLGA e o poli (e-caprolactona) PCL (Tabela 1),
sendo sua escolha justificada por apresentarem boa biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, contudo j& observa-se neste cenario
nanotecnoldgico a crescente busca por polimeros cada vez mais biodegradaveis,
naturais e aplicaveis na industria alimenticia, tal como a pectina (DEEPAK et al., 2009;
SHAKERI et al., 2014; YADAV et al., 2014; SANTOS et al., 2016).
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Tabela 1. Polimeros mais utilizados na obtencdo de nanonoparticulas poliméricas de pigmentos naturais por deslocamento de solvente.

Componente Tamanho de Potencial Eficiéncia de
Polimero b Técnica empregada particula Pdl encapsulamento Referéncia
encapsulado Zeta (mV)
(hm) (%0)
PCL Curcumina Deslocamento de 27 0,09 12,9 99,16 GOU etal., 2011
solvente
Curcumina Deslgfig“n‘igio de 198 + 6 0,10 0,01 7,8+0,7 100,00 £0,00  CORADINI et al., 2014
Licopeno Desl‘;fig"rﬁgio de 193 +£4,7 0062002  -1259+362 9512042 SANTOS et al., 2015
Luteina, a-
caroteno, B- 166,53
' ' -18,37 £ 2,06
caroteno +4,71 0,08 £0,01 ) ’
(natural) Des's‘(’)‘fsgﬁgio d  (BALNs)e (BALNS)e 047 (BAS';'S';) e- 9956957(5B(ABLN'\;‘;’) ®  SILVAetal, 2016
(BALNS) € p- 190,90 + 7,87  +0,03 (BNs) ' !
+ 1,23 (BNs)
caroteno (BNs)
sintético (BNs)
Bixina Desl‘;fsg“n‘igio de 195 + 27 0,098+0,03  -2585% 6,58 98,63 LOBATO et al., 2013
Curcumina Deslocamento de 99,07 0,18 5,58 83,00 + 1,29 MANJILI et al., 2016
solvente
-31,1+21a
p-caroteno 238246
Deslocamento de - x (sintetico) e x CAO-HOANG et al.,
PLA (natgr_al e solvente* ~ 150 a 800 Né&o relatado +48+12a Né&o relatado 2011
sintetico) 191+28

(natural).
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Tamanho de . Eficiéncia de
. Componente _— . Potencial A
Polimero Técnica empregada particula Pdl encapsulamento Referéncia
encapsulado Zeta (mV)
(hm) (%)

PLGA Curcumina Deslsgcl:\allgr:](igio de 80,9 Né&o relatado -42,4 97,5 ANAND et al., 2010
PLA e PLGA [3-caroteno Des;g?&gﬁgio de 7477 N&o relatado N&o relatado Né&o relatado RIBEIRO et al., 2008
PLA e PVA Curcumina Deslocamenio de ~ 120 N&o relatado -30 100 VERDERIOetal,

solvente 2013
. Deslocamento de D’SOUZA E
GANTREZ® Curcumina solvente* 532,2+15,2 0,32+0,11 -305+1,2 84,1+0,3 DEVARAJAN, 2016
13-171
-31(CS) -15
CS, WPC, i Deslocamento de (CS)1730 x i «
WPI [-caroteno solvente* (WPC) 201 Né&o relatado (WPC) -16 Né&o relatado CHU et al., 2007

(WPI) (WPI)

Fonte: autoria propria, 2016. PCL: poli (g-caprolactona); PLA: poli (&cido latico); PLGA: poli (acido lactico-co-acido glicélico); PVA: élcool
polivinilico, GANTREZ®: poli (metil vinil éter-co-maleicanhydride); CS=Caseinato de sodio; WPC=proteina do soro do leite concentrado;

WPI=proteina do soro do leite isolado; PdI=Indice de polispersibilidade.
*Também chamada de deposicao interfacial do polimero pré-formado ou nanoprecipitacao
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4. Pectina

A pectina é um polissacarideo anionico, de cadeia principal linear formada por
repetidas unidades de &cido D-galacturénico unidos por ligacGes covalentes a (1—4),
com grupos carboxilicos de variavel grau de esterificacdo, formadas por trés principais
fracOes: fracdo linear (homogalacturonana (HG) e ramificadas conhecidas
(ramnogalacturonana | (RG-I) e ramnogalacturonana Il (RG-Il) (WILLATS, KNOX &
MIKKELSEN, 2006) (Fig 4).

OCH, OCH;
OH c=0 OH c=0 OH
< 0
N
-0— o OH (I OH
0 o 5 o
C=0 OH C=0 OH C=0

Figura 4: Estruturas de acido D-galacturénico unidas por ligacGes covalentes o (1—4).

As homogalacturonanas (HG) (mais abundante polissacarideo péctico: 60-65% do
total da pectina) apresentam em sua cadeia linear unidades de o-D-
galactopiranosiluronico em ligacdes 1—4, e grupos carboxilas parcialmente
esterificados (BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2000; WILLATS, KNOX &
MIKKELSEN, 2006).

A ramnogalacturonana | (RG-1) (segundo polissacarideo mais abundante: 20-35% da
pectina) constitui em sua cadeia ramificada repeticdes de dissacarideos de &cido
galacturbnico e ramnose, possuindo cadeias laterais de diferentes acUcares
(principalmente arabinanas e galactanas (ligagbes: C-4)) (BUCHANAN, GRUISSEM &
JONES, 2000). Ja a ramnogalacturonana Il (RG-11) apresenta-se como o polissacarideo
menos expressivo (10% da pectina) e estruturalmente mais complexo, formado por
acido galacturénico e cadeias laterais de até 12 diferentes tipos de acgucares, apiose
acido acetico, acido 3-deoxi-lixo-2-heptulosarico (DHA) e acido 3 deoxi-mano-2-
octulosénico (KDO) (VIDAL et al., 2000; BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2000;
GULFI, ARRIGONI & AMADO, 2007).
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A partir de novos estudos, pode-se obter uma alternativa de modelo estrutural das
sustancias pécticas, no qual a HG apresenta-se como cadeia lateral da RG-1 (WILLATS
et al., 2006) (Fig 5).

- — -
Homogalacturonana
. Representacio convencional
Ramnogalacturonana IT
Ramnogalacturonana I
¥ Acetil éster § Metil éster
@ Acido galacturfnico (GalA) @ Ramnose (Rha)
& Apiose (Api) @ Fucose (Fuc)
® Acido acérico (AceA) @ Galactose (Gal)
2 Arabinose (Ara) O Xilose (Xyl)
O Acido glucurdnico ® Acido cetodeoximano-
o Acido deoxi-lixoheptulo actulopiranosilnico (KDO)
piranosilirico (Dha)

Figura 5: Representacdo hipotética da estrutura péctica.
Fonte: CANTERI et al. (2012).

Além da importancia sobre a estrutura da pectina, faz-se necessario analisar o poder
de formar gel desta sustancia através da analise do percentual de grupamentos
esterificados das suas cadeias (grau de esterificagdo ou DE), uma vez que, esta
propriedade direciona sua aplicabilidade tecnoldgica (CANTERI et al. 2012). Assim, a
pectina pode ser classificada como de alta metoxilagdo (HM ou AM) (com percentual
de grupamentos esterificados na cadeia superior a 50%) ou de baixa metoxilagdo (LM
ou BM), com DE inferior a este percentual. Contudo, esta capacidade gelificante pode

estar associado com outros fatores interdependentes, como a massa molar,



28

heterogeneidade, pH, grau de amidacédo, presenca de acucares e outros (VIDECOQ et
al., 2011; CANTERI et al., 2012). Além desta caracteristica, esse material péctico
apresenta carater, emulsionante, estabilizador e espessante (BREJNHOLT, 2009;
CODEX ALIMENTARIUS, 2005) que Ihe confere ampla aplicabilidade na industria de
alimentos (JOUDAKI et al., 2013), farmacéutica (GUNTER & POPEYKO, 2016 ) e de
cosméticos (LUPI et al., 2014). De acordo com o Comité FAO/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA), a pectina é considerada um aditivo seguro, sem limite
de ingestdo diaria aceitavel (Codex Alimentarius No. 440), biodegradavel e de facil
obtencdo (CHAN et al., 2017), apresentando desta forma, caracteristicas atrativas,

favoraveis a sua incorporagdo como material polimérico em produtos alimentares.

4.1. Fontes

As sustancias pécticas estdo presentes em Vvarias espécies de alimentos,
principalmente nas frutas e vegetais, tendo o seu teor variavel a depender da origem
botanica do produto vegetal, condi¢Ges climaticas e de cultivo (CANTERI et al., 2012).

A pectina de maior comercializacdo é principalmente extraida de cascas de frutos
citricos (85,5 %), bagaco de maca (14,0 %) e, em menor escala, polpa de beterraba
(0,5%) (STAUNSTRUP, 2009; CIRIMINNA et al., 2015). Os métodos utilizados para
extracdo da pectina vao desde os tradicionais com utilizacdo de acidos organicos (acido
acetico, citrico, lactico, malico e tartarico (YAPO, 2009a; YAPO, 2009b; CHAN &
CHOO, 2013; JAMSAZZADEH KERMANI et al., 2014), até os mais modernos como
a técnica de Ultrassom (GRASSINO, et al., 2016), Ultra alta pressdo (GUO et al.,
2012), Micro-ondas (HOSSEINI, KHODAIYAN & YARMAND, 2016), Campo
elétrico e Ondas eletromagnéticas (ZOUAMBIA, et al., 2016). Contudo, a depender da
técnica de extracdo utilizada, as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas da pectina
podem sofrer alteracbes (GUO et al., 2012; WANG et al., 2015). Assim, analisar as
vantagens e desvantagens de cada método torna-se imprescindivel, a fim de minimizar a
producdo de residuos e alto consumo de energia, preservar as caracteristicas da pectina e
elevar o rendimento do processo.

H& uma busca crescente da utilizacdo de subprodutos ricos neste material péctico
(BREJNHOLT, 2009). Dentre as fontes viaveis, se destaca a casca do maracuja amarelo
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) (LIEW, CHIN & YUSOF, 2014; SEIXAS, et al.,

2014), que apresenta grande potencial tecnoldgico, principalmente como espessante,
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estabilizante e gelificante (COELHO et al., 2017), ingrediente funcional em alimentos
(PINELI et al., 2015), e na producdo de embalagens (NASCIMENTO, et al., 2012).

4.1.1. Maracuja amarelo (Passiflora edulis Simsf. flavicarpa)

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) é uma fruta tipicamente
originaria de paises tropicais da América do Sul, do qual o Brasil, por possuir condi¢des
favoraveis de cultivo, apresenta-se como o0 maior produtor (12 a 15 toneladas por
hectar) exportador e consumidor deste produto, o que contribui para expansao do setor
agricola do pais (IBGE, 2014), contudo alguns fatores como: elevado custo da méao de
obra e de fertilizantes e surgimento de novas pragas impedem maior producdo desta
fruta (SAO JOSE & PIRES, 2011; PIRES et al., 2011).

No Brasil, a regido Nordeste € a maior produtora do maracuja, principalmente do
maracuja amarelo (Bahia (65,3 %), Ceara (24,7 %), Sergipe (5,3 %) e Pernambuco (2
%), seguido pelas regides Sudeste, Norte, Sul e Centro-Oeste. Sendo a Bahia no ano de
2014, responsavel por mais de 30 mil hectares de area plantada (12,434 Kg/hectare: 381
mil toneladas do fruto) (IBGE, 2014).

Em anélise botanica, o maracujd amarelo apresenta forma ovoide, raramente
fusiforme, e quando maduros, sua casca (epicarpo) possui coloracdo amarela e brilhante
(peso entre 70 e 130g). Seu interior é revestido pelo albedo (mesocarpo) que armazena
uma polpa (endocarpo) de coloracdo amarela e constancia gelatinosa (arilo) (Fig 6)
(BRUCKNER & PINCANCO, 2001).
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Figura 6. Caracteristicas botanicas do maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f.

flavicarpa). Fonte: Federacdo da Agricultura do Estado do Parana (FAEP), 2010.
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A relevancia econdmica para o Brasil do maracuji amarelo (Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa) € evidenciada com a producdo de sucos concentrados, sendo exportados
cerca de 76 % da producdo nacional para Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japéo e
Alemanha (MELETTII, 2011). Contudo, a literatura documenta recentes trabalhos que
demonstram o aproveitando dos residuos industriais a partir da utilizacdo das cascas
deste produto que se destaca por apresentar mais da metade do peso da fruta (50,5 %).
Interesse este atribuido as quantidades expressivas de pectina que compde essa matriz
(NASCIMENTO, et al., 2012; PINELI et al., 2015; COELHO et al., 2017).

No Brasil, 54 mil toneladas/ano de residuos industriais a partir da casca e sementes
do maracuja amarelo sdo geradas (LOPEZ-VARGAS et al., 2013), entretanto, sua boa
composicao quimica (Tabela 2) e nutricional (vitamina C, célcio, fésforo e vitaminas do
complexo B (B1 e B2)) (CAMPOS & SANTOS, 2011) agregam valor a este
subproduto, podendo esta composicdo sofrer variacbes de acordo com o estdgio de

maturacéao e condigdes de cultivo.



Tabela 2: Composicéo quimica da farinha da casca de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa)
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Farinha de cascas do maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa)

Variaveis LOPES -VARGAS et CAZARINet HERNANDEZ- SANTOS et OLIVEIRA et al., COELHO et al.,
al., 2013 al., 2014 SANTOS et al., al., 2015 2016 2017
2015
Umidade (%) - 9,48 £0,26 - 5,73 4,75+ 0,66 6,40 £ 0,02
Cinzas (%) 8,08 6,88 £ 0,02 6,44 + 0,14 6,62 £ 0,02 7,24 £ 0,09 7,14 £ 0,02
Proteina (N x 6,25) 0,35 3,94 +£0,18 4,62 £ 0,16 8,93+ 0,00 7,88 + 0,52 3,85+0,03
Lipideos (%0) 1,00 0,31+0,01 0,64 + 0,02 1,45+0.1 0,98 £0,15 0,85+ 0,00
Fibra Total (%0) 71,79 65,22 £ 0,27 57,63 +2,72 53,94 £ 0,03 63,98 + 0,11 61,32 = 0,65
Fibra Insoltvel (%) 52,34 48,12 +1,10 46,18 + 3,76 39,06 + 0,03 - 38,48 +1,17
Fibra Solavel (%0) 19,45 17,11+ 1,36 11,75+1,21 14,87 + 0,01 - 22,00+ 1,13
Pectina (%) - - - - 13,54 £1,01 16,42 £ 0,45
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O interesse tecnoldgico na utilizacdo da farinha da casca do maracuja amarelo é

evidenciado em recentes estudos, entretanto, percebe-se que seu uso como material

polimérico encapsulante na obtencdo de nanoparticulas ainda ndo foi explorado (Tabela

3).

Tabela 3: Interesse tecnoldgico da farinha da casca do maracuja amarelo (Passiflora

edulis Sims f. flavicarpa)

Autor

Objetivo/produto

Resultados

NASCIMENTO
etal., 2012

Producdo e caracterizacdo filmes flexiveis.

Filmes duros, mais fortes e flexiveis.

LOPEZ-
VARGAS et al.,
2013

Determinacdo da composi¢do quimica,
propriedades fisico-quimicas, tecnoldgicas,
microbioldgicas, teor de compostos fenolicos
e atividade antioxidante da farinha para a
utilizagdo como um ingrediente natural
alimentar.

A boa composic¢do quimica, sendo
rica em fibras, elevado potencial
antioxidante e capacidade
antibacteriana.

SEIXAS et al.,
2014

Analise da extracdo de pectina sob
aquecimento induzido por micro-ondas.

A pectina apresentou melhores
propriedades: alta massa molar, alto
grau de esterificacéo e alto teor de
acidos uronicos.

SANTOS et al.,
2015

Avaliacéo a influéncia de diferentes
combinac6es de soro em pd, quirera de arroz
e farinha da casca de maracuja sobre as
caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais.

O cereal matinal produzido com a
farinha da casca do maracuja era
mais rico em fibras dietéticas, mas a
expansdo do cereal foi menor, e a
COr mais escura.

PERINA et al.,
2015

Producdo de um novo iogurte funcional

O produto formulado com farinha da
casca de maracuja apresentou
diminuigdo na firmeza.

OLIVEIRA et al.,
2016

Investigagdo do potencial de pressdo elevada
para extrair a pectina

Alto rendimento e étimos resultados
para grau de esterificacdo e teor de
acido galacturénico.

OLIVEIRA et al.,
2016

Determinacéo das propriedades fisico-

quimicas, tecnologicas, fitoquimicas e

morfoldgicas da farinha para uso como
ingredientes alimentares naturais.

A farinha do maracuja amarelo
apresentou boa composi¢do quimica,
rica em fibras dietéticas e contendo
bons niveis de compostos fenolicos.

COELHO et al.,
2017

Avaliagdo/comparacdo das propriedades
tecnoldgicas das amostras de farinha com
aditivos comerciais no que diz respeito ao seu
espessamento, estabilizantes, agentes
emulsionantes e poder de gelificacao.

A farinha da casca de maracuja
amarelo pode ser usada para
substituir os hidrocoloides
comerciais estudados por
apresentarem caracteristicas técnicas
semelhantes no que respeita a sua
estabilizacdo, emulsionante,
espessante e poder gelificante.
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CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANODISPERSOES DE
B-CAROTENO NATURAL OBTIDO DE SPIRULINA SP. E SINTETICO COM
FARINHA DE ALBEDO DE MARACUJA E PECTINA CITRICA COMERCIAL
COMO AGENTES ENCAPSULANTES
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Resumo

A farinha do albedo do maracuja amarelo apresenta-se como alternativa de material
encapsulante natural de carotenoides por ser fonte de pectina. O objetivo desse estudo
foi obter nanodispersdes ricas em B-caroteno natural (extrato obtido de Spirulina sp.
LEB 18) e sintético, por deslocamento de solvente, comparando o efeito da farinha do
albedo de maracuja amarelo e da pectina comercial como agentes encapsulantes nas
suas caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade durante armazenamento refrigerado.
Foram produzidas 4 formulagbes (=130 ug/mL): A= Farinha de albedo + Extrato; B=
Farinha de albedo + B-caroteno; C: Pectina comercial + [B-caroteno e D: Pectina
comercial + Extrato. Estas foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula,
potencial zeta, indice de polidisperséo, viscosidade, pH, cor (escala CIELab), eficiéncia
de encapsulacdo, Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), atividade
antioxidante, estabilidade e retencdo de carotenoides durante 60 dias de armazenamento
(4 °C). Independente do polimero utilizado, o diametro médio das particulas no tempo
zero foi de 84,40 + 1,20 nm e apds armazenamento variou de 82,29 + 0,51 a 86,83 +
0,50 nm e de 82,94 + 0,35 a 91,26 + 0,79 nm para as formulagdes contendo farinha e
pectina comercial, respectivamente. Os dois materiais poliméricos desempenharam
papel estabilizante, com uniformidade no tamanho das particulas e eficiéncia de
encapsulacdo proximas a 100 %, boa atividade antioxidante (92,79 + 0,03 a 59,41 +
0,08 %) e melhor retencéo de carotenoides para as formulagdes A e D, respectivamente
(58,78 £ 0,02 e 60,33 £ 0,03 % (zeaxantina) e 63,25 + 0,01 e 65,45 + 0,01 % (all-trans-
[-caroteno). Os resultados obtidos demonstram a viabilidade do aproveitamento da
farinha do albedo do maracuja amarelo como polimero natural na obtencdo de
nanodispersoes ricas em [-caroteno, evidenciando uma alternativa promissora e de
baixo custo para substituicdo de polimeros comerciais.

Palavras-chave Nanoparticulas. Encapsulamento. Carotenoides. Antioxidantes.
Spirulina sp.

Abstract

Yellow passion fruit albedo flour presents as an alternative of natural encapsulating
material of carotenoids as a source of pectin. The objective of this study was to obtain
nanodispersions rich in natural B-carotene (extract obtained from Spirulina sp. LEB 18)
and synthetic by solvent displacement, comparing the effect of yellow passion fruit
albedo flour and commercial pectin as encapsulating agents in their physical-chemical
characteristics and stability during refrigerated storage. Four formulations (=130
ug/mL) were produced: A = albedo flour + extract; B = albedo flour + B-carotene; C:
Commercial pectin + B-carotene and D: Commercial pectin + Extract. These were
characterized in terms of particle size, zeta potential, polydispersity index, viscosity,
pH, color (CIELab scale), encapsulation efficiency, Transmission Electron Microscopy
(TEM), antioxidant activity, stability and retention of carotenoids during 60 days of
storage temperature (4 ° C). Regardless of the polymer used, the mean particle diameter
at time zero was 84.40 + 1.20 nm and after storage ranged from 82.29 + 0.51 to 86.83 +
0.50 nm and 82.94 + 0.35 to 91.26 £ 0.79 nm for commercial flour and pectin
containing formulations, respectively. The two polymer materials played a stabilizing
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role, with particle size uniformity and encapsulation efficiency close to 100 %, good
antioxidant activity (92.79 £ 0.03 to 59.41 + 0.08 %) and better carotenoid retention for
formulations A and D, respectively (58.78 + 0.02 and 60.33 £ 0.03 % (zeaxanthin) and
63.25 =+ 0.01 and 65.45 + 0.01 % (all-trans-p The results obtained demonstrate the
feasibility of using yellow passion fruit albedo flour as a natural polymer to obtain -
carotene-rich nanodispersions, evidencing a promising and low-cost alternative for the
replacement of commercial polymers.

Keywords Nanoparticles. Encapsulation. Carotenoids. Antioxidants. Spirulina sp.

Introducéo

Os carotenoides s@o pigmentos naturais de elevado interesse comercial (mercado
mundial de US $ 1,2 bilhdes em 2010 e tendendo a US $ 1,4 bilhdes até 2018)
responsaveis pela cor e propriedades bioativas de diversos alimentos, sendo sintetizados
por plantas, animais e micro-organimos (BBC-Research, 2011; Rodrigo-Bafios et al.
2015). Entre os ultimos destaca-se a microalga Spirulina sp., por produzir quantidades
expressivas de carotenoides, dentre os quais B-caroteno, zeaxantina e f-criptoxantina
(Christaki et al. 2013).

Contudo, a longa cadeia de hidrocarbonetos e o elevado grau de instauracdo que
constituem a estrutura quimica dos carotenoides reduzem a sua biodisponibilidade,
solubilidade em agua, além de aumentar a sensibilidade a luz, pH, oxigénio e altas
temperaturas, limitando a sua aplicabilidade industrial (Jehli¢ka e Oren, 2013) . Esses
fatores podem ser minimizados com o nanoencapsulamento desses compostos (Santos
et al. 2016).

O potencial tecnolégico do encapsulamento de carotenoides em escala nanométrica
(particulas com dimensdes inferiores a 1000 nm) é demonstrado por modificacdes e
melhoramento das suas propriedades quimicas (Santos et al. 2016; Zhang et al. 2016), o
que possibilita melhor manipulagdo/incorporacdo e diluicio homogénea em outras
matrizes alimentares (Silva et al. 2016), além de preservacdo das suas propriedades
bioativas ao longo do processamento e armazenamento (Ribeiro et al. 2008; Gutiérrez et
al. 2013; Santos et al. 2015).

Diferentes metodologias tém sido aplicadas para o nanoencapsulamento de
carotenoides (Silva e Cerqueira, 2011; Gutiérrez et al. 2013;), com destaque para o
deslocamento de solvente (também chamada de deposi¢éo interfacial do polimero pré-

formado ou nanoprecipitacdo), que é uma técnica considerada de baixo custo, elevada
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eficiéncia de processo e boa reprodutibilidade (Mora-Huertas et al. 2011). Apesar de
conferir essas vantagens, a técnica de deslocamento de solvente demanda uso de
surfactantes (muitas vezes de carater toxico) e polimeros sintéticos como, os poliésteres
poli (acido latico) PLA, poli (lactideo-co-glicolideo) PLGA e o poli (e-caprolactona)
PCL (Ribeiro et al. 2008; Santos et al. 2016), por apresentarem boa biodegradabilidade,
biocompatibilidade, auséncia de toxicidade, entre outros. Contudo, observa-se uma
crescente busca por polimeros naturais, cada vez mais biodegraveis e apliciveis na
industria alimenticia (Deepak et al. 2009; Shakeri et al. 2014; Santos et al. 2016).

A literatura disponibiliza muitas informacfes sobre a viabilidade, tendéncias e
beneficios de extratos de carotenoides obtidos de microalgas (Rodrigo-Bafios et al.
2015), contudo, ndo h& estudos que fundamentem suas funcionalidades na forma
encapsulada. Nanoencapsulados de carotenoides sdo produzidos, em sua maioria, com
estes pigmentos na forma isolada (Ezhilarasi et al. 2013; Yi et al. 2015), no entanto,
sabe-se da importancia da associacdo destes compostos, tendo em vista os beneficios do
efeito sinérgico (Linnewiel-Hermoni et al. 2015; Silva et al. 2016). Esse efeito foi
evidenciado por Silva e colaboradores (2016) que relataram maior retencdo de f-
caroteno para nanoemulsdes contendo extrato natural de cenoura (B-caroteno, o-
caroteno e luteina) (67,62 + 7,77 %) do que B-caroteno sintético (11,69 + 1,65 %), apos
100 dias de armazenamento (4 °C), produzidas pela técnica de deposicdo interfacial do
polimero sintético pré-formado poli (e-caprolactona) (PCL).

Para que nanoparticulas possam ser utilizadas em alimentos é necessario que sejam
preparadas com constituintes reconhecidos como seguros (Generally Recognized as
Safe-GRAS). Um exemplo é a pectina, substancia amorfa, de carater gelificante,
emulsionante ou estabilizante, ndo toxica, de boa interacdo com os carotenoides (Codex
Alimentarius, 2015; Verrijssen et al. 2015; Cervantes-Paz et al. 2016), presente
principalmente nas cascas de vegetais e frutos, como no albedo do maracuja amarelo
(Liew, Chin e Yusof, 2014; Seixas et al. 2014; Chan et al. 2017). De acordo com a
Bomgardner (2013), empresas multinacionais como CP Kelco, a Cargill, Calleva, DSM
Yantai Andre Pectina, Dupont, entre outras, ha anos investem neste material péctico e
no ano de 2013 movimentaram o mercado global de hidrocoloides com a venda de
aproximadamente $ 850 milhdes de pectinas.

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa), entre as diferentes
espécies do maracujazeiro, € a mais comercializada mundialmente (Kishore et al. 2011)

na forma in natura (ou polpa concentrada) e de suco e doces (Nascimento, et al. 2012).
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Durante a etapa de processamento deste fruto sdo geradas aproximadamente 54 mil
toneladas de residuos (sementes e cascas) (LOpes-Vargas et al. 2013).

Dentre os subprodutos, o albedo do maracujd amarelo, por conter quantidade
significativa de pectina, tem sido utilizado na forma de farinha como a gente espessante,
estabilizante e gelificante (Coelho et al. 2017), como ingrediente funcional em
alimentos (Pineli et al. 2015), e na producgédo de embalagens (Nascimento, et al. 2012),
mas néo foi relatado como encapsulante de pigmentos.

Assim, o presente estudo teve como objetivo obter nanodispersdes ricas em [3-
caroteno natural (extrato obtido de Spirulina sp. LEB 18) e sintético, produzidas por
deslocamento de solvente, utilizando farinha do albedo de maracuji amarelo e pectina
citrica comercial como agentes encapsulantes, bem como determinar suas caracteristicas
fisico-quimicas e a estabilidade sob armazenamento refrigerado, a fim de verificar o

potencial deste subproduto natural como possivel substituto aos polimeros comerciais.

Material e Métodos
Materiais

Maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) foi adquirido em
estabelecimento comercial de Salvador, Brasil. A pectina citrica comercial (> 74 % de
acido galacturonico) e os padroes de B-caroteno (= 97 % de pureza) e zeaxantina (> 95
% de pureza) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A microalga
Spirulina sp. LEB 18 foi cedida pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Brasil.

Preparo da Farinha do Albedo do Maracuja

A obtencdo da farinha seguiu 0 método proposto por Oliveira et al. (2002), com
modificagdes. Os maracujas foram descascados e o albedo (mesocarpo) foi cortado
(pedacos de =1 cm), seco em estufa de circulagdo de ar a 50 °C por 8 h (Quimis®,
Modelo Q3/4M243, Diadema, SP, Brasil) até umidade de 6,35 + 0,17 %, triturado em
processador (Orbegozo®, modelo MO3250, Orbegozo, Espanha) e armazenado em

embalagem pléstica a temperatura ambiente até o preparo das nanodispersdes.
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Determinacéo do Teor de Pectina na Farinha do Albedo do Maracuja

A extracdo da pectina da farinha do albedo do maracuja foi realizada, em triplicata, de
acordo com o método proposto por Canteri-Schemin et al. (2005), com modificaces.
Uma solucdo contendo acido citrico (0,002 % v/v) foi adicionada a farinha do albedo do
maracuja amarelo (soluto/solvente 1: 50), e a mistura condicionada a refluxo em soxhlet
(Tecnal, modelo TE-044, Piracicaba, Brasil) (97 °C/ 1 h). O extrato acido quente foi
filtrado em tecido de malha de 1 mm, o filtrado contendo a pectina resfriado a 4 °C e,
entdo, centrifugado (Tecnal, modelo 206 - Baby I, S&o Paulo, Brasil) (30 min/ 2218xg).
A pectina foi, entdo, obtida por precipitacdo, pela adicdo de etanol absoluto (1:2 v/v),
seguida de repouso por 1 h (Kalapathy e Proctor 2001). A pectina precipitada foi
filtrada (membrana 0,22 pum, Millipore, Barueri, SP, Brasil), lavada com etanol
absoluto, seca em estufa de circulacdo de ar (Quimis®, Modelo Q3/4M243, Diadema,
SP, Brasil) (45 °C/ 24 h), moida (Orbegozo® modelo M0O3250, Orbegozo, Espanha) e

pesada. O porcentual de pectina foi calculado de acordo com a Eq. 1.
% de pectina = Massa pectina (g) / Massa da amostra (g) x 100 Q

Determinacédo do Grau de Esterificacdo (DE) da Pectina Presente na Farinha do

Albedo do Maracuja Amarelo e da Pectina Citrica Comercial

O DE presente na farinha do albedo do maracuja amarelo e na pectina citrica comercial
foi determinado, em triplicata, por titulacdo seguindo o método de Bochek e
colaboradores (2001), com modificacdes. Cada amostra (0,05 g) foi solubilizada em 100
mL de agua destilada contendo etanol absoluto (2 mL) em incubadora tipo shaker
(Cientec, modelo CT 712, Séo Carlos, S&o Paulo) (50 °C/ 2 h, sem agitacdo). Cada
solucdo foi titulada (NaOH 0,05 M) até pH 8,5 (pHmetro Tecnopron, modelo mpA-210,
Sdo Paulo, Brasil), registrando-se o volume gasto (Volume inicial= V1).
Posteriormente, 10 mL de solucdo de NaOH 0,05 M foram adicionados e as amostras
mantidas em repouso em estufa (Quimis®, modelo Q317M, Diadema, SP, Brasil) (15
min/ 30 °C). Em seguida as solugdes foram neutralizadas adicionando-se 0 mesmo
volume de HCI 0,5 M. O excesso de HCI foi titulado com NaOH 0,05 M, o volume final

foi registrado (V2), e o DE foi calculado conforme a Eq. 2.

% DE = [V2/ V1 + V2] x 100 )
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Analise de Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR da farinha de albedo do maracuja amarelo e da pectina citrica
comercial foram obtidos no modo absorbéncia por meio de um espectrometro (Perkim
Elmer Spectrum Two™, modelo 02481, Street Waltham, MA, EUA), utilizando
pastilhas de KBr. As aquisicdes foram feitas em temperatura ambiente, na faixa de
4000-400 cm, acumulando 8 leituras, e resolucdo de 1 cm™. A critério de comparacéo
com o metodo de titulacdo, e para maior confiabilidade dos resultados, o DE dos
materiais poliméricos foi estimado de acordo com a metodologia proposta por Monsoor
et al. (2001) (Eq. 3) relacionando a razdo da area da banda referente a carboxila

esterificada pela area total da banda referente a carboxila.

DE= [ABGCE/ABGCE + ABGCNE] x 100 (3)
Em que, ABGCE ¢ a area da banda referente ao Grupo dos Carboxilicos Esterificados e

ABGCNE é a area da banda referente ao Grupo dos Carboxilicos ndo Esterificados.

Obtencio e Quantificacdo do Extrato Rico em B-caroteno

A partir da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi obtido o extrato rico em -caroteno. As
amostras foram liofilizadas (0,5 g) e posteriormente submetidas a 5 extragdes em shaker
(CT 712, Cientec, S&o Carlos, Sdo Paulo) por 30 min a temperatura de 35 °C, com
etanol como solvente e saponificacdo simultanea com KOH etandlico 10 %. O extrato
foi transferido para éter de petréleo, lavado com agua destilada para remocao do alcali
para posterior leitura em espectrofotdmetro a 450 nm (Perkin-Elmer, Lambda 25, Ayer
Rajah Crescent, Singapore) (dados ndo publicados). Os extratos foram expressos em
ng/g de B-caroteno usando o coeficiente de absortividade (A", ) de 2592 (Rodriguez-
Amaya e Kimura, 2004). Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo (35
°C) (Tecnal, modelo 211, S&o Paulo, SP, Brasil) e secos em atmosfera de N, para

posterior obtengédo das nanodispersoes.

Preparo das Nanodispersoes Ricas em B-caroteno

Foram preparadas quatro nanodispersdes (A= Farinha de albedo + Extrato; B= Farinha

de albedo + B-caroteno; C: Pectina comercial + B-caroteno e D: Pectina comercial +
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Extrato) utilizando o método de deslocamento de solvente adaptado de Ribeiro et al.
(2008), com modificagdes.

Cada polimero (0,5 g) foi dissolvido em 100 mL de acetona, e submetido a agitacéo
magnética (Agitador mecanico IKA®, modelo RW 20, Staufen, Alemanha) a 600 rpm
/15 min. As solucges resultantes foram filtradas para remover componentes insollveis
(membrana 0,22 um, Millipore, Barueri, SP, Brasil). Em seguida, foi adicionado o
pigmento (=130 ug) a cada solugdo polimérica, e a solugcdo submetida a agitacdo (600
rpm/15 min) (Agitador mecanico IKA®, modelo RW 20, Staufen, Alemanha). A cada
solucdo, foram lentamente introduzidos (gota a gota) 25 mL de &gua destilada sob
agitacdo magnética (900 rpm) (Agitador mecéanico IKA®, modelo RW 20, Staufen,
Alemanha). A cada dispersao resultante foram acrescidos 70 mL de &gua destilada com
agitacdo por 30 min. O solvente foi eliminado em evaporador rotativo (35 °C) (Tecnal,

modelo 211, S&o Paulo, SP, Brasil), resultando um volume final de 95 mL.

Caracterizacdo das Nanodispersoes
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A analise morfologica das nanoparticulas foi realizada em Microscopio Eletronico de
Transmissdo (JEOL®, JEM 1230, Toquio, Japdo) utilizando o método de contraste
negativo. As amostras foram transferidas para uma grade de niquel (200 mesh) até
completa secagem (10 min). Posteriormente, 5 pL de solucdo de acido fosfotingstico 1

% foi adicionada e a amostra foi submetida a analise em 600 Kv.
Tamanho de Particula, indice de Polidispersibilidade (Pdl) e Potencial Zeta

O diametro médio das nanoparticulas e o indice de polidispersibilidade (Pdl) das
nanodispersdes foram determinados pela técnica de espalhamento de luz (Dinamic Light
Scattering — DSL) (Zetasizer® Nano-ZS,Malvern, Worcestershire, Reino Unido). O
potencial zeta foi determinado pela analise de mobilidade eletrosférica (Zetasizer®

Nano-ZS,Malvern, Worcestershire, Reino Unido).

Viscosidade, pH e Cor

Os parametros de cor foram analisados em colorimetro (Konica Minolta®, modelo CR-

400, Singapura) utilizando-se a escala CIELab, adotando os parametros L* a* e b*
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O pH das nanodispersdes foi mensurado a 25 °C usando o medidor de pH
(Tecnopron®, modelo mpA-210, S&o Paulo, Brasil).

A viscosidade das nanodispersdes foi determinada em viscosimetro digital
(Brookfield®, modelo LVDV-I Prime, Boston, USA), empregando-se o “spindle” n°
62, a 20 rpm por 1 minuto, com a temperatura da amostra igual a 21 °C. Os resultados

foram expressos em cP.

Atividade Antioxidante Através do Radical DPPH

A atividade antioxidante das nanodispersdes foi determinada atraveés do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) utilizando a metodologia de Brand-Williams et al. (1995),
com modificagdes. A amostra (1 mL) foi dissolvida em 3 mL de solu¢do metanodlica de
DPPH 1 uM e a mistura submetida a agitacdo em vértex (Phoenix AP-59, Sdo Paulo,
Brasil) por 10 segundos. Apo6s 30 min de incubacgéo no escuro e a temperatura ambiente,
a reducdo do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia em 517 nm.
Nanodispersdes contendo apenas 0s materiais poliméricos foram utilizadas como

controle. O resultado final foi expresso como porcentual de inibi¢do do radical (Eq. 4).

Atividade (%) = [(Acontrole = Ateste)/ Acontrole)] X 100 4)
Em que: Acontrole € @ absorbancia da solucdo de DPPH sem adicdo da amostra e Ateste € a
absorbéancia da solucdo do DPPH adicionada da amostra

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os carotenoides majoritarios do extrato da microalga Spirulina sp. LEB 18, contetido de
[-caroteno nas nanodispersdes e na fase aquosa foram determinados por CLAE (Waters
Alliance 2695, Milford, MA, USA) em equipamento com bomba de solvente
quaternéria, degaseificador e detector de arranjo de diodos (Waters 2487, Milford, MA,
USA), utilizando coluna C3 de fase reversa polimérica (250 mm x 4,6 mm d.i., 3 pm;
YMC, Japdo) a 33 °C. O gradiente de eluicdo com fluxo de 1 mL/min consistiu de
agua/metanol/éter tert-metil butilico (MTBE), a partir de 5:90:5 e atingindo 0:95:5 em
12 min, 0:89:11 em 25 min, 0:75:25 em 40 min e, por fim, 0:50:50 depois de 50 min
(Nunes e Mercadante 2007; Zanatta e Mercadante 2007). Os cromatogramas foram

processados em comprimento de onda de 450 nm.
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Antes da injecdo, para a determinagdo do conteldo de p-caroteno total, as
nanodispersdes (1 mL) foram submetidas a 3 extracdes sucessivas com metanol/n-
hexano (1:2, v/v) em centrifuga (10 min/ 2218xg) (Tecnal, modelo 206 - Baby I, S&o
Paulo, Brasil), de acordo com a metodologia de Yi et al. (2014), com modificagfes. Os
sobrenadantes foram combinados, secos em atmosfera de N, e diluidos em MTBE,
filtrados em membrana Millex de PTFE (0,22 um, Millipore, Barueri, SP, Brasil) e
injetados.

Para quantificagdo do B-caroteno foi construido uma curva analitica com coeficiente
de determinacdo (R?) igual a 0,9995, tracando as &reas dos picos de seis solucdes
contendo diferentes concentragfes do pigmento (3 a 190 pg/ mL), previamente
quantificadas em espectrofotometro UV/Vis (Perkin-Elmer, Lambda 25, Ayer Rajah
Crescent, Singapore). Todos os solventes utilizados foram de grau cromatogréafico e
previamente filtrados em membrana Millex de PTFE (0,45 um, Millipore, Barueri, SP,
Brasil).

Padrdo de zeaxantina foi utilizado para co-cromatografia e identificacdo do pigmento

nas amostras. A quantificacdo da mesma foi realizada por porcentagem de area.

Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

A (EE) foi determinada pelo método descrito por Khayata et al. (2012), com
modificag¢fes. O conteudo de B-caroteno na fase aquosa das nanodispersdes foi obtido
através da injecdo por CLAE do filtrado resultante do  processo
ultrafiltracao/centrifugacdo (Amicon® Ultra 0,5/30 kDa. Millipore, Irlanda) de 1 mL da
solucdo contendo as nanoparticulas (30 min/ 1400xg). O resultado foi obtido através da
divisdo entre a diferenga do conteudo total de P-caroteno na nanodispersdes e 0

conteddo na fase aquosa, e multiplicando os resultados por 100 (Venturini et al. 2011).
Estabilidade

As quatro formulagdes (A= Farinha de albedo + Extrato; B= Farinha de albedo + -
caroteno; C: Pectina comercial + B-caroteno e D: Pectina comercial + Extrato) foram
avaliadas durante 60 dias de armazenamento a 4 °C em embalagem de vidro protegidas
da luz, quanto ao tamanho de particula, potencial zeta, Pdl, viscosidade, pH, cor (escala

CIELab), retencéo de carotenoides e atividade antioxidante.
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Analise Estatistica

Os resultados referentes ao tamanho de particula, Pdl, potencial zeta, viscosidade, pH,
cor, bem como a estabilidade durante o armazenamento (0, 15, 30, 45, 60 dias) foram
avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05). O experimento consistiu em 4 tratamentos com analises individuais
para cada repeticdo (total de 3 repeti¢Ges), conduzida no minimo em triplicata (valores
de média para cada repetic&o). Para a anélise dos dados foi utilizado o Software SPSS®

13.0. O programa ORIGIN® 8.0 foi utilizado para producéo das figuras.

Resultados e Discussao

Caracterizacdo dos Materiais Pécticos da Farinha do Albedo do Maracuja e da

Pectina Citrica Comercial

A farinha do albedo do maracuja amarelo apresentou em média 15,05 + 0,00 % de
pectina, semelhante aos valores relatados por Oliveira e colaboradores (2016) (14,34 +
0,45 %), bem como por Liew et al. (2014) e Seixas et al. (2014) que obtiveram valores
de 14,60 e 13,00 %, respectivamente para farinha da casca de maracuja amarelo
(epicarpo e mesocarpo). Essas pequenas variacfes podem ser devido a condicBes de
cultivo, grau de maturacdo, condi¢des de armazenamento e processamento do fruto,
obtencdo da farinha, bem como técnica de extracdo utilizada (de Oliveira et al. 2016;
Adetunji et al. 2017).

O DE da pectina esta associado a relacdo entre o nimero de grupos galacturénicos
totais e esterificados presentes em sua molécula (Farris et al. 2009), permitindo
classifica-las como de baixo (DE< 50 %) e alto grau de esterificagdo (DE> 50 %).
Dessa forma, o aumento no valor global deste grau condiciona as propriedades
gelificantes desta substancia, que também pode ser afetado por fatores como, massa
molar, pH, grau de amidacdo, presenca de agUcares e outros solutos, propriedades estas
que direcionam sua aplicabilidade tecnoldgica, pois influenciam a tenséo superficial e a
formacéo de emulséo (Canteri et al. 2012; Miller-Maatsch, Caligiani, Tedeschi, Elst e
Sforza, 2014).

Os valores obtidos para o DE da farinha do albedo do maracuja amarelo e pectina
citrica comercial foram de 43,09 + 0,00 % e 52,85 + 0,01 %, respectivamente, em

funcdo das diferentes fontes. As condicGes utilizadas no método de extracdo da pectina
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da farinha do albedo do maracuja podem ter contribuido para essa diferenca, pois pH,
temperatura e tempo de extracdo podem interferir na obtencéo de pectinas de diferentes
graus de esterificacdo (Yapo, 2009a, Yapo, 2009b ; Canteri et al. 2012; de Oliveira et al.
2016; Chan et al. 2017). Amostras de farinha da casca do maracuja amarelo (epicarpo e
mesocarpo) estudadas por Liew et al. (2014) apresentaram valor de DE similar (41,67

%) ao do presente estudo.

Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros obtidos por FTIR da farinha do albedo do maracuji amarelo e da pectina
citrica comercial apresentaram perfis similares nas bandas de absor¢cdo nas mesmas
regibes dos seus espectros (Fig. 1). Pode-se observar uma banda larga e intensa na
regido de 3438 cm™ (Fig. 1), absorcao esta justificada pelo estiramento O-H das ligacdes
de hidrogénio intramolecular de &cido galacturénico dos polimeros (Umoren et al.
2015).
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Fig. 1 Espectros FTIR comparativos entre a farinha do albedo do maracuja amarelo e

pectina citrica comercial.

Na regido de 2940 cm™ pode ser observada a absorcdo referente ao estiramento C-H
do grupo CH; (Gnanasambandam e Proctor 2000; Zhou et al. 2016a, Zhou et al. 2016b).
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Duas bandas em 1635 cm™ e 1446 cm™ séo atribuidas as vibracdes da estrutura O=C—O
(Umoren, 2015); enquanto a banda em 1748 cm™ pode ser atribuida & vibraco referente
ao estiramento dos grupos carbonilas esterificadas, bandas estas caracteristicas da
molécula da pectina. (Umoren et al. 2015) (Fig. 1). Utilizando esta mesma técnica,
Chang e colabores (2017) observaram eventos similares (nas regides 3349, 1604 e1734
cm™) ao analisarem o mesmo padréo de pectina citrica comercial utilizada no presente
estudo.

Vérios sdo os métodos aplicados a fim de determinar o porcentual dos grupos
esterificados (DE) (Canteri et al. 2012). Entretanto, estudos relatam resultados positivos
utilizando espectroscopia de infravermelho (FTIR) (Bichara et al. 2016). Os resultados
por FTIR dos materiais em estudo foram 40,11 % e 50,84 % para a farinha do albedo do
maracuja amarelo e pectina comercial, respectivamente. Esses resultados foram
similares aos obtidos no presente estudo utilizando o método de titulacdo (43,09 % e
52,85 %) para a farinha do albedo do maracuja amarelo e pectina citrica comercial,
respectivamente.

A presenca de moléculas ativas na superficie da pectina contribui para as suas
propriedades de emulsificacdo (Burapapadh et al. 2010). Além disso, a pectina tem a
capacidade de reduzir a tensdo interfacial entre as particulas, retardando a agregacéo e
aumentando as forcas de repulsédo entre estas (Sriamornsak et al. 2005), podendo ser
efetiva na preparacdo de emulsdes.

Burapapadh e colaboradores (2010) relataram que as melhores propriedades de
nanoemulsdes contendo o farmaco itaconazol (ITZ), preparadas por homogeneizagdo
simples, foram obtidas utilizando pectina com maior DE (70) por esta apresentar maior
conteddo de moléculas hidrofébicas na estrutura em relacdo as pectinas com menor DE
(38 e 29). Entretanto, os autores também atribuiram a capacidade emulsificante a

pectina de baixo valor de DE (38), demonstrado a importancia dessa determinagé&o.

Caracterizagéo das Nanodispersoes

Morfologia das Nanoparticulas

A MET vem sendo utilizada para melhor analise morfologica de nanoparticulas (Santos
et al. 2015; Silva et al. 2016). No presente estudo foram observadas em todas as

formulacdes particulas esféricas com tamanhos uniformes, auséncia de agregacao entre
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as mesmas, e delimitacdo definida promovida pelos materiais poliméricos que
circundaram cada particula (Fig.2).

Hu et al. (2015) e Silva et al. (2016) utilizando a mesma técnica e condi¢des de
caracterizacdo morfologica do presente estudo verificaram formatos similares para
nanoparticulas de cdrcuma/zeina e pectina, e nanoparticulas contendo extrato de

cenoura/PCL e padrao de f-caroteno/PCL, respectivamente.

Fig.2 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) das nanoparticulas analisadas
imediatamente apds obtengdo: a. Farinha de albedo + Extrato; b. Farinha de albedo + f3-
caroteno; c. Pectina comercial + B-caroteno e d. Pectina citrica comercial + Extrato. (X
6000)

Tamanho Médio das Particulas, Indice de Polidispersibilidade (Pdl) e Potencial Zeta

das nanodispersdes

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, logo ap6s obtencdo das
nanodispersdes, pode-se observar uma associacdo positiva da técnica de deslocamento
de solvente com os materiais poliméricos e pigmentos utilizados, uma vez que
resultaram em particulas com tamanho médio de 84,40 + 1,20 nm, dentro da faixa
preconizada pela literatura para esta técnica (dimensdes inferiores a 100 nm). Esse

didmetro também se enquadra nos limites relatados em estudos similares, em sua
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maioria polimeros sintéticos e o B-caroteno comercial (9-193 nm) (Ribeiro et al. 2008;
Silva et al. 2011; Kim et al. 2013; Santos el al. 2015; Silva et al. 2016).

Destaca-se o trabalho de Silva e colaboradores (2016) por ser o Unico a incorporar
em umas das suas formulagdes com o polimero sintético poli (g-caprolactona) (PCL)
uma mistura de carotenoides naturais obtidos de extrato de cenoura (B-caroteno, o-
caroteno e luteina) avaliando a estabilidade das nanoparticulas (142,33 + 5,69 nm em
100 dias de armazenamento (4 °C).

No tempo 0, o didmetro das particulas foi similar aos menores didmetros obtidos por
Yi et al. (2014) que variaram entre 75 a 162,4 nm e 88,5 a 190,9 nm quando usado
caseinato de sodio e isolado proteico de soro do leite, como polimeros para
nanoencapsular [B-caroteno sintético por homogeneizacdo-evaporacdo de solvente.
Particulas maiores (150 nm) foram produzidas pelo mesmo método por Cao-Hoang et
al. (2011), adotando o poli acido latico (PLA) como polimero no encapsulamento do

mesmo carotenoide.

Tabela 1 Distribuicdo do tamanho médio das particulas, indice de polidispersibilidade
(PdI) e potencial zeta das nanodispersdes rica emp-caroteno analisadas imediatamente

apos obtencao.

Diametro médio (nm + DP) PdI (DP) Potencial zeta (mV + DP)
Dispersoes
A 84,22 +3,17° 0,123+ 0,01 -41,36 + 1,43
B 82,38 + 0,54° 0,113 +0,01° -43,64 +1,83°
Cc 85,25 + 0,28° 0,173 +0,01° -24,57 +0,66°
D 84,37 £0,12° 0,170 + 0,01° -27,39 + 0,86°

A= Farinha de albedo+ Extrato, B= Farinha de albedo + B-caroteno, C= Pectina + 3-caroteno, D=Pectina
+ Extrato. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significante entre

as nanodispersoes (p< 0,05)

Conforme os resultados da Tabela 1, todas as formulagGes apresentaram
uniformidade de distribuicdo no diametro das particulas, pois valores de Pdl entre 0,1 e
0,25 estdo na faixa de melhor homogeneidade (Patravale et al. 2004). Menor
homogeneidade no tamanho das particulas foi observada por Yi et al. (2014), ao
avaliarem nanoparticulas de B-caroteno sintético pela técnica de homogeneizagéo-
evaporacao de solvente utilizando caseinato de sddio (0,449 + 0,152), isolado proteico

de soro de leite (0,351 £ 0,00) e isolado proteico de soja (0,471 £ 0,00), na concentragédo
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de 1,25 % de cada polimero. Os autores atribuem este elevado resultado &s
caracteristicas dos polimeros utilizados que poderiam estar contribuindo na obtencéo de
particulas menos uniformes.

O potencial zeta pode ser exibido pela superficie das particulas no material e
configura-se como indicador de estabilidade em dispersdes coloidais (Tiede et al. 2008).
Os resultados deste parametro para as nanodispersdes produzidas diferiram de acordo
com o tipo de polimero utilizado, fato este que pode estar relacionado com o grau de
esterificacdo da pectina nos materiais poliméricos em estudo.

Imediatamente apds obtencdo, as nanodispersdes apresentaram elevado numero de
cargas negativas, principalmente as formuladas com a farinha do albedo do maracuja (-
41,36 + 1,43 a -43,64 £ 1,83), e estas diferiram significativamente (p<0,05) das
preparadas com a pectina citrica comercial (-24,57 £ 0,66 a -27,39 + 0,86). Este elevado
potencial negativo das nanodispersdes com farinha do albedo do maracuja pode
possivelmente ser justificado pela maior quantidade de grupamentos carboxilas que ndo
foram substituidos pelo grupo metila, desta forma, quanto menor o (DE), mais
particulas carregadas negativamente serdo formadas (Chan et al. 2017; Burapapadh et
al. 2010; Canteri et al. 2012).

Cao-Hoang et al. (2011) obtiveram duas formulacdes valores semelhantes de
potencial zeta (-28,8 + 4,6 e -31,1 + 2,1) para nanoparticulas de B-caroteno sintético
obtidas por deslocamento de solvente e valores superiores (+4,8 + 1,2 e +9,1 + 2,28)
para particulas produzidas com B-caroteno natural, utilizando PLA como polimero. A
maior tendéncia ao potencial negativo foi associada aos grupamentos carboxilicos
resultantes das hidrélises da cadeia do polimero utilizado (Mosqueira et al. 2000).

Ao longo dos 60 dias de armazenamento (4 °C), o didmetro médio das
nanoparticulas foi de 82,29 + 0,51 a 86,83 + 0,50 nm e 82,94 + 0,35 a 91,26 = 0,79 nm
para as formulagdes contendo farinha do albedo e pectina citrica comercial,
respectivamente, havendo diferenca significativa (p<0,05), contudo, mantiveram

dimens@es em escala nanométrica (Tab. 2).
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Tabela 2 Distribuicdo do tamanho médio das particulas, indice de polidispersibilidade
(Pdl) e potencial zeta das nanodispersdes rica emp-caroteno ao longo de 60 dias de

armazenamento(4 °C).

Diametro médio (nm + DP)  Pdl (DP) Potencial zeta(mV + DP)
Tempo (Dias) Emulsbes
15 A 83,25 + 0,55 0,146 + 0,00™* -39,18 + 2,04"*
B 82,29 + 0,51°A 0,123 + 0,00 -42,48 + 2,48
C 87,50 + 0,48 0,153 + 0,00 -21,02 + 1,80
D 85,07 + 0,61% 0,140 + 0,00°* 22,52 +1,68%
30 A 84,31 + 0,44 0,130 + 0,01°* -25,84 + 2,09%8
B 85,93 + 0,59°® 0,153 + 0,00 -20,9 1+ 2,56
C 86,15 + 0,47 0,160 + 0,01* -22,44 + 187"
D 82,94 + 0,35 0,116 + 0,00°* -26,82 +4,72%®
45 A 85,90 + 0,548 0,180 + 0,01% -20,04 + 2,39"8
B 84,89 + 0,92 0,156 + 0,00"® 21,23 +2,94"
C 85,36 + 0,55% 0,150 + 0,01"® -18,19 + 1,57%
D 86,97 + 0,68 0,186 + 0,008 217,21 +2,24%®
60 A 84,12 + 0,52% 0,150 + 0,00"® -10,09 + 2,00%®
B 86,83 + 0,50 0,160 + 0,01"® -15,52 +1,37"®
C 91, 26 + 0,79 0,186 + 0,00 -13,76 + 1,57%8
D 88,43 + 0,53 0,180 + 0,01% -17,22 +1,87%®

A= Farinha de albedo+ Extrato, B= Farinha de albedo + B-caroteno, C= Pectina + -caroteno, D=Pectina
+ Extrato. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significante entre
as nanodispersdes (p< 0,05) e letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica

significante entre as nanodispersdes ao longo do tempo (p< 0,05)

Diametros maiores (193 + 4,7 nm) foram observados por Santos e colaboradores,
2015, para nanoemulsdes de licopeno, obtidas por deposicao interfacial do polimero
sintético PCL poli (e-caprolactona), sem alteragdo significativa durante o
armazenamento (28 dias, 25 °C).

Silva et al. (2011) obtiveram nanoemulsdes incorporadas de [-caroteno e
observaram, ap0s 21 dias de armazenamento (4 °C), aumento e diminuigdo significativa
no tamanho de particulas para duas formulagdes (10,27 + 1,85 a 265,47 + 120,86nm e
228,63 + 0,01 a 120,57 + 29,69 nm) utilizando o método de emulsificacdo-evaporagédo
de solvente, atribuindo esta instabilidade a influéncia do movimento browniano e
evaporacdo incompleta do solvente utilizado, respectivamente. Assim, o material
polimérico, os compostos encapsulados, e 0s solventes utilizados, podem interfir nas
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas formadas (Silva, et al. 2016).

As nanodispersdes obtidas no presente estudo podem apresentar boa aplicabilidade,
uma vez que, resultaram em estruturas uniformes (Pdl = 0,123 + 0,00 a 0,186 + 0,00) e
conferindo melhores

de menores dimensdes (maior superficie de contato),



58

caracteristicas que podem interagir mais facilmente com outros compostos quando
inseridos em matrizes de interesse (Fontanive et al. 2014).

O uso da pectina como biopolimero no encapsulamento de compostos bioativos é
evidenciado apenas utilizando o método de complexacdo deste material péctico com
uma proteina (B-lactoglobulina, zeina, caseina, entre outras), e, resultados promissores
para aplicacdo industrial tém sido documentados (Hu et al. 2015, Jones et al. 2010). E
evidente a auséncia de estudos que apliquem a técnica de deslocamento de solvente
associando materiais pécticos como encapsulantes, porém, os resultados de Pdl
apresentados no presente trabalho assemelham-se a outros que utilizaram esta técnica,
carotenoides como material encapsulado, polimeros sintéticos e diferentes tempos de
armazenamento (Chu et al. 2008; Ribeiro et al. 2008), demonstrando a viabilidade do
método e dos materiais aplicados.

Com relacdo ao potencial zeta, no periodo de 30 dias de armazenamento, apenas as
nanodispersdes formuladas com farinha (A e B), apresentaram diferenca significativa (p
<0,05), mantendo-se estaveis ap0s este periodo (Tab. 2). Apenas apos 45 dias de
armazenamento (4 °C), pode-se observar aumento, ndo significativo deste potencial para
todas as formulagGes, demonstrando prevencéo a floculagdo e agregacéo das particulas,
permitindo que as emuls@es continuem estaveis (Mohanraj e Chen 2006).

Alteracdes semelhantes para este parametro foi observado por Silva e colaboradores
(2016) ao analisarem o efeito do armazenamento (100 dias, 4 °C) de nanodispersoes
incorporadas de mistura de carotenoides naturais obtidos a partir do extrato de cenoura
(B-caroteno, a-caroteno e luteina) (-23,93 £ 0,55 a -18,37 + 2,06) e -caroteno (-10,33 +
2,01 a-9,08 + 1,23), por deposicdo interfacial do polimero (PCL) pré-formado.

A técnica de encapsulamento por deslocamento de solvente requer, em sua maioria, 0
uso de surfactantes, polieletrolitos, entre outras substancias, para promo¢do de maior
estabilidade das particulas produzidas e melhor interacdo de todos constituintes na
formulacdo (Silva e Cerqueira 2016; Cao-Hoang et al. 2011). Entretanto, os materiais
poliméricos utilizados no presente estudo dispensam 0 uso destas substancias (quase
sempre de carater sintético e de alto custo), pois apresentam caracteristicas

emulsionantes, atuando como estabilizantes naturais (Sriamornsak et al. 2005).

Os resultados da viscosidade, pH, cor e atividade antioxidante estdo apresentados na
Tabela 3.



Tabela 3 Caracterizac¢do das nanodispersdes de f-caroteno quanto a viscosidade, pH, cor e atividade antioxidante analisadas durante 60 dias de

armazenamento refrigerado (4 °C).

Viscosidade pH Pardmetros de cor Atividade
(Cp) antioxidante (%)
Tempo (Dias) Nanodisperses L* a* b*
0 A 2,60 +0,01°° 6,14 + 0,03 27,86 + 0,01%° -0,21 +0,00™ 14,72 + 0,03 92,79 + 0,03
B 2,57 +0,01°° 6,02 + 0,03 27,29 + 0,07°° 0,47 + 0,03 6,46 + 0,02 92,56 + 0,03°"
C 2,66 +0,01%° 4,67 + 0,03 27,49 + 0,01°P 0,43 +0,01* 6,47 + 0,01 92,70 + 0,12%
D 2,67 +0,01%° 4,68 + 0,07 27,93 + 0,01%° -0,62 + 0,01A 13,70 + 0,02 92,59 + 0,02°A
15 A 2,70 + 0,06 6,22 + 0,00% 27,96 + 0,00°° -0,32 £ 0,01A 14,57 + 0,01% 91,58 + 0,05%
B 2,69 + 0,02°° 6,01 + 0,02% 27,83 + 0,01°P 0,28 + 0,00 6,11 + 0,00 86,18 + 0,19°A
C 2,85 +0,01%° 4,65 + 0,04 27,93 + 0,02°° 0,26 + 0,00 6,01 +0,01% 86,19 + 0,60°"
D 2,80 +0,01%° 4,75 + 0,01 28,05 + 0,01%° -0,72 £ 0,00% 13,53 + 0,01 91,98 + 0,50*
30 A 3,00+ 0,01°¢ 6,34 + 0,07 28,26 + 0,01 -0,41 +0,01® 14,35 + 0,01%® 88,70 + 0,12%
B 3,02+ 0,01 6,25 + 0,02% 28,07 + 0,01% 0,16 + 0,00%® 5,53+ 0,018 83,19 + 0,06™"
C 3,16 + 0,01% 5,04 + 0,02"8 28,12 + 0,01°¢ 0,11 + 0,00"® 5,32+ 0,01%® 82,74 + 0,03"A
D 3,15 + 0,02% 4,80 + 0,02°® 28,14 + 0,01°¢ -0,85+0,01® 13,43 + 0,00 87,75 + 0,00
45 A 3,62 +0,00°® 6,49 + 0,05% 28,32 + 0,01% -0,56 + 0,00 14,17 + 0,01% 84,78 + 0,30%
B 3,60 + 0,00°® 6,46 + 0,012 28,15 + 0,03 -0,18 + 0,00% 5,26 + 0,00 70,55 + 0,17°8
C 3,66 +0,01%8 5,35 + 0,05°¢ 28,21 + 0,01%®8 -0,26 + 0,00 5,12 + 0,00% 70,58+ 0,29"®
D 3,61 +0,00° 4,95 + 0,01°° 28,26 + 0,018 -0,88 + 0,00 13,23 + 0,01°P 82,52 +0,11%
60 A 3,71+ 0,00 6,62 + 0,02%° 28,42 + 0,00"* -0,64 + 0,00%° 13,26 + 0,00%° 78,25 + 0,20%
B 3,70 + 0,00 6,53 + 0,01%° 28,44 + 0,65™* -1,01 £ 0,01°° 4,43 +0,00°° 62,24 + 0,35
C 3,81 + 0,00 6,04 + 0,05°° 28,76 + 0,00 -1,04 +0,01°° 4,28 + 0,00%° 59,41 + 0,08
D 3,76 +0,01™ 5,03 + 0,01 28,38 + 0,01 -0,97 +0,01°° 13,32 + 0,01° 73,74 £ 0,18%
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A= Farinha de albedo + Extrato, B= Farinha de albedo + B-caroteno, C= Pectina + -caroteno, D=Pectina + Extrato. Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam

diferenca estatistica significante entre as nanodispersdes (p< 0,05) e letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica significante entre as

nanodispersdes ao longo do tempo (p< 0,05)
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A viscosidade das nanodispersdes variou de 2,57 + 0,01 a 2,67 £ 0,01 cP no tempo
zero, sendo que as formulacfes C e D apresentaram valores superiores e diferiram das
demais (p<0,05). Apos 30 dias houve aumento significante (p<0,05) desse parametro
para todas as formulacdes (Tab 3).

Valores inferiores de viscosidade (1,09 = 0,03 cP) foram verificados por Santos e
colaboradores (2015) para nanoemulsdes de licopeno obtidas por deposicéo interfacial
do polimero pre-formado utilizando emulsificante monoestearato de sorbitana e o
polimero PCL.

Diferencas na viscosidade podem estar diretamente relacionadas ao volume
hidrodindmico da particula, massa molar e interacdo polimero-solvente-pigmento, pois,
a pectina, por apresentar caracteristicas hidrocoloides, tende a contribuir na obtencao de
emulsdes mais viscosas, uma vez que tem em sua composicdo grupos carbonila
esterificados (Canteri et al. 2012).

A andlise de pH torna-se imprescindivel por direcionar a aplicabilidade das
nanodispersdes, uma vez que interfere nas caracteristicas fisico-quimicas das
substancias e suas interagdes, podendo por exemplo, diminuir a estabilidade dos
carotenoides (pH< 3) (Lobato et al. 2013). Além disso, como a pectina apresenta na
molécula regibes de diferentes polaridades, os efeitos de carga sdo consideraveis e
dependentes do pH do meio, podendo apresentar cargas positivas em meios mais
basicos e negativas em pHs acidos (Canteri et al. 2012).

As formulagdes contendo farinha de albedo (A e B) resultaram em maiores valores
de pH diferindo das demais (p<0,05) em todos os tempos avaliados (Tab 3), 0 que pode
estar relacionado as diferentes naturezas e graus de esterificacdo dos polimeros
empregados (Burapapadh et al. 2010; Canteri et al. 2012).

Alteracdes neste parametro (6,01 + 0,04 — 5,60 + 0,02) também foram observadas em
nanodispersdes de licopeno (28 dias, 25 °C) formuladas com monoestearato de
sorbitana e PCL por deposic¢do interfacial do polimero pré-formado, sendo relacionadas
a degradacdo do polimero (Santos et al. 2015).

Imediatamente apos a formulagdo, todas as amostras exibiram tonalidade laranja e
baixa luminosidade, com a* variando de -0,62 + 0,01 a 0,47 + 0,03e b* de 6,46+ 0,02 a
14,72+ 0,03. As formulagdes contendo extrato (A e D) apresentaram tendéncia ao verde
(valores negativos para a*) e amarelo (maiores valores de b*) diferindo entre si (p<0,05)
e das formulagGes com B-caroteno sintético (B e C), que tenderam ao vermelho (valores

positivos de a*). A diferenca no pardmetro a* esté relacionada ao perfil de carotenoides
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presentes nas nanodispersdes, pois nas formulagdes contendo -caroteno sintético ha o
predominio do all-trans-B-caroteno (97%), que atribui tons do alaranjado ao vermelho
(Rodriguez-Amaya e Kimura, 2004).

Alguns outros fatores como, tipo de polimero, concentracdo do composto
encapsulado e suas interagfes podem contribuir para variacdes de cor (Santos et al.
2015; Liu et al. 2010). Liu e colaboradores (2010) relataram valores superiores para
todos os parametros de cor (L* = 38,45 + 0,29 — 39,80 £ 0,11; a* = 45,58 + 0,44 — 49,83
+0,21; b* =50,42 + 0,51 — 51,50 £ 0,32) ao avaliarem dispersdes aquosas incorporadas
de diferentes concentragdes de f-caroteno (0,02-0,4 %, respectivamente).

Ao longo do tempo de armazenamento os valores de L apresentaram aumento
significativo para todas as formulacdes analisadas no presente estudo (p<0,05) (Tab 3),
possivelmente ocasionada pela perda de carotenoides.

Os valores de a*e b* também variaram em todos os dias de armazenamento (p<0,05),
entretanto, as nanodispersdes incorporadas com o [-caroteno sintético, apresentaram
maior reducdo nos valores de b* e apenas ap6s 45 dias de armazenamento, os valores de
a* apresentaram-se mais negativos (tendendo ao verde), apresentando tonalidade menos
amarela que as formuladas com o extrato (Tab 3).

Entre nanoemulsdes contento extrato de cenoura (B-caroteno, a-caroteno e luteina) e
B-caroteno sintético, formuladas com PCL por deposicéo interfacial do polimero pré-
formado, também foi observada acentuada reducdo de a* e b* nas formulagOes
contendo o [-caroteno sintético a partir do 21° e 60° dias de armazenamento,
respectivamente (Silva et al. 2016).

Todas as nanodispersdes em estudo apresentaram elevada atividade antioxidante
longo do armazenamento, evidenciando resultados positivos para inibicdo do radical
DPPH pelos carotenoides presentes, principalmente para as formulacdes contendo o
extrato de caroteides microalgal (A e D), independente dos polimeros utilizados (Tab 3).
As nanodispersfes incorporadas de [-caroteno sintético apresentaram importante
diminuicdo neste parametro apos 45 dias de armazenamento (p<0,05). Estes resultados
podem ser justificados pela interacdo entre os carotenoides presentes no extrato natural
de carotenoides, composto, em sua maioria de carotenoides mais estaveis (na forma
trans) (Silva et al. 2011; Silva et al. 2016). A potente atividade antioxidante dos
carotenoides ¢é justificada, principalmente, pela presenca de ligaces duplas conjugadas
em sua estrutura (Yi et al. 2014), o que atribui aos mesmos a capacidade de sequestrar
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espécies reativas de oxigénio, como o radical peroxil (ROOes) e 0 oxigénio singlete
(‘02).

Cabe ressaltar que, a atividade antioxidante das nanodispersdes obtidas apenas de
farinha do albedo do maracuja e da pectina comercial, sem incorporagdo dos pigmentos,
foi de 0,95 = 0,00 e 0,89 % 0,09, respectivamente. Alguns estudos atribuem a acdo de
estabilizador oxidativo a farinha do albedo do maracuja, contudo, a escolha do método,
tipo de solvente e concentracbes da amostra podem influenciar neste resultado
(Martinez et al. 2012; Lépes-Vargas et al. 2013). Lopes-Vargas e colaboradores (2013),
a partir de extratos obtidos de diferentes concentragdes de farinha do albedo do
maracujd amarelo (0,78-100 mg/mL), utilizando metanol e dimetilsuféxido como
solventes, analisaram a capacidade antioxidante desta matriz sob o método de DPPH,
reducdo do ferro (FRAP) e analise da atividade quelante do ion ferro (AQIF) resultando
no bom potencial antioxidante para todos os métodos aplicados. Diferente destes
resultados, as nanoparticulas (sem incorporagdo dos pigmentos) formuladas com os
materiais poliméricos utilizados no presente estudo nao apresentaram boa capacidade de
inibicdo do radical DPPH (0,95 + 0,00 e 0,89 + 0,09, para as formulacdes contendo
farinha do albedo e pectina citrica comercial, respectivamente).

Extratos de carotenoides de Spirulina platensis obtidos pelo método de Extragdo com
Liquido Pressurizado (PLE) demonstraram resultados inferiores para atividade
antioxidante (46,00 — 67,00 % e 50,00 — 59,00 %) (Santoyo et al. 2006), no entanto,os
pigmentos ndo estavam na forma de nanoparticulas, o que de fato pode ter contribuido
para esta diferenca no porcentual de inibicdo do radical DPPH, uma vez que, quanto
menor o diametro das particulas, maior a bioacessibilidade das moléculas bioativas
encapsuladas (Flanagan e Singh 2006; Imran et al. 2010).

Poucos sdo os relatos sobre a atividade antioxidante de carotenoides encapsulados.
Yi et al. (2015), documentaram melhores resultados para inibicdo do radial DPPH de
nanoparticulas de B-caroteno (10 mg/mL) obtidas pela técnica de homogeneizacao
evaporacao de solvente utilizando caseinato de sodio (69,6 £ 3,1 %), isolado proteico de
soro de leite (72,8 + 0,6 %) e proteina de soja isolada (66,8 + 5,5 %) quando estas foram
comparadas a formulacdo livre do nanoencapsulamento (16,7 £ 1,4 %). Desta forma,
torna-se impressindivel estimular a analise deste parametro em estudos similares aos do

presente trabalho.
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Avaliacdo Cromatografica

A partir da comparacao dos tempos de retencdo e dimensionamento das areas dos picos
entre os padrdes e amostra, foi possivel verificar que o all-trans-f-caroteno foi o
carotenoide majoritéario (52 %) no extrato da microalga Spirulina sp. LEB 18 utilizado
para o preparo das nanodispersdes A e D, seguido de zeaxantina (28 %) (Fig. 3). A
concentracdo destes pigmentos na microalga pode variar de acordo com as condicGes de
cultivo e fatores climéaticos, uma vez que a atividade fotossintética é essencial na sua
producdo (Ras et al. 2013). Cabe destacar também que dependendo do solvente usado

para a extracdo pode ocorrer uma diferenca nos teores de cada carotenoide.
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Fig. 3 Carotenoides majoritarios do extrato de Spirulina sp. LEB 18. 1. Zeaxantina (28
%), 2. all-trans-f-caroteno (52 %) e 3. 9-cis-p-caroteno (12 %) (identificacdo tentativa

por tempo de retencdo e caracteristicas do espectro).

Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

Os resultados de EE foram bons para todas as formulagdes. As nanodispersdes A e D,
contendo extrato de carotenoides da Spirulina sp. LEB 18 apresentaram valores de EE
de 96,67 % e 97,94%, e de 96,76 % e 98,25%, para zeaxantina e [3-caroteno,
respectivamente, sendo estes superiores aos obtidos para as amostras contendo [3-
caroteno sintético (B = 95,75 % e C = 95,40 %). Esta diferenca pode estar relacionada a
forma cristalina do [-caroteno, que apresenta maior dificuldade de dispersdo em

substancias de carater polar (Qian et al. 2012).
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Resultados similares foram observados por Yi et al. (2014), quando nanoencapsularam
o B-caroteno pela técnica de homogeneizagdo-evaporacdo de solvente utilizando
caseinato de sodio, isolado proteico de soro de leite e isolado proteico de soja isolada,
obtendo EE de 99,1 %, 98,8 %, e 98,7 %, respectivamente.

Retencao de carotenoides

A retencdo de carotenoides majoritarios (%) nas nanodispersées contendo o extrato,
resultaram em 58,78 + 0,02 e 60,33 £+ 0,03 % de zeaxantina e 63,25 + 0,01 e 65,45 *
0,01 % de all-trans-p-caroteno, apds 60 dias de armazenamento a 4 °C, para as
formulagGes contendo farinha do albedo e pectina comercial, respectivamente (Fig 4a e
b). As nanodispersdes incorporadas de f-caroteno sintético apresentaram retencdo de
12,9 £ 0,02 e 10,72 + 0,01 %, para 0os mesmos materiais poliméricos, respectivamente
(Fig 4aeb).
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Fig. 4 Retencgdo de carotenoides: a. Nanodispersdes formuladas com farinha de albedo
do maracujd amarelo b. Nanodispersbes formuladas com pectina citrica comercial

durante armazenamento de 60 dias (4 °C).

A maior retencdo do all-trans-B-caroteno nas formulagGes contendo extrato da
microalga (Fig 4a e b), pode ser atribuida ao efeito sinérgico promovido pelo conjunto
de carotenoides presentes no extrato. A maior perda deste composto, principalmente
pelas nanodispersdes incorporadas de all-trans-p-caroteno sintético, uma vez que, na
sua forma isolada tendem a menor dispersdo e maior degradagdo (Silva et al. 2011;
Silva et al. 2016).
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Entre nanoemulsdes obtidas por polimero pré-formado (PCL), a formulacéo
contendo extrato de cenoura (B-caroteno, a-caroteno e luteina) também apresentou
maior retencdo de carotenoides (67, 62 £ 7, 77 %) do que a amostra com [-caroteno
sintético (11,69 £ 1,65 %) durante o armazenamento (100 dias, 4 °C) no estudo de Silva

e colaboradores (2016), justificado pelo efeito sinérgico da mistura de pigmentos.
Conclusdes

O estudo das substancias pécticas e dos seus atributos tecnoldgicos surge como
importante ferramenta para aproveitamento de descartes ricos neste composto, tal como
a farinha do albedo do maracuja amarelo utilizado no presente estudo, que apresentou
importante quantidade de pectina (15,05 + 0,00 %), e menor teor de grupamentos
esterificados quando comparadoa pectina comercial (43,09 + 0,00 %). Ao longo dos 60
dias de armazenamento refrigerado, foi possivel obter nanodispersdes com particulas
fisicamente estaveis utilizando farinha do albedo do maracuja amarelo e pectina citrica
comercial como materiais poliméricos, ricas em [-caroteno, sob a técnica de
deslocamento de solvente, favorecendo a maior aplicabilidade destes pigmentos. Os
dois materiais poliméricos desempenharam papel estabilizante, mesmo na auséncia de
surfactante, proporcionando uniformidade no tamanho das particulas e eficiéncia de
encapsulacdo proximas a 100 %. Independente do material polimérico, as
nanodisperses incorporadas do extrato de carotenoides da microalga apresentaram
menor reducdo na coordenada b* e melhor atividade antioxidante, apresentando, ao
final do periodo de armazenamento, maior retencdo de carotenoides (seis vezes maior),
quando comparadas as formulagdes contendo o B-caroteno sintético. O presente estudo
destaca o uso da farinha do albedo do maracuja amarelo como possivel alternativa
simples e de baixo custo na producdo de nanodispersdes ricas em carotenoides, para
possivel substituicdo aos polimeros comerciais e incorporacdo em diferentes matrizes

alimentares.
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APENDICE: ESTUDO PROSPECTIVO DE NANOPARTICULAS DE
COMPOSTOS BIOATIVOS COM ENFASE EM NANOENCAPSULAMENTO:
UMA CONTRIBUICAO SOBRE A POTENCIALIDADE DESTA TECNOLOGIA

Resumo — A nanotecnologia pode ser considerada uma tendéncia nos diversos setores
da economia. Nesse contexto, as nanoparticulas de compostos bioativos destacam-se
por sua versatilidade de fungdes/aplicacGes. O presente estudo prospectivo teve como
objetivo avaliar o panorama mundial relativo ao tema em questéo, correlacionando-o
com os documentos de patentes depositados. A pesquisa foi realizada a partir da
associacao de codigos da Classificacdo Internacional de Patentes com palavras-chave
sobre o tema, no banco de dados Espacenet®, resultando em 47 patentes. As
informagdes encontradas foram compiladas em gréficos e discutidas. O uso desta
tecnologia foi evidenciado principalmente na Industria Farmacéutica (64%) e
Alimenticia (21%), sendo os Estados Unidos o principal pais detentor de pedidos de
patentes. O Brasil possui apenas 3 depoésitos de patentes associadas ao uso das
nanoparticulas de compostos bioativos, evidenciando assim a importancia para novos
incentivos tecnologicos no pais. Diante do cenario analisado, pode-se observar a
crescente tendéncia mundial desta tecnologia e sua promissora associacdo ao
nanoencapsulamento.

Palavras-chave — industria, inovacdo, nanotecnologia

Abstract — Nanotechnology can be considered a trend in the various sectors of the
economy, in this context nanoparticles of bioactive compounds are noted for their
versatility of functions/ applications. This prospective study aimed to assess the global
picture concerning the issue at hand, correlating it with deposited patent documents.
The survey was conducted from the codes of association of the International Patent
Classification with keywords on the topic in the Espacenet® database, resulting in 47
patents. These findings were compiled in graphics and discussed. The use of this
technology was evidenced mainly in the pharmaceutical industry (64%) and Food
(21%), and the United States which is the principal holder of patent applications. Brazil
has only 3 patent applications associated with the use of nanoparticles of bioactive
compounds, thus underlining the importance for new technological incentives in the
country. On the analyzed scenario, one can observe the growing global trend of this
technology and its promising association to nanoencapsulation.

Keywords — industry, innovation, nanotechnology
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1 INTRODUCAO

Os compostos bioativos vem ganhando destaque por sua diversidade de funcgdes e
aplicabilidade nos diferentes setores da economia, principalmente na inddstria
alimenticia e farmacéutica, uma vez que trazem beneficios a satde, com destaque para
os carotenoides, catequinas, fitoquimicos, flavonoides e curcuminoides (SHARMA,
2010; ISLAM; MOHAMMAD, 2015). Por prevenirem processos oxidativos, estes
compostos estdo amplamente associados a prevencdo de inimeras patologias, dentre
elas, doencas cardiovasculares, Parkinson, Alzheimer e cancer (MINICH; BLAND,
2008). Além disso, vem atuando no cenario tecnolégico da area de alimentos, sendo
incorporado & matrizes alimenticias e embalagens, repercutindo em positivos resultados
(SANTOS et al., 2015; HU et al., 2015).

Contudo, a instabilidade destes compostos (geralmente de origem natural), limitam
sua ampla aplicabilidade, tendo em vista que apresentam sensibilidade & fatores como
luz, oxigénio, altas temperaturas, entre outros, que podem comprometer seu carater
bioativo (AKHTAR et al., 2012). Desta forma, é evidente o crescente interesse em
processos tecnoldgicos que visam melhorar/preservar as caracteristicas de determinadas
substancias para adequa-las a determinada aplicacdo (ESMAILI et al.,, 2011;
BASNIWAL et al., 2011; HU et al., 2015). Nesse contexto, o desenvolvimento de
nanoparticulas de compostos bioativos tem sido foco de pesquisas cientificas,
entretanto, ainda séo limitados os estudos que abordam esta tecnologia (EZHILARASI
etal., 2013).

As nanoparticulas conceituam-se como particulas cujo tamanho se apresenta na
faixa inferior que 0,2 um (diametro entre 1 e 1000 nm) (SOPPIMATH et al., 2001), o
que pode conferir amplos beneficios as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos
compostos reduzidos a esta escala, como de proteger, isolar, retardar alteracfes que
podem resultar perda de aroma, cor e valor nutricional, separar reagentes reativos e
incompativeis e controlar a liberacdo de ingredientes encapsulados (ANAND et al.,
2010; BASNIWAL, et al., 2011).

Vaérios trabalhos cientificos denotam que o panorama da nanotecnologia vem
ganhado amplitude em associacao a tecnologia de nanoencapsulamento, principalmente
na industria farmacéutica e alimenticia (SHAKERI, et al., 2014; Y1 et al., 2014,
SANTOS et al., 2015; HU et al., 2015) podendo esta ser obtida sob diferentes
metodologias (BASNIWAL et al., 2011). Contudo, diante do ambiente competitivo e da
viabilidade de aplicacdo econdmica das novas tecnologias, torna-se imprescindivel o
fator inventivo e inovador. Assim, o conhecimento das tendéncias tecnoldgicas futuras
configura-se como relevante, sendo o0s estudos prospectivos ferramentas iniciais
fundamentais para sistematizar as informagdes referentes as inovagdes (OLIVEIRA et
al., 2012).

Diante da crescente utilizagdo da nanoctenologia, o presente estudo prospectivo teve
como objetivo realizar um mapeamento tecnolédgico para avaliar o panorama mundial da
utilizacdo de nanoparticulas de compostos bioativos com énfase em
nanoencapsulamento, correlacionando com os documentos de patentes depositados, a
fim de evidenciar os principais paises detentores desta tecnologia, sua potencialidade e
aplicabilidade nos diferentes setores da economia.
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2 METODOLOGIA

Os documentos de patentes foram pesquisados na base de dados online do escritorio
europeu Espacenet® (EP), visto que abrange patentes depositadas e publicadas em mais
de 90 paises, incluindo os pedidos de patentes depositados no Brasil (Instituto Nacional
de Propriedade Industrial -INPI), além de disponibilizar a versdo integral de grande
parte desta documentagdo. Para ampliar a busca do nimero de documentos depositados
e obter diferentes variagcdes e combinacbes dentre o tema proposto, foi realizada uma
pesquisa utilizando os cddigos da Classificacdo Internacional de Patentes (IPC). Desta
forma, os documentos de patentes publicados, arquivados ou concedidos, relativos a
tecnologia em estudo foram pesquisados sob associagdo de um conjunto de palavras-
chave e cddigos que representaram as formas com as quais esta tecnologia poderia ser
identificada nos documentos, bem como pela busca das palavras-chave, titulo e abstract
que se associavam ao presente estudo.

Os depositos de patentes que apresentaram 0s descritores mais proximos ao tema
proposto foram selecionados para o tratamento de dados. Estes foram exportados para o
programa CSVed 2.2.3 e desse Ultimo, para o Microsoft excel. Subsequentemente foram
criadas planilhas e graficos referentes ao Codigo de Classificacdo Internacional;
evolucdo anual das patentes; distribuicdo de depositos por pais detentor da tecnologia;
depdsitos de patentes por empresas e inventores; potencialidade e areas de aplicacdo das
nanoparticulas de compostos bioativos, com enfoque na sua correlagdo com
nanoencapsulamento.

3 ANALISE E DISCISSAO

A Classificacdo Internacional de Patentes, conhecida pela sigla IPC — International
Patent Classification — foi estabelecida pelo Acordo de Estrasburgo em 1971 e prevé um
sistema hierarquico de simbolos para a classificacdo de Patentes de Invencédo (PI) e de
Modelo de Utilidade (MU), de acordo com as diferentes areas tecnoldgicas a que
pertencem. A IPC é adotada por mais de 100 paises e coordenada pela Organizagdo
Mundial da Propriedade Intelectual — OMPI. O objetivo da busca e identificacdo da IPC
nos documentos esta relacionado com a facilidade de reconhecer a area de aplicacao
tecnoldgica destes documentos em nivel internacional, independente da lingua que o
documento de patente foi escrito e depositado (BRASIL, 2016).

A tabela 1 apresenta os resultados referente as palavras-chaves e cédigos que
totalizaram um acervo de 47 documentos de patentes disponiveis, conforme
demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1- Busca de patentes por palavras-chave e codigos da Classificagdo
Internacional de Patentes (IPC) na base de dados europeia (Espacenet — EP)

IPC e/ou palavras-chave EP
Nanoparticles 14999
Bioactive compounds 348
Nanoparticles and B82Y20/00 55
Nanoparticles and A61K31/00 and A23L.1/00 47
Nanoparticles and A61K31/00 34
Nanoparticles and encapsulation 17
Nanoparticles and A23L.1/00 14
Nanoencapsulation 12

Nanoparticles and bioactive compounds
Nanoparticles and nanoencapsulation

Nanoparticles and bioactive compounds and nanoencapsulation

o O N W

Nanoparticles and A61K31/00 and A23L1/00 and B82Y20/00

Fonte: Autoria prépria (2016)

Os cédigos foram utilizados com o intuito de obter um maior nimero de resultados
em relagdo aos documentos de patentes depositados e possuem as seguintes descricoes:
A61K31/00 - Preparagdes medicinais que contém ingredientes organicos ativos;
A61K9/51- Nanotecnologia; A23L1/00 - Alimentos ou produtos alimenticios: a sua
preparacdo ou tratamento; A61K47/48 - O componente ativo ndo é quimicamente ligado
aos outros compostos. Exemplo: Composto ativo ligado ao polimero; A61K9/14 -
Processos para a reducdo do tamanho de particulas (drogas) puras ou 0s produtos
resultantes, nanoparticulas; A61K9/107 — Emulsdes, Pré-concentrados de emulsdo,
Micelas.

Os cddigos de classificacdo que mais apareceram nos documentos de patentes
selecionados estdo inseridos na Secdo A — Necessidades Humanas (Agricultura, Salde;
Divertimento e Alimentos; Tabaco) (Figura 1). O maior nimero de depdsito de patentes
diz respeito ao cdodigo A61K31/00, referente a prepara¢cdes medicinais que contém
ingredientes organicos ativos e em seguida o A61K9/51, referente a Nanotecnologia.
Esses resultados denotam que, por se tratar de uma tecnologia recente, ainda ndo ha uma
diversidade nas apropriacOes dessa tecnologia em diversas areas.
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Figura 1- Distribuicdo das patentes relacionadas as nanoparticulas de compostos
organicos biativos, por codigos de classificacdo internacional na busca de patentes.
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Fonte: Autoria propria, 2016

Na figura 2 esta representada a evolucdo anual de patentes depositadas relacionadas
a nanotecnologia de compostos bioativos. O primeiro deposito ocorreu em 1991 até o
ano de 2015, resultando em 25 anos de estudo e somente 47 documentos depositados.
Porém, trata-se de uma tecnologia inovadora, que demanda técnicas metodoldgicas
especificas. Apesar disso, esta tecnologia apresentou um crescimento exponencial,
principalmente nos dltimos 10 anos.

Figura 2— Evolucdo anual de depésitos de patentes relacionadas a nanoparticulas de
compostos bioativos entre os anos de 1990 a 2015.

—e—Total de patentes analisadas

—e—Patentes relacionadas a nanopatriculas com potencial
nanoencapsulante
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Fonte: Autoria propria, 2016

Este primeiro registro de depdsito de patente descreve uma metodologia capaz de
produzir nanoparticulas (< 400 nm) de uma ampla variedade de medicamentos
(analgésicos, antibidticos, anticoagulantes, antidepressivos, entre outros) a fim de
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melhorar sua biodisponibilidade no tratamento patolégico em seres humanos (GARY et
al., 1991).

O advento desta tecnologia pode ser evidenciado no crescimento do numero de
pedidos de depdsitos de patentes, principalmente entre 2010 a 2014 (Figura 2), periodo
este concomitante ao crescente nimero de publicacdes cientificas associadas a esta
tecnologia (ANAND et al., 2010; BASNIWAL et al.,, 2011; SOUTO et al., 2012;
NORONHA et al., 2013; YI et al., 2014; SANTOS et al., 2015; HU et al., 2015).
Acredita-se que este fato tenha ocorrido em virtude de maior aplicacdo desta tecnologia,
principalmente na Industria Farmacéutica e de Alimentos, associado a sua ampla
atribuicdo funcional. Vale ressaltar a existéncia do periodo de sigilo de protecdo da
patente por 18 meses que deve ser respeitado. Portanto, a analise dos arquivos de
patentes a partir de 2015 ndo é fidedignas, o que explica o declinio de pedido de
depdsito de patentes apos este periodo (Figura 2).

De acordo com a analise dos documentos de patentes referentes aos paises nos quais
se originou a tecnologia patenteada, é evidente que esta tecnologia encontra-se
centralizada nos Estados Unidos. Contudo, um ndmero consideravel de patentes
apresenta-se depositadas em mais de uma base de dados, sendo parte delas depositadas
na Organizacdo Mundial de propriedade intelectual (WQO) e Organizacdo Europeia de
Patentes (EP) (Figura 3).

Este panorama denota o grande dominio desta tecnologia por parte dos paises
desenvolvidos, fato este que pode ser justificado pelo elevado custo das técnicas
metodoldgicas da nanotecnologia, que demanda assim altos investimentos nos
diferentes setores da economia.

Figura 3— Distribuicdo de depodsitos de patentes relacionados as nanoparticulas de
compostos bioativos por pais de origem dos depositantes. Outros* Japdo, Franca e
Coréia.
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Fonte: Autoria propria, 2016

O Brasil, dentre os paises analisados, detém 1 patente depositada, da qual descreve o
método do nanoencapsulamento do composto inseticida amitraz para fins veterinarios
(CABALLERO et al., 2014). Este cenério pode ser justificado pelo baixo investimento
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do pais em inovar na &rea, uma vez que h& pouca articulacdo eficiente entre governo,
empresas e universidades, capazes de promover um sistema de Pesquisa e
Desenvolvimento (PD&I), e/ou pelo pouco habito de protecdo das novas tecnologias
por intermeédio da propriedade industrial.

Os resultados observados na Figura 4 e 5 referem-se aos detentores e inventores
respectivamente, da tecnologia em estudo, sendo verificado que algumas empresas
como Ehko BioFarm [RU], Abraxis BioScience, LLC [US], DSM IP Assets BV [NL],
NanosSystems, LLC, e a Universidad de Navarra [ES] apresentaram-se como mais
expressivas no mercado com duas patentes depositadas cada, para protecdo desta
tecnologia em estudo. Apesar dos Estados Unidos apresentarem-se como 0 pais com
maior numero de depdsito de patentes, as empresas norte americanas nao se
apresentaram sob grande maioria com relacdo as demais empresas no mercado.

Figura 4— Deposito de patentes relacionadas as nanoparticulas de compostos bioativos,

por dententores - Espacenet®.
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Figura 5 Inventores da tecnologia em relacdo & nanoparticulas de compostos bioativos,
por inventores - Espacenet®.
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A Abraxis BioScience LLC é uma empresa norte americana que desenvolve
produtos e métodos de imunoquimica para atender as necessidades da industria e testes



80

investigativos. A NanoSystems LLC é também uma empresa norte americana que
trabalha no desenvolvimento e pesquisa de nanomateriais avangados para aplicagdo na
ciéncia da vida e cuidados com a saude. J& a DSM IP Assets B.V, é uma empresa
holandesa com base cientifica que associa a ciéncia dos materiais com a ciéncia da vida
a fim de gerar valores sustentaveis.

Percebe-se um dominio de depdsitos oriundo, principalmente de empresas, fato este
que pode ser justificado pelo provavel financiamento das mesmas pelo setor industrial, a
fim de promover o desenvolvimento/inovacdo tecnoldgica com garantia de lucros e
viabilidade de aplicacdo e comercializacdo de seus produtos.

Quanto a funcao das nanoparticulas aplicadas na elaboracéo das invencgdes, pode-se
verificar ampla versatilidade, com predominio nas atribuicbes de carreador de
substancias/liberacdo de compostos (31,9%), potencializador de componentes
funcionais (12,70%) e melhora da solubilidade e biodisponibilidade dos compostos
(4,2%). Contudo, a falta de descri¢bes nas patentes quanto as funcdes associadas a esta
tecnologia, podem ter comprometido esta analise de forma mais precisa, uma vez que,
muitos documentos disponiveis ndo especificaram suas fungdes (23,40%) (Figura 6a).

Figura 6 — Funcdo (a) e destinacdo/aplicacdo (b) das nanoparticulas aplicadas na
elaboracdo das invengdes
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Do total de patentes analisadas, 21,20% relacionam a tecnologia em questdo as
técnicas de nanoencapsulamento (Figura 6a). Esta correlagdo tende a ampliar o
panorama tecnoldgico destas técnicas em varios setores econbémicos, uma vez que,
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estudos apresentam positivos resultados desta correlacdo (SALVIA-TRUJILLO, et al.,
2013; Yl et al., 2014).

Noronha e colaboradores (2013) demonstraram resultados positivos desta correlacdo
ao produzirem nanoparticulas contendo tocoferol, onde estas estruturas foram
submetidas em varios testes de estabilidade, recuperacdo e eficiéncia da técnica
utilizada. Os resultados sugeriram que as nanoparticulas tém ampla aplicacdo em
alimentos, atuando como componente antioxidante, bem como atribuindo fungdes em
embalagens.

Sistemas de liberacdo controlada de um composto ativo podem ser observados no
estudo proposto por Mayol e colaboradores, 2015, no qual, nanoparticulas poliméricas
de cdrcuma foram produzidas. Resultados positivos foram alcancados e as
nanoparticulas apresentaram a capacidade para sustentar a liberacdo da cdrcuma, para
fins anticancerigenos, protegendo assim este composto da rapida degradacao.

Das 47 patentes analisadas, 64% relacionam-se a Industria Farmacéutica, 21% a
Industria Alimenticia, 11% a Industria de Cosmeéticos e 4% empregada na area
Veterinarias (Figura 6b).

Nos ultimos anos, varios artigos cientificos ttm demonstrado a crescente utilizagédo
de nanoparticulas pela industria farmacéutica, atuando principalmente no controle da
liberacdo de substancias em sitios de acdo especificos no organismo, na busca por
melhor atuacdo do farmaco (DUAN et al., 2012; YADAV; KUMAR, 2014; CORADINI
et al.,, 2014; YOON et al., 2015; MAYOL et al.,, 2015; SANTOS et al., 2016),
corroborando assim com os resultados do presente estudo.

A aplicacdo de nanoparticulas na industria de alimentos € uma tendéncia, uma vez
que ha ampla oportunidade de aplicabilidade neste setor, podendo contribuir na melhora
fisico-quimica/estrutural, estabilidade dos compostos ou mesmo na producdo de
embalagens (SILVA et al., 2011; NAGAVARMA et al., 2012; LIANG et al., 2013;
NORONHA et al., 2013; SANTOS et al., 2015; HU et al., 2015). Contudo, as vantagens
e limitaces da nanotecnologia ndo tém sito totalmente elucidadas, tendo como desafio
a pouca informagdo sobre os possiveis riscos destas nanoestruturas no organismo,
aplicabilidade em escala industrial e aceitacdo comercial (SOUTO; SEVERINO, 2013).

Apesar do baixo percentual demonstrado no presente estudo (Figura 6b), quando
comparado aos outros setores da economia supracitados, a area de cosméticos reconhece
os beneficios desta tecnologia para seu o desenvolvimento e inovacdo (SCHMALTZ;
VIEIRA; SANTOS, 2005).

4 CONCLUSAO

O panorama tecnologico referente as nanopariculas de compostos bioativos
mostrou-se tendencioso quanto aos depdsitos de patentes ao longo dos ultimos 10 anos,
evidenciando o crescente carater inventivo e inovador desta tecnologia e sua positiva
associacao com a técnica de encapsulamento.

Em andlise aos paises nos quais se originou a tecnologia patenteada e que
apresentaram maior esforco inovativo, os Estado Unidos destacam-se por apresentarem
maior nimero de patentes depositadas. Além disso, 0s maiores detentores e inventores
dessa tecnologia advém desse pais. Ademais, 0s setores da economia que mostraram
maior aplicabilidade neste campo tecnoldgico foram as industrias farmacéutica e
alimenticia.
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No ambito nacional, este estudo prospectivo mostrou que o numero de patentes
depositadas pelo Brasil € muito pequeno, demostrando assim a necessidade de
investimentos tecnoldgicos no pais, uma vez que, o uso dessa tecnologia aparece como
uma grande oportunidade de geracdo de patentes e trabalhos cientificos, principalmente
por suas inumeras possibilidades de aplicacdo e vantagens para os diferentes setores da
economia.
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