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RESUMO

A aplicagdo de nanotecnologia ¢ uma realidade nos mais diversos setores industriais e
econdmicos. As industrias alimenticia e farmacéutica tém grande interesse no uso de
nanoemulsdes para liberagdo de compostos lipofilicos, como os carotenoides. Pode ser
encontrada na literatura uma quantidade significativa de trabalhos que desenvolvem
nanoestruturas com potencial para serem adicionadas a alimentos, porém, ainda sdo escassos
estudos de suas aplicacdes em matrizes alimenticias, assim como sua avaliacdo durante o
processamento tecnologico. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo produzir
nanoemulsdes de Oleos vegetais comestiveis com B-caroteno e estudar suas caracteristicas
fisico-quimicas, estabilidade e aplicagdo como aditivo para matrizes alimentares. As
nanoemulsdes foram produzidas utilizando dois surfactantes nio i6nicos (Tween 20 e Span
80), em homogeneizador a alta pressdo (6 ciclos somando 2 min a 6,9x107 Pa). Foram
formuladas nanoemulsdes com 6leo de arroz, milho e soja (com 0,5 mg mL™! de B-caroteno), e
acompanhadas sua estabilidade fisica durante 90 d a 4 °C e teor de [-caroteno.
Posteriormente, foram testadas duas concentragdes de B-caroteno (0,5 € 0,2 mg mL) com
6leo de milho e submetidas a pasteurizacdo e esterilizagdo, e estocagem a 4, 25 ¢ 37 °C com e
sem luz por até 90 d. Afim de avaliar o efeito da adicdo das nanoemulsdes em alimentos
utilizou-se dois produtos modelo amplamente consumidos pela populagdo: iogurte e sorvete
(tipo gelato). As formulagdes com Oleo de arroz, milho e soja com e sem adicdo do
carotenoide apresentaram tamanho de particula em torno de 355 nm, com indice de
polidispersdo em torno de 0,2 e potencial { entre -20 e -40 mV. As nanoemulsdes com 6leo de
milho apresentaram maior capacidade de protecdo do carotenoide, ndo ocorrendo degradagdo
significativa (p<0,05) de B-caroteno durante os 90 d de estocagem, sendo esse dleo escolhido
para a continuacdo do trabalho. Apds os tratamentos térmicos e armazenamento, as
nanoemulsdes nao mostraram evidéncias de desestabilizagdo fisica, retendo 70-80 % do
carotenoide apds os processos de pasteurizagdo e esterilizagdo e 70 % quando armazenadas a
4 °C sem luz. Os iogurtes com nanoemulsdes apresentaram comportamento semelhante nos
parametros pH e acidez tituldvel as amostras sem nanoemulsdo. No entanto, a adi¢do de
nanoemulsdes afetou significativamente (p<0,05) a sinérese, reologia e textura do iogurte. As
amostras com nanoemulsdes apresentaram apenas uma pequena variagdo de cor, com
conteudo de PB-caroteno sem variagoes significativas (p>0,05) durante o armazenamento. No
gelato, a adicao de nanoemulsdo permitiu aumentar o rendimento do produto pelo aumento do
overrun, sem afetar os parametros de estabilidade como pH, sélidos soluveis, firmeza e
derretimento (p>0,05). Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa (p>0,05) na
protecao dos carotenoides, o uso de nanoemulsdes aumentou a dispersao do carotenoide, que
por consequéncia produziu um gelato com maior homogeneidade e coloragdo mais intensa.
Interessantes informagdes sobre a utilizacao de 6leos de grau alimenticio no desenvolvimento
de nanoemulsdes foram observados durante o trabalho, como a estabilidade fisica e quimica
das nanoemulsdes de [-caroteno durante processos térmicos tradicionais e condig¢des
ambientais. A aplica¢do das nanoemulsdes em alimentos demonstrou que essas nanoestruturas
carreadoras de compostos lipofilicos, como os carotenoides, podem melhorar a dispersao
desses compostos em produtos alimenticios e ainda em alguns casos agirem como
melhoradores tecnologicos.

Palavras-chave: Carotenoide. Corantes. Lacteos. Nanotecnologia. Termoestabilidade.
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ABSTRACT

Nanotechnology application occurs in different industrial and economic sectors. The food and
pharmaceutical industries have a great interest in the use of nanoemulsions for the release of
lipophilic compounds, such as carotenoids. A significant amount of papers in the literature
develop nanostructures with potential food grade. However, there are still few studies of their
applications in food matrices, as well as their evaluation during technological processing.
Thus, the present work aimed to produce nanoemulsions of edible vegetable oils with (-
carotene and to study their physical-chemical characteristics, stability, and application as an
additive for food matrices. Nanoemulsions were produced using two nonionic surfactants
(Tween 20 and Span 80) in a high-pressure homogenizer (6 cycles adding 2 min at
(6.9x107 Pa). Nanoemulsions were formulated with rice, corn and soybean oil, and their
physical stability was monitored for 90 d at 4 °C as the B-carotene content. Subsequently, two
concentrations of B-carotene (0.5 and 0.2 mg mL™!) were tested with corn oil and subjected to
pasteurization and sterilization, and storage at 4, 25 and 37 °C for up to 90 d. In order to
evaluate the effect of the addition of nanoemulsions in foods, two model products widely
consumed by the population were used: yogurt and ice cream (gelato type). The formulations
with rice oil, corn oil, and soybean oil with and without carotenoid addition had a particle size
in the 300 nm range, with a polydispersity index of around 0.2 and potential { between -20
and -40 mV. The nanoemulsions with corn oil presented higher carotenoid protection
capacity, with no significant degradation (p<0.05) of B-carotene during the 90 d of storage, so
this oil was chosen to continue the work. Samples with two carotenoid concentrations were
submitted to pasteurization and sterilization and stored at 4 °C, 25 °C, and 37 °C in the
presence and absence of light for up to 90 days. After heat treatments and storage, the
nanoemulsions showed no evidence of physical destabilization, retaining 70-80 % of the
carotenoid after the pasteurization and sterilization processes and 70 % when stored at 4 °C
without light. Yogurts with nanoemulsions showed similar behavior in the parameter pH and
acidity titrable to samples without nanoemulsion. However, the addition of nanoemulsions
significantly affected (p<0.05) the syneresis, rheology, and texture of the yogurt. Samples
with nanoemulsions showed only a small color variation, with B-carotene content without
significant variations (p>0.05) during storage. In the gelato, the addition of nanoemulsion
allowed to increase the yield of the product by increasing the overrun, without affecting the
stability parameters such as pH, soluble solids, firmness and melting (p>0.05). Although no
significant difference (p>0.05) was observed in the protection of carotenoids, the use of
nanoemulsions increased the solubility of the carotenoid, which consequently produced a
gelato with greater homogeneity and more intense staining. Interesting information on the use
of food grade oils in the development of nanoemulsions was observed during work, such as
the physical and chemical stability of B-carotene nanoemulsions during thermal processes and
environmental conditions. The application of nanoemulsions in food has shown that these
nanostructures carrying lipophilic compounds, such as carotenoids, can improve the
dispersion and stability of these compounds in food products.

Key words: Carotenoid. Dyes. Dairy products. Nanotechnology. Thermostability.
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1 INTRODUCAO

Carotenoides compreendem um amplo grupo de pigmentos lipofilicos, que
proporcionam as cores amarelo, laranja e vermelho a vegetais e animais, podendo ser
encontrados tanto em organismos procaridticos como em eucarioticos (GOMEZ-GARCIA;
OCHOA-ALEJO, 2013). Esses compostos apresentam estrutura basica formada por unidades
de isopreno ligadas covalentemente (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2007), sendo
que, a longa cadeia de ligagdes duplas conjugadas dos carotenoides, os torna suscetiveis a
degradagdo quimica por diferentes fatores como pH, luz, calor, oxigénio e metais
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001), tornando mais dificil sua incorporacdo em alimentos e
bebidas (BOON et al., 2009). Além disso, o carater lipofilico da maioria dos carotenoides
dificulta sua incorporacdo em formulacdes com base aquosa (VELIKOV; PELAN, 2008).
Alimentos funcionais enriquecidos com componentes bioativos, como os carotenoides, podem
além da nutri¢do basica proporcionar também beneficios a satude, auxiliando na prevencao de
doencas (JANA; GANDY; JANA, 2017) sendo de grande interesse para industria de
alimentos.

Os carotenoides, assim como os demais componentes bioativos dos alimentos
tendem a sofrer degradacdes e inativagdes, sendo que processos de encapsulamento podem
retardar ou prevenir essas degradacdes permitindo sua liberacdo controlada no sistema
digestorio. Diversos sistemas carreadores vém sendo estudados e testados em diferentes
condi¢des aos quais os alimentos podem ser submetidos como aquecimento, alteragcdes de pH
e forca i6nica (DOS SANTOS et al., 2016), aplicacdo de tensdes mecanicas, entre outras.
Esses estudos sdo de grande importancia uma vez que a estabilidade, capacidade de retengdo e
forma de liberagdo das moléculas encapsuladas estdo diretamente ligadas a natureza da
interagdo entre as moléculas e a matriz de encapsulamento (JANA; GANDY; JANA, 2017).

A aplicagdo de nanotecnologia ¢ uma realidade nos mais diversos setores
industriais e econdmicos (MANGEMATIN; WALSH, 2012). Sistemas de liberagdo baseados
em nanoemulsdes podem aumentar a biodisponibilidade de compostos lipofilicos, devido ao
pequeno tamanho de particula e alta relacdo superficie/volume (ACOSTA, 2009). Assim,
industrias alimenticia e farmacéutica tém demostrado grande interesse no uso de
nanoemulsdes especialmente para liberagao de compostos lipofilicos, como os carotenoides
(LEE; MCCLEMENTS, 2010).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para produzir particulas nanométricas,

dentre elas a homogeneizacdo a alta pressaio (HAP). Um método de alta energia
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(DOMINGUEZ-HERNANDEZ et al., 2016), que apresenta como principais vantagens: nao
requer a utilizacdo de solventes (SUN et al., 2015), os homogeneizadores a alta pressdo sao
equipamentos ja utilizados em escala industrial (McCLEMENTS 2004 citado por
DOMINGUEZ-HERNANDEZ et al., 2016) e permitir a adi¢do de maiores quantidades de
compostos comparado com outras técnicas de nanoencapsulamento (TAN et al., 2016).

Pode ser encontrada na literatura uma quantidade significativa de trabalhos que
desenvolvem nanoestruturas com potencial grau alimenticio, porém, ainda sdo escassos
estudos de suas aplicagdes em matrizes alimentares, assim como sua avaliacdo durante o
processamento tecnoldgico. No presente trabalho se propde a produzir nanoemulsdes de 6leos
vegetais comestiveis com [-caroteno e estudar suas caracteristicas fisico-quimicas,

estabilidade e aplicagdo como aditivo para matrizes alimentares.
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2 OBJETIVOS

2.1  OBJETIVO GERAL

Produzir nanoemulsdes de Oleos vegetais comestiveis com B-caroteno e estudar
suas caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e aplicacdo como aditivo para matrizes

alimentares.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar o efeito do tipo de oleo vegetal (arroz, milho ou soja) sobre a estabilidade
das nanoemulsoes;

-Verificar a capacidade das nanoemulsdes de reduzir a degradacao do B-caroteno
sob diferentes condigdes ambientais (com e sem luz nas temperaturas de 4, 25 e 37 °C) e
durante processamentos térmicos;

-Avaliar as alteragdes dos parametros de estabilidade das nanoemulsdes quando
armazenadas a diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C) e ap0s processamento térmico;

-Aplicar nanoemulsdes de B-caroteno em iogurte verificando seu efeito sobre
parametros tecnologicos do produto;

-Desenvolver sorvete do tipo gelato com adigdo de nanoemulsdes de B-caroteno

avaliando seu efeito sobre pardmetros tecnoldgicos do produto.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CAROTENOIDES

Carotenoides compreendem um amplo grupo de pigmentos terpenoides
lipofilicos, que proporcionam as cores amarelo, laranja e vermelho a vegetais e animais,
podendo ser encontrados tanto em organismos procarioticos como em eucaridticos (GOMEZ-
GARCIA; OCHOA-ALEJO, 2013). Do ponto de vista quimico, os carotenoides possuem
estrutura basica formada por unidades de isopreno ligadas covalentemente, criando uma

molécula com 40 carbonos, sendo algumas dessas estruturas apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Estruturas quimicas dos carotenoides [3-caroteno (a), licopeno (b), luteina (c) e

astaxantina (d).
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Por apresentar uma cadeia altamente insaturada, os carotenoides tornam-se
bastante suscetiveis a isomeracdo e oxidacdo. Fatores como calor, acidez e luz podem
promover a isomeracao de carotenoides trans (forma usual) para conformacdes cis (Figura 2).
Esses fatores podem ainda, dependendo da concentragdo de oxigénio presente no meio,

estimular a degradacdao oxidativa, sendo que tanto o processo de isomeracdo quanto a
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oxidac¢do levam a perda de cor, atividade provitamina A e antioxidante (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2007; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Figura 2 - Isdbmeros trans e cis de B-caroteno.

9-cis-Beta caroteno

As principais fungdes bioquimicas dos carotenoides sdo determinadas por sua
longa cadeia de duplas ligagdes conjugadas (3 a 15 ligagdes) que também ¢é responsavel por
seu espectro de cor, visto que, o comprimento do cromoforo determina o espectro de absor¢ao
e a cor da molécula (WEEDON, 1995 citado por FRASER; BRAMLEY, 2004). Carotenoides
que possuam um anel B, sem grupos funcionais oxigenados, juntamente com uma cadeia de
polieno contendo pelo menos 11 4tomos de carbono, no trato intestinal humano podem ser
bioconvertidos a retinol e ésteres retinil, pela acdo de 15-15’-dioxigenases (Figura 3),
funcionando como a maior fonte alimentar de vitamina A (TANG, 2010).

A vitamina A ¢ um nutriente essencial para o funcionamento normal da visdo, e
manutenc¢do da fungdo celular, integridade epitelial, producao de células vermelhas do sangue,
imunidade e reprodu¢do (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). A deficiéncia de
vitamina A ¢ uma grande preocupagdo especialmente em paises de baixa renda, sendo
considerada um problema de satide publica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). A

estimativa em 2013 era de que 17,4 % das criancas brasileiras abaixo de 5 anos de idade e
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12,3 % de mulheres em idade reprodutiva apresentavam deficiéncia dessa vitamina (BRASIL,

2013b).

Figura 3 - Clivagem simétrica de f-caroteno em retinol.
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Dos mais de 700 carotenoides descritos, apenas 50 sdo precursores de vitamina A
(CARDOSO et al.,, 2017), dentre eles o P-caroteno (CasoHss) que ¢ um dos principais
carotenoides presentes na dieta, sendo o maior precursor de vitamina A. Esse carotenoide
pode ser encontrado em produtos como couve, nabo, espinafre, alface, manga, meldo,
pimentdo, abdbora, cenoura e batata-doce (BOON et al., 2010).

O namero de duplas ligagcdes conjugadas dos carotenoides, assim como a natureza
e posicdo dos grupos substituintes afetam sua capacidade antioxidante. Por exemplo,
cataxantina e astaxantina apresentam melhores atividades antioxidantes que B-caroteno ou
zeaxantina. A atividade antioxidante aumenta com o aumento do nimero de duplas ligagdes
conjugadas, grupos cetona e presenca de anéis ciclopentano em sua estrutura (YOUNG;
LOWE, 2001). Tém sido comprovado que essa capacidade antioxidante dos carotenoides
pode reduzir o risco de certos tipos de cancer, doencas cardiovasculares e degenerativas,
como Alzeheimer e Parkinson (KIRSH et al., 2006; WANG et al., 2008). E importante
destacar que para que os efeitos benéficos dos carotenoides sejam obtidos ¢ necessario
primeiro que eles estejam biodisponiveis ao organismo exposto, o que envolve diferentes
etapas: liberacdo da matriz, solubilizagdo na fase lipidica do quimo seguida de transferéncia
para micelas mistas no intestino delgado e entdo absor¢ao (MUTSOKOTI et al., 2015).

A importancia comercial dos carotenoides pode ser observada pelo crescimento de
seu mercado, que em 2017 movimentou aproximadamente US$1,5 bilhdes, com estimativa de
crescimento anual de 5,7 %, alcangando US$2,0 bilhoes até 2022 (BCC RESEARCH
MARKET FORECASTING, 2018). Devido a suas importantes atividades biologicas,
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interesse crescente por compostos bioativos, limitada solubilidade e alta sensibilidade,
diversas linhas de trabalho vem desenvolvendo formas de proteger e facilitar o manuseio
destes compostos, empregando diferentes tecnologias como a microencapsulacao (BRAGA,
2016; NOGUEIRA; PRESTES; BURKERT, 2017) e a nanotecnologia (CHAARI et al.,
2018).

3.2  NANOTECNOLOGIA

Um nandmetro (nm) ¢é definido como um bilionésimo de metro (10° m), e a
nanotecnologia envolve a producdo, manipulagdo, uso e caracterizagdo de materiais nessa
escala (BUSQUETS; MBUNDI, 2017). Essa tecnologia vem auxiliando no processo de
desenvolvimento de produtos em diversos setores como industrias de microeletronica,
aeroespacial e farmacéutica (PATHAK, 2017).

Materiais projetados em nanoescala podem apresentar propriedades bem diferentes de
quando estdo em escalas maiores, sendo que a capacidade de produzir materiais com novas
caracteristicas, pode ser benéfico para muitos setores industriais e comerciais € vem sendo
explorado nos ultimos anos (SMISMANS; STOKES, 2017). O mercado global de
nanotecnologia em 2016 era estimado em US$ 39,2 bilhdes devendo alcangar US$ 90,5
bilhdes até 2021 com uma taxa de crescimento anual composta de 18,2 %, de 2016 a 2021
(BCC RESEARCH, 2016).

Do ponto de vista regulatério, os nanomateriais sdo explicita e implicitamente
abrangidos pela legislagdo da Unido Europeia, com o termo nanomaterial tendo sido definido
em diferentes documentos com relevancia regulamentar (RAUSCHER; RASMUSSEN;
SOKULL-KLUTTGEN, 2017). Paises como Australia, Canad4, China, Japio e Estados
Unidos apresentam regulamentacdo para pontos como defini¢do, rotulagem, caracterizagao,
risco e toxicidade de nanomateriais (LAI et al., 2018). No Brasil, ndo existem
regulamentagdes especificas para nanotecnologia, apesar de o Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes (MCTIC) trabalhar em um marco regulatério, que
estd sendo desenvolvido com ajuda de pesquisadores e empresarios (FANTIN, 2018).
Adicionalmente, desde 2013 vinha tramitando na assembleia legislativa um projeto de lei (PL
5133/2013) que visava regulamentar a rotulagem de produtos da nanotecnologia e de produtos
que fazem uso de nanotecnologia (BRASIL, 2013a) porém o mesmo foi arquivado em 31 de

Janeiro de 2019.
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Inicialmente, o nanoencapsulamento de compostos foi desenvolvido com o
objetivo de melhorar a liberacdo de fdrmacos. Por sua escala, as nanoparticulas ndo sao
regidas pelas mesmas leis que regem estruturas maiores, conferindo a elas propriedades
fisicas e quimicas muito particulares, que vém despertando interesse na industria de alimentos
(JANA; GANDY; JANA, 2017). Diversas nanoestruturas como lipossomas (TAN et al.,
2014), nanoparticulas poliméricas (MIYAZAWA et al., 2015), nanoparticulas lipidicas
solidas (MARCIAL; CARNEIRO; LEITE, 2017), carreadores nano estruturados (MARCIAL;
CARNEIRO; LEITE, 2017) e nanoemulsdes (SALVIA-TRUJILLO et al., 2018) sao descritas
na literatura.

Essas nanoestruturas podem ser utilizadas na area de alimentos com diferentes
objetivos, oferecendo solu¢des promissoras para a melhora de caracteristicas como
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade de compostos ativos (CHUANG et al., 2018).
Além disso, auxiliam também na utilizagdo de compostos que apesar de caracteristicas
nutricionais excelentes, possuem caracteristicas sensoriais desagradaveis, como por exemplo,
a melhora da aceitagdo sensorial de produtos como a capsaicina, substiancia oriunda da
pimenta, com interessante atividade antimicrobiana porém com elevada pungéncia e de sabor
e aroma intenso (AKBAS; SOYLER; OZTOP, 2017). Outra substancia que apresenta
caracteristicas sensoriais intensas e alta susceptibilidade, que limitam sua utilizagdo em
alimentos, € o 6leo de peixe.

Lipossomas (tamanho médio de 409 nm) de 6leo de peixe foram utilizados para
enriquecimento de iogurte por Ghorbanzade et al. (2017), levando a reducdo da acidez,
sinérese e indice de peroxidos do produto desenvolvido em comparagdo com os controles
(sem adi¢do de dleo e com adicao direta de d6leo). Além disso, as amostras fortificadas com
nanolipossomas, ap6s 21 d de armazenamento, apresentaram maiores contedos de DHA
(acido docosahexaenoico) e EPA (4cido eicosapentaenoico) do que os iogurtes adicionados
diretamente do oOleo. Sensorialmente as amostras de iogurte fortificadas com os
nanolipossomas ndo apesentaram diferencgas estatisticas significativas (p>0,05) das amostras
controle (sem adi¢do de oleo de peixe) para os pardmetros sabor, aroma, cor, textura e
aceitagdo global, enquanto que os iogurtes adicionados diretamente de 6leo de peixe,
apresentaram médias estatisticamente inferiores (p<0,05) em comparagdo a amostra controle.

Visando reduzir a oxidag¢ao de oleo de girassol, Assis et al. (2018) desenvolveram
filmes de amido de mandioca adicionados de -caroteno ndo encapsulado e de nanocépsulas
lipidicas de B-caroteno (NCB) com tamanho médio de 286 nm. A adi¢dao de B-caroteno nao

encapsulado afetou negativamente as propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo e
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alongamento) dos filmes formados, visto que por sua caracteristica hidrofobica sua interacao
com a matriz aquosa ¢ reduzida. Porém, quando foram aplicadas nos filmes as NCB, foram
observados maiores valores de resisténcia a tracdo, uma vez que o nanoencapsulamento pode
elevar a solubilidade de compostos hidrofobicos em agua, reduzindo a incompatibilidade com
a matriz polimérica. Filmes adicionados de 5 % de NCB, apresentaram maior capacidade
protetora, sendo que as amostras de 6leo de girassol embaladas com eles sofreram menores
degradagdes oxidativas, com valores de peréxidos de 6,72+0,52 mEq kg, inferior ao
estabelecido pelo Codex alimentarius que é de 10 mEq kg™!. Além da atividade antioxidante
conhecida do B-caroteno, os autores relacionam a elevada capacidade protetiva dos filmes ao
fato de que a adi¢@o de nanocépsulas diminui a transmissao de luz UV (210 nm) e visivel (500
nm) o que auxilia na redugdo da indugao da oxidagao lipidica.

Embalagens de polietileno adicionadas de nanoparticulas de prata, dioxido de
titdnio e silicio foram desenvolvidas para a manutencdo de cogumelos Flammulina velupes.
Apo6s 15 d de estocagem a 4 °C e umidade relativa de 90 %, os cogumelos estocados nas
embalagens com nanocompdsitos apresentaram melhor aparéncia, redu¢do da oxidacdo e
menor perda de massa, em comparagdo aos cogumelos estocados em embalagens
desenvolvidas somente com polietileno e sem embalagem (SHI et al., 2018).

Nanoestruturas além de auxiliarem na funcionaliza¢do de embalagens sdo também
estudadas para enriquecimento de produtos alimenticios. Bsgherpour et al. (2017) descrevem
a utilizacdo de carreadores nanoestruturados (tamanho médio de 165 nm) do fitoesterol B-
sistosterol para enriquecimento de manteiga, visando adicionar funcionalidade a este produto.
Nao foram observadas alteragdes no indice de peroxidos e acidez do produto adicionado dos
carreadores durante estocagem.

Suco de laranja fortificado com nanocarreadores de licopeno (aproximadamente
135 nm) foi comparado sensorialmente com outras duas amostras, um controle de suco sem
adicao de carreadores e outra de suco com adicdo de licopeno sem encapsulamento. Nao
foram observadas diferengas estatisticas significativas (p>0,05) entre as amostras com
nanocarreadores e as amostras controle, nos termos descritores sabor residual, homogeneidade
e aceitacdo global. Enquanto a amostra contendo licopeno ndo encapsulado apresentou
elevacao na turbidez, sabor residual e presenga de particulas na boca, levando a significativa
(p<0,05) redugdo na avaliagdo de homogeneidade, sabor residual e aceitagcdo total. A menor
aceitacdo do produto adicionado de licopeno ndo encapsulado se deve a baixa solubilidade
desse carotenoide em sistemas aquosos, 0 que acarreta maiores quantidades de particulas nao

solubilizadas, demostrando que a incorporagdo de compostos lipofilicos em alimentos de base
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aquosa se torna mais eficaz e viavel quando aplicados sistemas em escala nanométrica
(ZARDINI et al., 2018). Dentre as diversas estruturas desenvolvidas em nanoescala uma das

que vem se destacando por sua aplica¢ao em diversas areas sdo as nanoemulsoes.

3.3 NANOEMULSOES

Nanoemulsdes sao definidas como dispersdes de dois liquidos imisciveis
estabilizadas por um filme interfacial de surfactante, com gotas de didmetro médio de 100-
500 nm (SHAH; IMRAN; ULLAH, 2017). Os principais liquidos comercialmente utilizados
sdo agua e 6leo e as emulsdes podem ser classificadas como 6leo em agua (o/a), formada por
pequenas gostas de 6leo dispersas em dgua ou agua em O6leo (a/o), formadas por pequenas
gotas de dgua dispersas em Oleo. Essas dispersoes podem ser produzidas em grande escala,
utilizando operagdes comuns na industria, o que as torna particularmente adequadas para
aplicagdes comerciais (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

Essas nanoestruturas sao utilizadas com frequéncia como sistemas de liberacao de
substancias bioativas, como carotenoides (SHU et al., 2018), antimicrobianos (BALTA et al.,
2017), oleos essenciais (KRISHNAMOORTHY et al., 2018), acidos graxos poli-insaturados
(CHEN et al., 2017a), antioxidantes (GHAYOUR et al., 2019) e vitaminas (OZTURK et al.,
2014). Dentre os diferentes nanocarreadores lipidicos as nanoemulsdes sdo uma das formas
mais simples e economicamente eficazes de controlar a estabilidade e biodisponibilidade
destes compostos (McCLEMENTS; XIAO, 2012). Sendo o objetivo principal facilitar a
incorporagdo desses bioativos em alimentos, protege-los durante estocagem e auxiliar na
liberacdo controlada no trato gastrointestinal (GUTIERREZ et al., 2013; TEO et al., 2017; YI
etal., 2016).

Oleos essenciais como o de salvia sdo conhecidamente antimicrobianos,
principalmente contra patégenos Gram positivos, € o desenvolvimento de nanoemulsdes
formuladas com esses Oleos pode auxiliar na amplificagdo de seu efeito sobre os micro-
organismos. As concentragdes minimas inibitérias (MIC) contra as bactérias Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae e Moraxella catarrhalis de nanoemulsdes
contendo 6leo essencial de Salvia multicaulis foram 50 %, 70 %, 87,5 % e 25 % menores,
respectivamente, do que as requeridas para o emprego direto do 6leo de salvia. A melhora na
acdo antimicrobiana de oOleos essenciais nanoemulsionados ocorre devido ao pequeno
tamanho das particulas, que facilita a transferéncia dos compostos através dos poros da

membrana celular do micro-organismo (GHARENAGHADEH et al., 2017).
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Os efeitos conservantes de nanoemulsdo de oOleo essencial de orégano em
hamburgueres de pescada foram avaliados durante 15 d a 4 °C por Asensio et al. (2018). Apos
14 d, foram detectadas diferencas significativas entre as amostras (p<0,05). Os hamburgueres
com adicao direta de dleo de orégano e com nanoemulsdes de 6leo de orégano apresentaram
os maiores teores de EPA (4cido eicosapentaenoico) e DHA (acido docosahexaenoico). Além
disso, as amostras adicionadas de nanoemulsdo apresentaram menor contagem microbiana,
demostrando que a incorporacao do 6leo essencial de orégano em nanoemulsdes melhora a
atividade de conservacao dos hamburgueres de pescada.

Os efeitos de nanoemulsdo a base de oleo de girassol contendo diferentes
concentragdes (0,0 %, 0,5 % e 1,0 %) de 6leo essencial de Zataria (Zataria multiflora Boiss.)
no frescor de filés de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foram avaliados por Shadman et
al. (2017), através da determinagdo das propriedades fisico-quimicas e sensoriais durante o
armazenamento a 4 °C. As amostras tratadas com as nanoemulsdes apresentaram valores de
perdxidos aproximadamente 44 % menores, ap6s os 15 d de estocagem, do que a amostra
controle. Para os teores de acido tiobarbiturico e nitrogénio bésico volatil total (TVB-N) as
amostras tratadas com nanoemulsdo apresentaram valores pelo menos 35 % e 15 % menores
do que a amostra controle. Do ponto de vista sensorial, a qualidade dos filés tratados com a
nanoemulsdo e 1 % de Oleo essencial foi significativamente diferente (p<0,05) em
comparacdo com os demais tratamentos. A incorporagdo das nanoemulsdes com o 6leo de
Zataria aumentou a aceitabilidade do sabor, odor e textura dos filés de truta, sendo
considerado pelos autores uma opg¢ao para conservacao de alimentos.

Nanoemulsodes de acido cinamico aplicadas em alfaces apresentaram capacidade
de reduzir 65 % da contagem de bactérias mesofilas e 61 % de bactérias psicrofilas, enquanto
a amostras controle tratadas somente com o acido, apresentaram reducdo de 30 % e 22 % para
bactérias mesofilas e bactérias psicrofilas, respectivamente (LETSIDIDI et al., 2018).

Diversos estudos descrevem a adigdo de nanomateriais em embalagens de
alimentos, visando além da protecdo fisica dos produtos, adicionar funcionalidade a esses
involucros. Noori; Zeynali; Almasi (2018) desenvolveram filmes de caseinato de sodio
adicionados com nanoemulsdes de 6leo de gengibre para recobrimento de filés de peito de
frango. Os filmes apresentaram interessante potencial antimicrobiano, reduzindo o
desenvolvimento de bactérias psicrofilas durante 12 d de armazenamento (4 °C), assim como
reduziu perdas durante o cozimento do produto e alteracdes de coloragao.

Coberturas comestiveis baseadas em nanoemulsdes de 6leo essencial de orégano e

fibras de tangerina (NOEFT) foram testadas quanto sua capacidade antimicrobiana durante o
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armazenamento refrigerado de queijo fatiado (ARTIGAS; FANI; BELLOSO, 2017).
Coberturas contendo pelo menos 2 % de NOEFT reduziram em 23 % a populagdo de
Staphylococcus aureus apos 15 d de armazenamento. As coberturas com 2,5 % de NOEFT
inibiram o desenvolvimento de bactérias psicrofilas por até¢ 6 d e de mofos e leveduras por até
24 d de armazenamento, ampliando assim a vida util do produto.

Esse mesmo agente antimicrobiano foi utilizado por Robledo et al. (2018) em
coberturas comestiveis formadas por uma blenda de proteina de quinoa e quitosana aplicadas
em tomates cereja. As amostras de tomate foram higienizadas com hipoclorito e inoculadas
com Botrytis cinérea, um fungo responsavel pela podriddo cinzenta e um dos agentes de
deterioragdo mais comum para as bagas. As amostras contaminadas foram entdo divididas em
trés grupos: sem cobertura (TI), cobertas com o filme de proteina de quinoa e quitosana (TI-
C) e coberto com o mesmo filme adicionado de nanoemulsdes de timol (TI-CNE). As
amostras TI-CNE mostraram uma reducdo significativa (p<0,05) no desenvolvimento do
fungo apds 7 d a 5 °C, em comparagdo as amostras controles TI e TI-C. Sendo que, a
observagao deste efeito inibitorio no 7° dia pode estar relacionado a liberagao controlada do
timol.

Visando a redugdo do uso de corantes sintéticos, Bovi; Petrus; Pinho (2017)
desenvolveram bebidas isotOnicas adicionadas de nanoemulsdes de 6leo de buriti. Para o
estudo foram desenvolvidas duas formula¢des, uma com adi¢ao de 100 % de corante amarelo
crepusculo e outra com substituicdo de 25 % do corante por nanoemulsdo de 6leo de buriti.
Durante a analise sensorial do produto foram observadas médias significativamente (p<0,05)
inferiores nos parametros cor, aroma e sabor das amostras adicionadas de nanoemulsdes em
comparagao as amostras padrdo. A maior diferenca observada foi no pardmetro sabor, o qual €
descrito pelos autores como consequéncia do surfactante utilizado (polissorbato 80). Este
defeito sensorial no produto poderia ser solucionado, segundo os autores, através de
modificagdes nas formulagdes, o que demostra a importancia da continuidade do estudo para
o desenvolvimento de novos produtos adicionados de diferentes formulacdes de
nanoemulsdes, em busca de uma formulagdo que apresente além das vantagens nutricionais,
caracteristicas sensoriais aceitdveis para o consumidor.

Na industria farmacéutica as nanoemulsdes sdo estudadas para diferentes
aplicagdes. Um exemplo, ¢ o desenvolvimento de filmes para liberagdo via transdérmica de
carvedilol, composto lipofilico utilizado como antidepressivo (ALKILANI et al., 2018). As
nanoemulsdes de carvedilol formuladas utilizando polisorbato 20 e éter monoetilico de

dietilenoglicol (em diferentes concentragdes) como surfactantes € uma mistura de acido oleico
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e miristato de isopropila (3:1 v v'!) como fase oleosa foram adicionadas a filmes compostos
por quitosana e hidroxipropilmetilcelulose. Nos testes de liberacdo in vitro, utilizando
membranas sintéticas Strat-M™ como substitutas da pele humana, foi observado que os
filmes nos quais foram utilizadas as nanoemulsdes como veiculo para o carvedilol
apresentaram elevagdo (1,6x) significativa (p<0,01) na permeag¢do do composto € um
coeficiente de permeabilidade 1,9x maior em comparagdo com o filme controle (apenas com o
carvedilol dissolvido no filme). Essa melhora da liberagdo do composto pode estar
relacionada a agao intensificadora dos demais componentes, como acido oleico e polissorbato,
assim como o reduzido tamanho de particula que facilita a aderéncia do farmaco a membrana,
tornando do transporte mais eficiente.

Ainda na érea farmacéutica, durante o tratamento de algumas doencas se faz
necessario o uso de drogas com efeitos colaterais efetivos, como no caso do tratamento da
toxoplasmose, no qual ¢ utilizado sulfadiazina e pirimetamina que podem gerar efeitos
colaterais como toxicidade hematolodgica, alergia, deficiéncia de acido folico e supressdo da
medula 6ssea (DEGERLI et al., 2003; MCLEOD et al., 2006). Uma alternativa é o uso do
composto atovaquona que possui menores efeitos colaterais, porém ¢ altamente hidrofobico o
que reduz sua biodisponibilidade (SHUBAR et al., 2011). Visando melhorar esse aspecto,
Azami et al. (2018) desenvolveram nanoemulsdo com 6leo de semente de uva e atovaquona
(NE-AT) e compararam sua eficiéncia com uma suspensdo de atovaquona (S-AT) contra
toxoplasmose aguda e cronica em camundongos. Os autores observaram uma melhora
significativa na biodisponibilidade do composto nos camundongos tratados com NE-AT, em
comparacao ao tratamento com S-AT. Além disso, foi observada a eliminagdo total de cistos
cerebrais em alguns dos camundongos tratados com NE-AT e a eficiéncia das NE-AT
comprovada pelo aumento do tempo de sobrevivéncia e diminui¢do da carga parasitaria em
camundongos infectados em comparagdo com a administragdo de atovaquona livre.

As nanoemulsdes podem ser utilizadas no tratamento de outras parasitoses, como
por exemplo a leishmaniose. Moraes et al. (2018) testaram o efeito de nanoemulsdes de 6leo
de copaiba e andiroba (nanocopa e nanoandi) sobre Leishmania infantum e L. amazonenses
em camundongos. Os autores observaram ac¢do toxica sobre as duas espécies, com mudangas
estruturais nas células dos micro-organismos, com redug¢do nos niveis de infecgdo,
verificando-se efeitos benéficos em parametros de lesdes induzidas (tamanho da lesdo, carga
parasitaria e histopatologia), reducdo de carga parasitaria no bago e no figado e melhora nas
caracteristicas histopatologicas. Muitas outras aplicacdes das nanoemulsdes para darea

farmacéutica e médica sdo descritas na literatura como agentes citotoxicos contra células de
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cancer de boca (TUBTIMSRI et al., 2018), para desenvolvimento de mucoadesivos
intranasais para liberagdo de medicamentos cerebrais (ABDOU; KANDIL; MINIAWY,
2017), como promotores de permeagao cutdnea de medicamentos (ARANTES et al., 2017;
ARGENTA et al., 2018; KAClI et al., 2018) entre outros.

Além do uso na industria de alimentos e farmacéutica, as nanoemulsdes podem
ser utilizadas em outras areas, como na petroquimica, onde existem trabalhos estudando o uso
de nanoemulsdes na liberacdo controlada de inibidores de asfalteno. Esses compostos
organicos presentes no petroleo sdo altamente instdveis e tendem a precipitar dentro de
reservatorios, pogos e instalacdes, o que afeta de forma severa a qualidade e custo da
produgio de petroleo (ALCAZAR-VARA; ZAMUDIO-RIVERA; BUENROSTRO-
GONZALEZ, 2016). A forma mais comum de lidar com esse problema é o uso de inibidores
de asfalteno, porém dessa forma uma grande quantidade de compostos quimicos sdo
adicionados aos reservatérios, elevando o custo do restante do processo (BOUTS et al., 1995).
Visando reduzir esse problema Alhreez; Wen, (2018) testaram a eficacia e desempenho da
liberagdao controlada do inibidor &cido dodecil benzeno sulfonico — DBSA em trés casos:
aplicacdo direta de DBSA, nanoemulsdes (formuladas com xileno como fase oleosa, Tween
80 e acidos sulfonicos como surfactantes, através do método de ultrassom) sem DBSA
(brancas) e com DBSA. O uso de nanoemulsdes permitiu uma reducdo de 95 % na quantidade
de inibidor necessario para estabilizar o alfalteno em comparagdo a aplicagdo direta do
DBSA, triplicou o tempo de sedimentagdo do asfalteno e reduziu até 75 % da espessura da
camada de precipitagao do asfalteno.

Na area ambiental nanoemulsdes podem ser utilizadas para controle de insetos,
como por exemplo mosquitos. Nanoemulsdes de oleo de neen exibiram efeito ovicida e
larvicida contra os mosquitos Aedes aegypti e Culex tritaeniorhynchus, sendo considerada
potencialmente biosegura por ndo apresentar efeito sobre espécies ndo-alvo (bactéria
Enterobacter ludwigii) e nem fitotoxidade (teste realizado com arroz) (MISHRA et al., 2018).
Muitas outras aplicacdes para as nanoemulsdes podem ser encontradas na literatura, nas mais

diferentes areas, demostrando toda a potencialidade dessas nanoestruturas.

3.4  ESTABILIDADE DE NANOEMULSOES

As nanoemulsdes podem ser caracterizadas por trés pardmetros basicos: tamanho
hidrodindmico da particula, indice de polidispersdo (IPD) e carga superficial. O tamanho de

particula ¢ uma de suas caracteristicas mais importantes, uma vez que influencia suas
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caracteristicas Opticas, reologicas, de estabilidade e liberagcdo, bem como sua agdo bioldgica
(McCLEMENTS; RAO, 2011). O IPD ¢ uma medida adimensional entre 0 ¢ 1 (YUAN et al.,
2008) e reflete a distribuigdo do tamanho das particulas na formulacao. A carga superficial ¢
comumente medida pelo potencial {, que representa o potencial eletro-cinético em sistemas
coloidais (KIM et al., 2012). Valores de potencial { superiores a £30 mV indicam que as
cargas elétricas no sistema sdo suficientes para se assumir que as forcas repulsivas entre as
gotas sdo predominantes. Essa carga elétrica permite uma melhor estabilidade fisica
(ARANCIBIA et al., 2017a).

Além da técnica escolhida para o preparo, as caracteristicas fisico-quimica e
funcionais das nanoemulsdes sdo afetadas também por fatores como composi¢do, tamanho,
carga elétrica, estado de agregacdo, entre outros, o que pode ser util permitindo que suas
propriedades sejam manipuladas para obten¢do de caracteristicas fisico quimicas ou
fisiologicas especificas, mas também podem influenciar na estabilidade das nanoemulsdes
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

Segundo Zhang; McClements (2018) o termo estabilidade representa a capacidade
das emulsdes de manter suas propriedades ao longo do tempo. Devido as interagdes
moleculares desfavoraveis que ocorrem na interface Oleo-agua, consequéncia do efeito
hidrofébico que reduz a area de contato entre as duas fases, as emulsdes sdo sistemas
termodinamicamente instaveis (BADAWY et al., 2017).

Porém dentro de sistemas termodindmicos existem fases conhecidas como
metaestaveis, que sdo fases cineticamente retidas com energia livre positiva acima do estado
de equilibrio, que podem exibir propriedades superiores as suas correspondentes fases
estaveis (SUN et al., 2016). As emulsdes sdo sistemas que apresentam diferentes estados
metaestaveis, assim através da reducdo do tamanho de particula, por exemplo, ¢ gerada uma
energia de ativagdo (AG *) que deve ser superada antes que a emulsdo atinja seu estado mais
termodinamicamente favoravel (MCCLEMENTS, 2015), permitindo que as nanoemulsdes
possuam mais estabilidade cinética (metaestabilidade) do que as emulsdes convencionais
(PATHAK, 2017).

Do ponto de vista de aplicagdes comerciais, ¢ de grande importancia que as
nanoemulsdes se mantenham cineticamente estaveis, principalmente quando expostas a
condi¢des ambientais durante as etapas de produgdo, armazenamento, transporte e utilizagao
dos produtos aos quais sdo adicionadas. Sendo que, mudancas em suas propriedades podem
levar a alteragdes de aparéncia, textura e na liberagdo dos compostos bioativos, além de afetar

suas aplicagoes especificas (ZHANG; MCCLEMENTS, 2018).
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Diversos processos de desestabilizagdo podem ocorrer simultaneamente nesses
sistemas, dentre eles separagdo gravitacional, floculacdo, coalescéncia e Ostwald ripening
(TADROS et al., 2004; TAYLOR, 2003) que estdo esquematizados na Figura 4 (a). A
separacao gravitacional pode ser de dois tipos, a cremeacdo na qual as gotas, por possuirem
menor densidade do que a fase dispersante, se movem para o topo da suspensdo e a
sedimentacdo na qual as gotas, por possuirem maior densidade do que a fase dispersante, se
movem para fundo da suspensao (Figura 4 (b)), qualquer uma delas ¢ causada pela diferenca
de densidade entre a fase dispersa e liquido ao seu redor (McCLEMENTS, 2015;
McCLEMENTS; RAO, 2011;).

Figura 4 - Processos de desestabilizacdo (a) e diferenca entre cremeagdo e sedimentacgdo (b).
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Fonte: Adaptadas de McClements (2015) e Zhang; McClements (2018)

Os processos de floculagdo e coalescéncia sdo duas formas de agregagdo e
dependem da natureza das interacdes coloidais entre as gotas. Durante o processo de
floculacdo duas ou mais gotas se associam umas as outras devido as forgas atrativas e formam
aglomerados (McCLEMENTS; RAO, 2011). As caracteristicas desses aglomerados estdo

diretamente relacionadas a natureza das interag¢des coloidais e hidrodindmicas entre as gotas e
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dos mecanismos de colisdo (movimento browniano, gravidade ou agitagdo mecanica)
(MCCLEMENTS, 2015).

Na coalescéncia ocorre a colisdo das as goticulas umas com as outras que por sua
ocasiona uma fusao, originando gotas maiores. Esse processo apresenta maior dependéncia de
forcas de curto alcance e interacdes moleculares do que a os processos de separagdo
gravitacional ou a floculag¢do. A tendéncia a coalescéncia ¢ de forma geral determinada pelo
mecanismo fisico responsavel pelo encontro das goticulas (movimento browniano,
cisalhamento simples, turbuléncia e gravidade), a natureza das interacdes entre as goticulas
(forgas coloidais e hidrodindmicas) e a resisténcia do filme de estabilizante (MCCLEMENTS,
2015).

Outro processo ¢ a desestabilizagdo por Ostwald ripening, processo no qual ocorre
um gradiente de concentragdo entre as gotas, devido a diferenca de curvatura, principalmente
em amostras polidispersas e na presenca de compostos, como os alcoois que elevam a
solubilidade dos lipideos, fazendo com que a fase dispersa se difunda das gotas pequenas
(maior curvatura) para as gotas maiores (menor curvatura) (MCCLEMENTS, 2015).

Em comparacdo com emulsdes convencionais, devido ao tamanho reduzido das
particulas, as nanoemulsdes apresentam boa estabilidade contra os processos de separagdao
gravitacional, floculagdo e coalescéncia, sendo que alguns autores descrevem o mecanismo de
Ostwald ripening como principal gerador de instabilidade de emulsdes na escala nanométrica
(BADAWY et al., 2017). A forca motriz para o mecanismo de Ostwald ripening ¢ o fato de
que a solubilidade em 4gua de moléculas de 6leo dispersas em uma gota esférica aumenta

com a diminui¢do do raio pela Equagao 1 (ZHANG; McCLEMENTS, 2018):

S(D)=S(e0)e F=S(w)er (1)

Onde: S(0) ¢ a solubilidade em 4gua das moléculas de 6leo para um sistema
agua-oleo planar; S(r) € a solubilidade em agua das moléculas de 6leo quando estdo presentes

2YVm

dentro de uma goticula esférica de raio r; o= . ¢ uma escala de comprimento

caracteristica; Vm € 0 volume molar das moléculas de 6leo e y € a tensdo interfacial o6leo -
agua.

De forma simplificada a Equacdo 1 descreve que a concentracdo de moléculas de
6leo em contato com a agua sera maior para quanto menor for o raio da gota. Assim ¢ gerado

o gradiente de concentragdo que faz com que o 6leo disperso na agua se mova da superficie
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das gotas menores para a das maiores, levando a um aumento geral no tamanho médio
hidrodinamico das gotas durante o armazenamento (ZHANG; MCCLEMENTS, 2018).

O conhecimento dos mecanismos mais importantes de instabilidade das
nanoemulsdo assim como os fatores que podem auxiliar o seu controle sao fundamentais para
permitir projetar sistemas com caracteristicas de estabilidade apropriadas. Dentre alguns
desses fatores, podem ser destacados o tipo de lipidio utilizado, o surfactante escolhido assim

como as condi¢des de armazenamento das nanoemulsdes apos o preparo.

3.4.1 Lipidios

Para o desenvolvimento de nanoemulsdes podem ser utilizados lipidios de cadeia
longa (XU; MUKHERJEE; CHANG, 2018), média (TAARIJI et al., 2018) e curta (SHAO et
al., 2018) puros ou em blendas (YANG et al., 2018). Uma lista de alguns lipidios utilizados

no desenvolvimento de nanoemulsdes estd apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Lipidios utilizados para formula¢do de nanoemulsdes de acordo com o tamanho de

cadeia dos seus principais componentes.

Lipidio Referéncia Lipidio Referéncia
Oleo de amendoim  Xu; Mukherjee; Chang Oleo de milho Ryu et al. (2018)
(2018)
Oleo de soja Shu et al. (2018) Oleo de canola Kaci et al. (2018)
Oleo de girassol Lietal. (2018) Azeite de oliva Polychniatou; Tzia
(2018)
Oleo de peixe Taarji et al. (2018) Oleo de palma Ryu et al. (2018)
Oleo de buriti Bovi; Petrus; Pinho Oleo de abacate Arancibia et al.
(2017) (2017a)

Oleo de coco Pengon et al. (2018) D-limoneno Sonu et al. (2018)
Oleo de cravo Shao et al. (2018) Oleo de tomilho Ryu et al. (2018)
Oleo de alecrim Llinares et al. (2018) Oleo de canela Ghani et al. (2018)
Oleo de menta Bakry et al. (2017) Oleo de salvia Gharenaghadeh et

al. (2017)




46

A escolha dos componentes ¢ de grande importancia pois as caracteristicas fisico-
quimicas (solubilidade em agua, tensdo interfacial, viscosidade, entre outras) da fase oleosa
podem afetar a formagdo, estabilidade e propriedades das nanoemulsdoes (MCCLEMENTS;
RAO, 2011; TADROS et al., 2004). Além disso, segundo Zhang; McClements (2018) o uso
de triacilglicerois de cadeia longa originam nanoemulsdes mais estaveis ao processo de
Ostwald ripening devido a baixa solubilidade desses dcidos graxos em agua.

Com objetivo de aproveitar essa caracteristica, Ryu et al. (2018) avaliaram o
impacto de lipidios de cadeia longa na formacao, estabilidade e atividade antimicrobiana de
nanoemulsdes de 6leo de tomilho. Utilizando o 6leo de milho, o didmetro médio das goticulas
das nanoemulsdes aumentou a medida que a concentracdo de 6leo de milho aumentou. A
atividade antimicrobiana das nanoemulsdes também sofreu influéncia da presenca do 6leo de
milho, sendo que conforme sua concentragdo aumentou, a atividade antimicrobiana reduziu.
Um dos motivos dessa redu¢do da atividade esta ligado as diferengas no tamanho de particula,
que podem ter influenciado na capacidade das gotas de 6leo de tomilho de interagir com a
superficie das células microbianas.

Os triglicerideos de cadeia média (TCM) também podem ser empregados como
inibidores de maturagao, reduzindo os processos de Ostwald ripening. Em nanoemulsoes de
6leo de canela, a adi¢do de 70 e 60 % (m m™') de Miglyol 812 (um tipo de TCM) permitiu o
desenvolvimento de gotas de tamanho menores (107,30 e 100,70 nm, respectivamente) com
distribui¢cdes de tamanho monomodais e valores de IPD inferiores a 0,2 em comparacdo a
formulacdes desenvolvidas com 0, 20, 60 e 100 % de o6leo de canela, as quais algumas
apresentaram separacao de fases visivel durante o armazenamento e distribuigdo multimodal
de tamanho de particula (CHUESIANG et al., 2018).

Fan et al. (2017a) utilizaram trés 6leos Neobee 1053 (C8 e C10 como principais
acidos graxos), 6leo de coco (C12 como principais acido graxo) e 6leo de milho (C18 como
principais acidos graxos) para avaliar o efeito do tamanho das cadeias dos acidos graxos e o
grau de saturagdo dos oOleos na lipolise e bioacessibilidade de B-caroteno durante digestao in
vitro. Foi observada uma correlagdo inversa entre a extensdo da lipolise e o tamanho da cadeia
dos 4cidos graxos, com lipdlises de 87,3 % para Neobee, 64,6 % para o 6leo de coco e 51,4 %
para o 0leo de milho. Porém a bioacessibilidade apresentou comportamento inverso, quanto
maior a cadeia dos dacidos graxos maior a bioacessibilidade (6leo de milho>06leo de
coco>Neobee), sendo que a liberacdo do carotenoide foi positivamente proporcional a

insaturacdo e comprimento das cadeias de acidos graxos. Isso ocorre porque nesse caso sao
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geradas micelas maiores, facilitam a transferéncia do composto melhorando a solubilizagao
do carotenoide.

Nanoemulsodes com lipidios de cadeia longa (TCL - 6leo de milho), média (TCM -
Miglyol 812) e curta (TCC - Tributirina) preparadas pelo método de microfluidizagao por
Ahmed et al. (2012), apresentaram variacdo de tamanho e estabilidade ocasionadas pelo
tamanho da cadeia lipidica. Tamanho de particulas inferiores a 200 nm e IPD menores que 0,2
foram obtidos em nanoemulsdes formuladas como TCL E TCM, porém nas nanoemulsdes
com TCC como fase oleosa os tamanho de particula foram superiores a 1900 nm com IPD
indicando perfil polidisperso das particulas (maior que 0,6), e separagdo de fases sendo
observada apos apenas 24 h de estocagem. Quando as nanoemulsdes foram formuladas com
uma blenda de TCM e TCC (50:50) os tamanhos de particulas novamente foram inferiores a
200 nm, com estabilidade ao crescimento de particula e separacdo gravitacional. Os tamanhos
de cadeia dos lipidios também afetaram significativamente a liberagcdo de acidos graxos livres
durante a simulac¢do de processos digestivos, com taxa inicial de liberagdo mais rapida para as
emulsdes contendo TCC ou TCM:TCC do que para as emulsdes contendo TCM ou TCL. Esse
comportamento pode ocorrer por trés motivos, a solubilidade do TCC em 4gua permite que o
processo de digestdo comece na fase aquosa; a menor cadeia de hidrocarbonetos facilita a
acao das lipases ou porque os produtos da digestdo dos TCC tendem a deixar a superficie das
gotas de forma mais facil do que os produtos da degradagdo dos TCM e TCL. A
biodisponibilidade de curcumina encapsulada nas nanoemulsdes também foi superior com o

aumento do tamanho da cadeia dos lipidios.

3.4.2 Surfactantes

Segundo Rosen; Kunjappu (2012) surfactantes (também chamados de
emulsificantes ou tensoativos) sdo substancias que quando presentes em pequenas
concentragdes, possuem a propriedade de adsorver nas superficies ou interfaces do sistema,
alterando sua energia livre.

Sao moléculas compostas por duas partes, uma hidrofilica, que interage com a
fase aquosa e outra lipofilica que fara a interacdo como a fase oleosa do sistema (SANTOS;
MING; GONCALVES, 2014), também conhecidas como estruturas anfipaticas ou anfifilicas
(ROSEN; KUNJAPPU, 2012). Assim, esses compostos sdo utilizados para estabilizar
emulsdes, sendo adsorvido na interface da gota, formando uma camada ao seu redor, como

pode ser observado na Figura 5 (PATHAK, 2017). Esses compostos desempenham papel de



48

destaque na estabilizagdo das nanoemulsdes visto que os processos de floculacdo e
coalescéncia sdo evitados quando as interagdes repulsivas superam as interagdes atrativas
como as forcas de Van der Waals, por exemplo (CHAARI et al., 2018; MCCLEMENTS;
JAFARI, 2018).

Figura 5 - Esquema estrutural de uma gota de emulsdo 6leo em agua.
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Essas interagdes repulsivas podem ser de dois tipos: elestrostaticas ou estéricas
(Figura 6). A estabilizagdo eletrostatica ocorre quando as forcas eletrostaticas repulsivas,
geradas pelas cargas na superficie, superam as forgas atrativas de Van der Waals e interagdes
hidrofobicas entre as particulas. A estabilizacdo estérica ¢ um termo genérico usado para
descrever a estabilizacdo de sistemas coloidais que ocorre pela mobilidade das cadeias dos
componentes (NAPPER, 1977).

Essas substancias tensoativas podem ser classificadas de diferentes formas, por
exemplo, quanto sua origem (naturais ou sintéticos) € quanto a carga elétrica de sua porgao
hidrofilica, que pode ser: anionica (a superficie ativa da molécula tem carga negativa);
cationica (a superficie ativa da molécula possui carga positiva); zwitterionica (a superficie
ativa pode ter cargas negativas e positivas) € ndo ionica (a superficie ativa da molécula ndo
possui carga idnica aparente) (ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

Além disso, o equilibrio entre a parte hidrofilica e hidrofoébica da molécula,
chamado de valor HLB, proposto por Griffin (1949) também pode ser uma forma de
classificagcdo. Nesse sistema cada surfactante recebe um valor numérico (chamado de HLB)

que ¢ a expressdo do balanco entre o tamanho e for¢a das partes hidrofilicas e lipofilicas do
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tensoativo. Quanto menor o valor do HLB (abaixo de 9), mais lipofilico ¢ o surfactante,
valores de HBL superiores a 11 caracterizam compostos hidrofilicos, o que determinaré se ele
sera utilizado em emulsdes do tipo dgua em o6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) (SANTOS;
MING; GONCALVES, 2014).

Figura 6 - Estabilizacdo eletrostatica e estérica.
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Industrialmente ¢ comum o uso de blendas de surfactante, sendo que essa mistura
¢ mais eficiente quando feita uma combinagdo de propor¢des adequadas entre emulsificantes
lipofilicos e hidrofilicos. Quando dois surfactantes de valores HLB conhecidos sdao usados
juntos com um determinado lipidio, existe uma relacdo ideal para que seja obtida a melhor

eficiéncia do processo de emulsificagdo, que ¢ expressa pela Equagdo 2 (GRIFFIN, 1949):

(WA XHLBA)+HWg*HLBg)
Wpa+Wpg

:HLB()leo (2)

Onde: W4 ¢ a massa do surfactante A; Wp € a massa do surfactante B; HLBa ¢
HLBg sdo os valores HLB dos surfactantes A e B; HLBieo € 0 valor requerido de HLB do

0leo para o tipo de emulsdo que esta sendo estudada.

A escolha do surfactante ¢ um ponto bastante importante também pelo fato de que
o tipo e a concentragao desses componentes podem afetar as propriedades fisico-quimicas das

nanoemulsdes dependendo das condigdes ambientais. As propriedades interfaciais do
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surfactante que afetam sua habilidade de formar e estabilizar nanoemulsdes, devem ser
levadas em consideracdo. A taxa com a qual o emulsificante adsorve na interface ¢ um
importante fator para a formagdo das emulsdes (OZTURK; MCCLEMENTS, 2016).

Nanoemulsdes formuladas com proteina do soro de leite ou lactoferrina
apresentaram tamanho de particulas inferiores (p<0,05) e maior estabilidade fisica durante
aquecimento (90 °C por 15 min) em comparagdo com nanoemulsdes formuladas usando
Tween 20. Porém no mesmo estudo foi observado que as nanoemulsdes com proteina do soro
de leite apresentaram desestabilizagdo em pH proximo ao seu ponto isoelétrico (4,5-5) devido
a reducdo da repulsdo eletrostatica, assim como na presenga de CaCl, em concentragdes
proximas a 10 mM, isso porque ocorre triagem da carga negativa ¢ formagao de pontes de
calcio levando a agregagdo de goticulas. Porém as amostras produzidas com lactoferrina e
Tween 20 ndo tiveram sua estabilidade afetada pelo pH ou presenca de at¢ 90 mM de CaCl,.
Isso ocorre devido ao processo de estabilizagdo dessa formulagdo ser dominado por repulsao
estérica e ndo eletrostatica (TEO et al., 2016).

Artiga-Artigas; Lanjari-Pérez; Martin-Belloso (2018) avaliaram a influéncia da
concentracdo de trés surfactantes de constituicdo molecular distinta (Tween 20, palmitato de
sacarose e lecitina) sob a estabilidade de nanoemulsdes de curcumina. Foi observada
influéncia do tipo de surfactante nos pardmetros tamanho, indice de polidispersao, potencial {
e viscosidade. As nanoemulsdes apresentaram menores tamanhos de particula (p<0,05)
quando formuladas como Tween 20 (249-276 nm) em comparacdo as amostras formuladas
com lecitina (322-400 nm) e palmitato de sacarose (350-373 nm). No parametro indice de
polidispersao, as amostras com palmitato foram as mais polidispersas (p<0,05) com valores
acima de 0,5, provavelmente pela presenca de ésteres de tamanho molecular diversos que
interferem no processo de emulsifica¢do, seguida pelas amostras com lecitina, com valores
médios de 0,37 e Tween 20 com média de 0,26. O potencial { para os trés surfactantes
apresentou valores negativos apesar de o Tween 20 e o palmitato serem considerados nao
16nicos. Como era esperado os maiores valores foram encontrados nas amostras estabilizadas
com lecitina (em torno de -85 mV), seguida pelas amostras com palmitato (em torno de -67
mV) e pelas amostras com Tween (em torno de -37 mV). As cargas negativas observadas nas
amostras com surfactantes ndo i0nicos sao consequéncia de impurezas como acidos graxos
livres tanto no 6leo como nos surfactantes.

A concentra¢do e o tipo de surfactante afetaram também a viscosidade das
amostras, sendo que as nanoemulsdes formuladas como palmitato na concentragao de 2,0 %

apresentaram as maiores viscosidades (em torno de 137 mPas s! ), consequéncia do fato de o
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palmitato de sacarose ter a capacidade de formar sistemas viscosos ou semelhantes a gel,
sendo estes sistemas ainda mais viscosos a baixas temperaturas e altas concentragdes de

surfactante (ARTIGA-ARTIGAS; LANJARI-PEREZ; MARTIN-BELLOSO, 2018).

3.4.3 Condig¢oes de armazenamento

Durante o desenvolvimento e ao longo da vida util dos produtos adicionados de
nanoemulsoes, essas estruturas serdao submetidas as mais variadas condigdes de
armazenamento e processamento, que poderdo acelerar os processos de desestabilizagdo
desses sistemas (KHALID et al., 2017; SHU et al., 2018).

Nanoemulsdes de astaxantina em 6leo de soja estabilizadas com dois surfactantes,
saponinas ou Tween 20, foram produzidas por Chen et al. (2018). As propriedades iniciais das
nanoemulsdes foram similares, com tamanhos de particula em torno de 125 nm (saponina) e
145 nm (Tween 20). Quando submetidas a pH variando de 3-8 e concentragdes de CaCl,
variando de 0-100 mM as nanoemulsdes com Tween 20 apresentaram excelente estabilidade,
sem sinais de separacdo de fases. Ja as formulagdes com saponinas, apresentaram
instabilidade em pH abaixo de 6, desestabilizando por completo em pH 3, assim como na
presenca de CaCly, com separacdo de fases ocorrendo mesmo em baixas concentragoes
salinas, devido a redu¢do da repulsdo eletrostatica. Por outro lado, o aquecimento (60, 90 e
120 °C por 30 min) ndo afetou a estabilidade das nanoemulsdes com saponina, mas acarretou
crescimento de particula e formagdo de halos quando as nanoemulsdes como Tween 20 foram
aquecidas a 90 °C. Os teores astaxantina sofreram significativas quedas quando as
nanoemulsdes foram aquecidas a 90 e 120 °C independente do surfactante utilizado.

Quando armazenadas a 5 e 25 °C por 30 d, todas as nanoemulsdes foram estaveis
fisicamente, porém a capacidade de proteger a astaxantina foi extremamente afetada pela
temperatura de armazenamento e pelo tipo de surfactante. Maiores retengdes do carotenoide
ocorreram durante armazenamento a 5 °C para ambos os surfactantes, porém comparando-se
os dois surfactantes o uso de saponina levou perdas de apenas 5,6 % em 30 d, enquanto as
nanoemulsdes com Tween 20 apresentavam redugcdo de 47,3 %, variagdo ligada
provavelmente a capacidade antioxidante da saponina utilizada.

Nanoemulsdes de D-limoneno produzidas por ultrasonificacao e estabilizadas por
complexos proteina de soro de leite/maltodextrinas foram submetidas a diferentes condi¢des
de processamento com objetivo de avaliar sua estabilidade. As amostras foram submetidas a

variacoes de pH (3,0-7,0) e forga ionica (0,1-1,0 M NaCl) e aos tratamentos térmicos de
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pasteurizagdo (63 °C - 30 min), forewarming (80 °C — 10 min), fervura (95 °C — 10 min) e
autoclavagem (121 °C). Os valores de tamanho de particula diminuiram de 127,60+4,34 nm
em pH 3 para 118,104+3,42 nm em pH 7, com excecao do pH 4, onde o maior tamanho de
particula, 231,30+5,87 nm foi observado, devido a aproximagdo com o ponto isoelétrico do
complexo proteina/maltodextrina.

Porém do ponto de vista geral as nanoemulsdes foram estaveis na faixa de pH de
3-7. O potencial { apresentou valores positivos nos pH 3,0 e 4,0 (5,98+0,49 e 0,86+0,39,
respectivamente), na faixa entre pH 5,0 ¢ 7,0 os valores tornaram negativos. Isso ocorre
porque a conjugacao de proteinas do soro altera a distribuicao da carga superficial da proteina,
diminuindo o ponto isoelétrico. A nanoemulsdo quando submetida a concentracdo idnica
testada apresentou um pequeno aumento de particula de 116,60+5,30 nm (controle) para
139,104£3,42 nm (NaCl 1,0 M), porém nao foram observadas desestabilizagdes, o que indica a
dominancia da repulsdo estérica, cuja for¢a ¢ independente do ambiente iOnico. Ja para o
potencial { o aumento da concentracdo iOnica alterou as cargas elétricas das gotas
(-19,64+0,23 mV nas emulsdes controle para -13,02+0,78 mV nas emulsdes com NaCl
1,0 M), devido a diminui¢cdo da repulsdo eletrostatica entre as moléculas. As nanoemulsdes
apresentaram também excelente estabilidade durante os tratamentos térmicos, sem
observagoes de alteracdes de tamanho e potencial { (SONU et al., 2018).

Cheong; Tan; Nyam (2017) avaliaram os efeitos de trés temperaturas de
armazenamento (4 °C£2 °C, 25 °C£2 °C e 40 °C£2 °C) sobre a estabilidade fisico-quimica de
nanoemulsdes de Oleo de semente de Kenaf (Hibiscus cannabinus). A condi¢do de
armazenamento a 4 °C foi a que apresentou a melhor estabilidade. Nessa condi¢do observou-
se uma estabilizacdo no tamanho de particula apdés a segunda semana, sem variagdes
significativas do IPD (manteve-se abaixo de 0,2) e do potencial { (em torno de -36 mV) por
até 12 semanas. As amostras estocadas a 25 °C apresentaram reducdo significativa (p<0,05)
no tamanho de particula (129,87+1,27 para 121,0842,34) enquanto as amostras armazenadas
as 40 °C apresentaram um aumento (p<0,05) de 129,87+1,27 para 133,70+£3,18 em 8 semanas
de estocagem. Aumentos significativos no mesmo periodo (p<0,05) no IPD também foram
observados para as duas temperaturas, de 0,12+0,01 para 0,17+0,01 (25 °C) e 0,26+0,02
(40 °C). As cargas negativas das particulas nas duas condi¢des passaram de -36,7+1,0 para
-29,4+1,0 (25 °C) e -27,3%x1,3 (40 °C), indicando reducdo da estabilizagdo eletrostatica
proporcionada pelos emulsificantes, o que levou a formagdo de sedimentos a partir da 4* e 8*

semana de estocagem para as temperaturas de 40 e 25 °C, respectivamente.
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Além das condi¢cdes de armazenamento afetarem a estabilidade fisica das
nanoemulsdes, podem interferir e acelerar os processos de degradacdo dos compostos
bioativos presentes nessas nanoestruturas.

Nanoemulsodes de astaxantina e 6leo de milho estabilizadas por saponinas foram
submetidas a diferentes condicdes de pH, forca i6nica, tratamentos térmicos e
armazenamento, sendo avaliado o efeito sobre a estabilidade das gotas e sobre o teor de
carotenoide. As nanoemulsdes nao apresentaram variagdo significativa de tamanho (p>0,05)
quando aquecidas de 30-90 °C, sem observagdo de processos de cremeacao, ligada a forte
estabilizacdo eletrostatica gerada pelos grupamentos carboxilicos presentes nas estruturas das
saponinas, confirmada pelos valores de potencial { em torno de -35 mV. As nanoemulsdes
foram altamente estaveis em valores de pH de 7 a 9, no entanto, tornaram-se instaveis com
um aumento significativo (p <0,05) de tamanho a pH 4-6, com formag¢do de uma fase oleosa
em pH 3. A carga elétrica das goticulas foi afetada diretamente pelo pH, sendo o potencial {
fortemente negativo (-40 mV) em pH 9 e ligeiramente negativo (-13 mV) em pH 4. Boa
estabilidade de nanoemulsdes foi observada apenas em baixos niveis de NaCl (<25 mM), uma
vez que ndo houve mudang¢a no tamanho das particulas. Porém, as nanoemulsdes tornaram-se
propensas a coalescéncia em maiores concentragdes salinas, com separacdo de fases em
concentragdes de 125 mM. Foi avaliado também a estabilidade das nanoemulsdes durante 15
d de armazenamento a 5, 25 e 40 °C. As nanoemulsdes apresentaram uma boa estabilidade
contra o crescimento das gotas e processos de cremea¢do durante o armazenamento nas trés
temperaturas testadas, porém a taxa de degradacdo da astaxantina aumentou
proporcionalmente ao aumento da temperatura (SHU et al., 2018).

Nanoemulsoes de catequina com 6leo de girassol produzidas por homogeneizagao
a alta pressdo, foram armazenadas em diferentes temperaturas (4, 27 e 37 °C), pH (2,0; 4,0;
5,0; 7,0; e 9,0) e concentragdes de NaCl (at¢ 100 mM), para verificacdo de sua estabilidade
fisica, sendo avaliados durante oito semanas os parametros tamanho de particula,
microestrutura, indice de cremeacdo, viscosidade aparente, oxidagdo lipidica, polifendis e
eficiéncia de encapsulamento (GADKARI; SHASHIDHAR; BALARAMAN, 2017). Segundo
os autores existe uma relacdo direta entre a variacdo no tamanho das gotas, o indice de
cremacdo e a viscosidade aparente das emulsdes. O tamanho da particula foi afetado pela
temperatura, sendo que as amostras estocadas a 37 °C apresentaram a maior variagcdo, de
260+0,01 nm para 2,27+0,02 pm apds 8 semanas. Esse pardmetro foi também afetado pela
alcalinidade do meio, sendo que apds 4 semanas nos pH 7 e 9 o tamanho de particula passou

para 390 nm. A concentragdo salina apresentou efeito em toda a faixa estudada, sendo mais
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acentuada em 50 ¢ 100 mM onde os tamanhos, apos oito semanas, eram de 1,38 +0,03 um e
4,48+0,32 pm, respectivamente, consequéncia do aumento da viscosidade aparente
ocasionada pela ag¢ao neutralizante do sal sobre as forcas ativas de superficie. O aumento da
temperatura ¢ pH na faixa alcalina elevaram também as taxas de degradagdo das catequinas
assim como a expulsdo do bioativo de dentro das gotas, reduzindo o teor de composto
encapsulado.

Gadkari; Shashidhar; Balaraman (2017), avaliaram também o efeito de duas
formas de tratamento térmico: baixa temperatura/longo tempo (LTHT — 63 °C por 30 min) e
alta temperatura/curto tempo (HTST - 95 °C por 10 min). A variagdo de tamanho de gota
observada foi maior para o tratamento LTHT (2604+0,01 nm para 1,82+0,05 pm) do que para
o tratamento HTST (260+0,01 nm para 303+£0,02 nm). A nanoemulsdo apresentou a
capacidade de proteger o extrato rico em catequinas durante o processamento térmico, com
menor alteracdo quimica em comparagdo ao extrato livre, que apresentou uma redugdo
significativa do bioativo apos os processamentos térmicos.

Nanoemulsdes de 6leo de cravo e canela foram submetidas a centrifugacdo a
10.000 xg por 20 min, estocagem a 25, 37 e 60 °C por um més e aquecidas a 80, 90 e 100 °C
por 30 min. Ap0s a centrifugagdo o sistema manteve a aparéncia sem alteragdes significativas
(0>0,05) no tamanho da particula, assim como ap6s um més de estocagem, mantendo valores
de IPD de 0,22 a 0,29 mesmo a 60 °C. Quando aquecidas a 80 °C as nanoemulsdes
mantiveram-se estaveis, sem mudangas visuais. Quando a temperatura superou os 90 °C o
sistema tornou-se turvo, porém com a temperatura retornando a valores inferiores a 90 °C a
nanoemulsdes retornou a seu aspecto visual inicial, como tamanhos de particulas em torno de
9 nm e IPD variando entre 0,19 e 0,33, sugerindo que as gotas de nanoemulsdo poderiam
recuperar seu estado original (ZHANG et al., 2017).

Como pode ser observado a estabilidade das nanoemulsdes ndo est4 ligada apenas
a um fator, mas a varios, passando pela técnica de preparo, surfactante utilizado, composi¢ao
da fase oleosa e condigdes de armazenamento, sendo entdo a cada nova formulagao necessario

avaliar a estabilidade das nanoemulsdes, e assim poder determinar suas potenciais aplicagoes.

3.5 PRODUCAO DE NANOEMULSOES

Devido ao papel dominante do efeito hidrofobico a interagdo das moléculas de
O0leo e agua na interface ¢ fortemente desfavoravel do ponto de vista termodindmico

(McCLEMENTS, 2015). Assim as emulsdes nao sao formadas espontaneamente, por isso
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além do dleo, dgua e surfactante, a formagao das gotas exige que uma energia seja aplicada ao
sistema. Quanto menor o tamanho da goticula (abaixo da escala micrométrica nesse caso)
maior a quantidade de energia requerida (CARPENTER; SAHARAN, 2017; TADROS et al.,
2004).

A maior demanda por energia para a formagao das nanoemulsdes em comparagao
com emulsdes pode ser entendida considerando-se a pressao de Laplace (Equagdo 2), que ¢ a

diferenca de pressao entre a parte interna e externa da gota (TADROS et al., 2004):
AP=y(—+— 2
= +) )

Onde: R e R> sdo os raios principais de curvatura da gota, sendo que para gotas

esféricas assume-se que R1=R,=R, assim:
2
Ang (3)

Para reduzir uma gota a gotas menores ¢ necessaria um forte deformagdo o que
eleva o valor de p, sendo assim, se R=>Ry, 0 estresse para deformar uma gota com R, € menor
do que para uma gota com Rp, como esse estresse € transferido pelo liquido circundante via
agitacdo, quanto maior o estresse necessario maior a agitagao requerida o que eleva a energia
exigida para a producdo de gotas menores (TADROS et al., 2004).

Para que uma gota seja quebrada durante a homogeneizacao, as forgas disruptivas
devem exceder as forgas interfaciais e essa magnitude pode ser caracterizada pelo niimero de
Weber que relaciona as forgas disruptivas pelas forgas interfaciais. As gotas tendem a ser
rompidas quando o numero de Weber excede algum valor critico (em torno da unidade), que
depende das caracteristicas fisicas das fases aquosa e de 6leo (MCCLEMENTS, 2015).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a fabricagdo de nanoemulsdes, sendo
geralmente classificadas como de baixa ou alta energia. Técnicas de baixa energia sdo
baseadas na formacao das goticulas pela alteracdo da composi¢do do sistema ou das condi¢des
ambientais (McCLEMENTS; JAFARI, 2018; PATHAK, 2017), como por exemplo os
processos de inversdo de fases por composicdo (ABDOU; GALHOUM; MOHAMED, 2018)
e inversao de fases por temperatura (CHUESIANG et al., 2018).

Técnicas que empregam alta energia, que sdo as mais utilizadas na producao

industrial de nanoemulsdes, baseiam-se em dispositivos mecanicos que geram intenso fluxo
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de cisalhamento, turbulento ¢ cavitacional (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018; PATHAK,
2017), reduzindo o tamanho das goticulas, como por exemplo os microfluidizadores
(ARTIGA-ARTIGAS et al., 2018), sonicadores (AKBAS; SOYLER; OZTOP, 2018; NOORI;
ZEYNALI; ALMASI, 2018) e homogeneizadores a alta pressao (SALVIA-TRUIJILLO et al.,
2018).

Segundo McClements; Jafari (2018) a escolha do método de fabricacdo de
nanoemulsdes depende da natureza dos materiais a serem homogeneizados, particularmente o
tipo de oleo e surfactante assim como dos atributos fisico-quimicos e funcionais desejados

(caracteristicas Opticas, reoldgicas, de estabilidade e de liberacdo).

3.5.1 Homogeneizacao a alta pressio (HAP)

A homogeneizagdo a alta pressdo (HAP) foi originalmente empregada na industria
lactea na etapa de homogeneizagao dos glébulos de gordura (HAYES; KELLY, 2003), porém
passou a ser empregada para outras finalidades como destrui¢do de micro-organismos
(DONSI et al., 2009), ruptura celular para recuperagio de biocompostos (YAP et al., 2015),
inativacao de enzimas (WELTI-CHANES; OCHOA-VELASCO; GUERRERO-BELTRAN,
2009), método para formulagdao de produtos com reduzido teor de gordura (AGANOVIC;
BINDRICH; HEINZ, 2018), pré-processamento para melhora da biodisponibilidade de
compostos (MUTSOKOTI et al., 2015) e desenvolvimento de nanocarreadores (QIAN;
McCLEMENTS, 2011).

O homogeneizador a alta pressdao ¢ formado basicamente por uma bomba de
deslocamento positivo de alta pressdo, geralmente com pistdes triplos para minimizar as
flutuagdes de pressdo e uma valvula de homogeneizagdo do tipo drop and lift (PHIPPS,
1975). Durante a HAP uma emulsdo primdria ¢ pressionada por um orificio estreito
alcancando alta velocidade e gerando alta energia devido aos processos de cisalhamento,
impacto e cavitacao, seguida de uma expansdo praticamente instantdnea, que ocasiona uma
particdo nas gotas. Isso faz com que os didmetros das gotas geradas diminuam
sistematicamente com o aumento da taxa de cisalhamento (KOURNIATIS et al., 2010). Essa
técnica ¢ considerada muito eficaz devido a algumas vantagens: formacgao de particulas com
baixa polidispersao, possibilidade de utilizar alta concentragdo lipidica, ndo necessitar de
solventes organicos, além da possibilidade de aumento de escala para producdo industrial

(MISTRY; MOHAPATRA; DASH, 2012).
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Um dos pontos importantes ¢ a geragdo de calor durante a HAP, o que poderia
causar a degradagdo de compostos bioativos. Nanoemulsdes de astaxantina formuladas com
trés concentragdes do carotenoide (0,5; 2 e 4 %) produzidas por HAP ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre a quantidade de astaxantina antes e
depois do processo de homogeneizacdo (AFFANDI; JULIANTO; MAJEED, 2011). Segundo
Hakansson (2019), o tempo de residéncia dos compostos no homogeneizador ¢ curto em
comparagdo as taxas de degradacdo tipicamente reportadas para nutrientes sensiveis a
temperatura e nutracéuticos, sendo assim nenhuma degradacao substancial ¢ esperada.

El Kinawy et al. (2012) comparou dois sistemas de homogeneizacdo um a disco ¢
um homogeneizador a alta pressdo, para a produ¢do de emulsdes de 6leo de milho com 3 %
de Tween 20. Apds uma hora de homogeneizacdo com o sistema a disco, foram geradas
macroemulsdes de tamanho de particula de 6 um, ndo sendo possivel conseguir goticulas em
nanoescala nem mesmo com parametros técnicos otimizados como alta viscosidade, alta
velocidade de rotacdo e aumento da quantidade de emulsificante. Porém quando utilizado 3
ciclos de HAP com pressdo de 3,99x107 Pa, a mesma formulagio gerou nanoemulsdes com
tamanho de particula de 200 nm. Essa diferenca ocorre devido ao fato de o HAP usar ndo s6
forcas de fluxo laminar e turbulento para a ruptura da gota, mas também a cavitacdo que
ocorre dentro do equipamento.

A formulacdo de nanoemulsdes de 6leo de milho e TCM estabilizadas por trés
tipos de lecitinas (ovo, girassol e canola) pelas técnicas de emulsificagdo espontinea e HAP
foram avaliadas por Schuh; Bruxel; Teixeira (2014). Comparando-se as duas técnicas para
cada uma das lecitinas foi obervado que os tamanhos de particulas utilizando a lecitina de
canola e de girassol eram superiores para o processo de HAP (296+£8 e 417425 nm para
canola e girassol, respectivamente) do que para a emulsificacdo espontidnea (221423 e
243424 nm para canola e girassol, respectivamente). Apesar da HAP ter sido menos eficiente
na reducdo do tamanho das gotas, formulagdes mais estaveis foram geradas, uma vez que as
emulsdes obtidas por emulsificagdo espontanea apresentaram desestabilizagdo apds uma
semana de preparo, enquanto as amostras produzidas com HAP permaneceram visualmente
estaveis por pelo menos 30 d, o que demostra a importancia da escolha do método de
preparagdo no desenvolvimento de emulsdo estaveis

Na Figura 7 ¢é apresentada a comparacao entre emulsoes, de formulagdo idéntica
sendo a unica diferenca a passagem ou ndo pelo HAP, o que tem como consequéncia
mudangas significativas na estabilidade fisicas das emulsdes. Comportamento semelhante foi

observado por Ahmed et al. (2012) com emulsdes de curcumina. As formulagdes que nao
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foram submetidas a HAP, chamadas de emulsdes convencionais apresentaram cremeagao
apos 4 horas de armazenamento, enquanto as formulagdes submetidas a HAP, chamadas de
nanoemulsdes, permaneceram homogéneas. Isso esta relacionado a maior densidade de
energia colocada no sistema pela HAP que além da reducdo do tamanho de particula exerce
também influéncia nos desempenhos dos surfactantes (CALLIGARIS et al., 2016).

Além dos parametros ja citados anteriormente, a estabilidade e as caracteristicas
das nanoemulsdes também sdao afetadas pelos parametros utilizados durante a HAP. O
tamanho de particula e IPD, por exemplo, esta ligado a pressdo e ao numero de ciclos
utilizado. Sotomayor-Gerding et al. (2016) avaliaram o efeito da pressdo e nimero de ciclos
nas caracteristicas de nanoemulsdes controle e enriquecidas com carotenoides. Os tamanhos
de particula das emulsdes controles foram de 210, 168 ¢ 164 nm quando utilizados 1, 4 e 10
ciclos de 70 MPa e 242, 134 e 126 nm para os mesmos ciclos, porém a 100 MPa. A variacdo
do tamanho apos 4 ciclos para as duas pressoes ndo foi significativa, demostrando que existe
um limite para o efeito do numero de ciclos sobre o tamanho das particulas. Fixando-se o
numero de ciclos em 4 foi possivel observar que o aumento da pressao (5, 10, 15, 30, 70 e 100
MPa) levou a redugdes no tamanho de particula (777, 446, 323, 285, 168 e 134 nm,
respectivamente), o mesmo comportamento foi observado nos valores de IPD, devido a
formagdo de gotas mais homogéneas. A influéncia dos maiores tamanhos e IPD encontrados
para 5 MPa foram confirmados pelos testes de estabilidade onde o indice de estabilidade
dessas nanoemulsdes foram 3,4x menores do que para as mesmas emulsdes formuladas com

100 MPa, apresentando as maiores taxas de separag¢ao gravitacional.

Figura 7 - Estabilidade fisica de emulsdes de mesma formulagdo (a) submetidas ao processo

de HAP ap6s 30 d e (b) emulsdes preparadas sem HAP apos 24 h.
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Além do tamanho e estabilidade, outros pontos podem ser melhorados com a
escolha da HAP como método de preparo. O uso de HAP para a producdo de nanoemulsdes
de capsaicina acarretou maior eficiéncia de encapsulamento e taxas de reten¢ao do que o uso
de ultrassom. Também foram observados aumentos na atividade antimicrobiana das
nanoemulsdes contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus quando produzidas com a
técnica de HAP, relacionados provavelmente a boa capacidade de retengdo e eficiéncia de
encapsulamento que facilitam a difusao do agente ativo através da parede celular bacteriana
resultando em maior atividade antibacteriana em comparagdo com a ultrassonificagao
(AKBAS; SOYLER; OZTOP, 2018).

Sendo assim a escolha da técnica de homogeneizagdo a alta pressdo para o
desenvolvimento de nanoemulsdes ¢ faz bastante vantajosa, apresentando potencial para

desenvolver estruturas estaveis, com caracteristicas ativas elevadas e de facil escalonamento

dentro da industria de alimentos.

3.6 CONSIDERACOES FINAIS

A nanotecnologia apresenta potencial para aplicacdo na industria alimenticia,
porém pontos como estabilidade fisica devem ser ainda avaliados cuidadosamente a fim de
determinar as melhores estruturas e produtos a serem aplicados. Muitos fatores podem afetar a
estabilidade de nanoestruturas como fatores extrinsecos e intrinsecos dos produtos, sendo
nesse ponto que este trabalho busca atuar. Para isso o presente trabalho foi divido em quatro
artigos, apresentados no Capitulo I11.

Este estudo, além de apresentar o potencial uso de oleos de grau alimenticio em
nanoemulsdes e a estabilidade delas frente a diferentes processos térmicos e condigdes de
armazenamento, contribui também para determinagdo da influéncia dessas nas caracteristicas
fisico-quimicas de dois produtos amplamente consumidos pela populagdo, iogurte e sorvete

(tipo gelato).






CAPITULO I1I
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO






ARTIGO 1
ANALISE DE ESTABILIDADE DE NANOEMULSOES DE OLEOS VEGETAIS E -
CAROTENO PRODUZIDAS POR HOMOGENIZACAO A ALTA PRESSAO
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RESUMO

B-caroteno ¢ um carotenoide com importantes propriedades biologicas, mas que apresenta
grande sensibilidade a degradacdo. Todavia, essa instabilidade pode ser superada através do
encapsulamento desse composto. Em vista disso, o objetivo do presente trabalho foi investigar
a estabilidade fisica de nanoemulsdes contendo 6leos vegetais (milho soja e arroz) e B-
caroteno, avaliar a cinética de degradacdo do carotenoide nanoencapsulado e testar a
capacidade antioxidante dessas emulsdes. O tamanho de particula das nanoemulsdes com e
sem adicao de B-caroteno foi aproximadamente 355 nm, com indice de polidispersao em torno
de 0,2 e potencial { entre -20 e -40 mV. Nao foi observada degradagdo significativa (p>0,05)
de B-caroteno nas nanoemulsdes com o6leo de milho durante 90 d de estocagem. Interessantes
informagdes adicionais sobre a utilizagdo de 6leo de grau alimenticio no desenvolvimento de
nanoemulsdes foram obtidas durante os experimentos.

Palavras-chave: Arroz. Carotenoide. Milho. Nanotecnologia. Soja.
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1 INTRODUCAO

O B-caroteno ¢ um carotenoide laranja encontrado em plantas, animais € micro-
organismos (GUL et al., 2015). Este carotenoide ¢ utilizado na induastria de alimentos e
farmacéutica por apresentar propriedades bioldgicas como atividade proé-vitamina A e
antioxidante (GRUNE et al., 2010). Os carotenoides possuem estrutura basica formada por 8
unidades de isopreno (CsHg) ligadas covalentemente, cuja cadeia altamente insaturada, torna
estes pigmentos suscetiveis a isomerizagao e oxidagdo causadas por fatores como calor, pH,
oxigénio e luz. Ambos os processos podem acarretar perda de cor, atividade antioxidante e
pro-vitaminica (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2007; RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

A instabilidade dos carotenoides vem sendo objeto de muita pesquisa (ACHIR et
al., 2016; KOTIKOVA et al., 2016). Uma possibilidade para superar esse problema é o uso da
nanotecnologia, que vem demostrando habilidade em melhorar processos, embalagens e
estabilidade de varios compostos, incluindo carotenoides. Entre os nanocarreadores estudados
para encapsulamento de carotenoides (ANARJAN et al., 2010; GUAN; WU; ZHONG, 2016;
Y1 et al., 2014), as nanoemulsdes podem ser destacadas. Nanoemulsdes podem ser descritas
como dispersdes 6leo em adgua com gotas nanométricas de 100-500 nm (SHAH; IMRAN;
ULLAH, 2017). Esse tipo de nanocarreador vem sendo utilizado para encapsular um grande
nimero de compostos de interesse para industria alimenticia e farmacéutica, incluindo
polifendis (SUN et al., 2015), oleos essenciais (SUGUMAR et al., 2016) e carotenoides (YT et
al., 2015).

Esses nanocarreadores apresentam-se como uma boa opg¢do para melhoria da
biodisponilidade de carotenoides. Yi et al. (2014) produziram nanoemulsdes de -caroteno,
6leo de milho e caseinato de sodio (com diametros entre 124-368 nm) em microfluidizador.
Os autores observaram que a biodisponibilidade do produto (definido como o teor de [3-
caroteno recuperado na fase aquosa apos a digestdo in vitro) estava relacionada com o
diametro das gotas das nanoemulsdes. Em adicdo, nenhuma oxidacdo significativa do
carotenoide foi observada durante o processo a simulagdo in vitro do processo de digestao.

As nanoemulsdes também apresentam a capacidade de proteger os carotenoides.
Guan; Wu; Zhong (2016) avaliaram, entre outras coisas, a estabilidade quimica de B-caroteno
presente em nanoemulsdes de 6leo de soja com e sem adi¢ao de lecitina e eugenol, produzidas
em homogeneizador a alta velocidade. Para a avaliacdo da estabilidade quimica,

nanoemulsdes com lecitina, lecitinateugenol e amostras controle de B-caroteno dissolvido em
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acetato de etila foram submetidas a 30 d de estocagem a 21 °C, seguida por tratamento
térmico a 60 °C e 80 °C por 8 h. Os autores observaram que as constantes de degradacdo do
carotenoide nas nanoemulsdes foram significativamente (p<0,05) menores do que na amostra
controle, sob todas as condicdes testadas.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas na preparacdo de nanoemulsdes, como
difusdo do solvente (DORA et al., 2012), inversao de fases (IZQUIERDO et al., 2005),
ultrassom (SUGUMAR et al., 2016) e homogeneizagao a alta pressao (HAP) (ANARJAN et
al., 2010), tanto individualmente quanto em combinacdo. HAP ¢ um método de alta energia
que possui como principais vantagens nao requerer solventes e ja ser tradicionalmente
utilizado em processos de homogeneizagio na indéstria de alimentos (DOMINGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2016).

Nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis com tendéncia a
separagdo de fases com o tempo. Muitos fatores interferem na formacdo e estabilidade
cinética de nanoemulsdes, incluindo a concentracdo de surfactante (AFFANDI; JULIANTO;
MAIJEED, 2011), condicdes operacionais (ANARJAN et al., 2010) e o tipo de dleo utilizado
em seu preparo (SUN et al., 2015; Y1 et al., 2016).

Os mecanismos mais comuns de desestabilizacdo de emulsdes sdo separagao
gravitacional, floculacdo, coalescéncia e Ostwald ripening. Este ultimo ¢ o principal
mecanismo de desestabiliza¢do e envolve o aumento no nimero de gotas maiores devido ao
movimento de moléculas de 6leo das gotas menores (CAPEK, 2004) e o modelo de Lifshitz-
Slezov-Wagner (LSW) ¢ tipicamente aplicado para predizer as taxas de Ostwald ripening
(TAYLOR, 1998). Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade
e cinética de degradagdo de nanoemulsdes de B-caroteno produzidas com HAP utilizando

6leos vegetais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  MATERIAIS

B-caroteno sintético (>93 %) e Span® 80 foram adquiridos da Sigma-Aldrich,
Tween 20 da LabSynth, os 6leos de arroz (marca Carreteiro), canola (marca Bom Preco),
gergelim (marca Pazze), girassol (marca Pazze), linhaca (marca Pazze), milho (marca Liza),
soja (marca Liza), e azeite de oliva (marca Nova Oliva) foram adquiridos no mercado local.

Todos os outros reagentes utilizados eram de grau analitico.
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2.2  PREPARO DAS NANOEMULSOES

Para o preparo das nanoemulsodes, a fase oleosa foi composta por (relagdo de
massa do componente por massa total de fase oleosa - m m™): 70 % de 6leo e 30 % de Span®
80 e a fase aquosa foi composta por 10 mL de 4gua e 1 % (m v' — relagio massa de
surfactante por volume de fase aquosa) de Tween 20. A fase oleosa foi aquecida a 60 °C e a
fase aquosa foi aquecida a 80 °C, ambas sob agitagdo magnética. Depois da completa
dissolugdo das fases, a fase aquosa foi vertida na fase oleosa (relagao de 10:1) sob agitacdo
magnética constante (700 rpm). A emulsdo formada foi homogeneizada por 2 min a 14.500
rpm em Ultra-turrax® (T10 basic, IKA) e na sequéncia foi submetida a seis ciclos de 20 s a
68,9 MPa em homogeneizador a alta pressdo (EmulsiFlex-C3, Avestin) (MARTINEZ, 2016).
As amostras foram entdo coletadas em frascos dmbar e estocadas a 4 °C por 90 d. Para o
preparo das nanoemulsdes contendo B-caroteno, o carotenoide foi disperso na fase oleosa
(para uma concentragdo final de 0,5 mg por mL de formulagdo final) e aquecido juntamente

com a fase para auxiliar em sua dispersao.

2.3 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

2.3.1 Tamanho médio de particula, indice de polidispersao (PDI) e indice de

Ostwald ripening (W)

O tamanho de particula (didmetro hidrodindAmico médio) e o indice de
polidispersdao (IPD) foram determinados por lespalhamento de luz dindmico utilizando-se o
equipamento Zetasizer S90 (Malvern Instruments, Worcestershire, RU) em 0, 30, 60 e 90 d.
As medic¢des de tamanho de particula foram realizadas a 25 °C ap6s diluicdo adequada das
amostras em NaCl 1 mM (1:100). Cada determinacao de tamanho teve a duragdo de 300 s e
foi realizada com angulo de detec¢ao de 90° (DORA et al., 2012). O didmetro hidrodindmico
foi determinado usando a equacdo de Stokes-Einstein.

Os valores de tamanho de particula observados durante a estocagem foram
utilizados aplicando o modelo de Lifshitz—Slyozov—Wagner (LSW) para predizer o indice de
Ostwald ripening (W), definido como a taxa de mudanca do raio cubico (volume) das

particulas (CAPEK, 2004; TAYLOR, 2003) expressa pela Equagdo 2 como:
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dr3

W=E 2)
2.3.2 Potencial {

O potencial { foi determinado por anemometria laser doppler, utilizando-se o
equipamento Zetasizer S90 (Malvern Instruments, Worcestershire, RU) em 0, 30, 60 e 90 d.
Para as medigdes do potencial {, as amostras foram colocadas na célula eletroforética, onde
um potencial de £150 mV foi estabelecido. Os valores de potencial { foram calculados como
valores médios da mobilidade eletroforética, utilizando-se a equagdo de Smoluchowski

(DORA et al., 2012).
2.4  COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DOS OLEOS VEGETAIS

Inicialmente foram selecionados, através de levantamento bibliografico, sete 6leos
que poderiam ser utilizados como fase oleosa no desenvolvimento das nanoemulsdes: arroz,
canola, gergelim, girassol, linhaca, milho e soja. Os perfis de &4cidos graxos foram
determinados através de cromatografia a gis. As amostras foram esterificadas segundo
método descrito por Metcalfe; Schmitz; Pelka (1966), que consiste na saponificagdo dos
lipidios com solugdao metandlica de KOH (0,5 N) e catalisada por solu¢do metanodlica de
trifluoreto de boro. A quantificagdo foi realizada segundo Massarolo et al. (2016), em
cromatografo a gas (Shimadzu 2010 Plus) equipado com injetor split/splitless, coluna capilar
RTX® —1 (30 mx0.25 mmIDx0.25 um) e detector de ionizagdao de chama (FID). Hidrogénio
foi utilizado como gas de arraste na vazio de 1,25 mL min™!. A temperatura do injetor e do
detector foi ajustada em 260 °C. As condi¢des cromatograficas para separacdo foram:
temperatura inicial da coluna de 50 °C, com aumento para 200 °C a uma razao de 5 °C, sendo
mantida a essa temperatura por 4 min. A segunda etapa consistiu em elevacao da temperatura
em uma razio de 2 °C min™! até 240 °C, mantendo nessa temperatura por 10 min. A
comparagdo dos tempos de retengdo com os padrdes de éster metilico foi utilizada para a
identificacdo do perfil de 4cidos graxos das amostras e quantificada pela padronizagdo das

areas.
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2.5 DETERMINACAO DO TEOR DE B-CAROTENO

Determinagdes do teor total de fB-caroteno das nanoemulsdes formuladas com o
carotenoide foram realizadas nos tempos 0, 30, 60 ¢ 90 d. Aliquotas foram diluidas em
metanol e a absorbancia medida em espectrofotometro (Bioespectro SP-220) a 450 nm
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) e a concentracdo foi estimada usando uma curva padrio
previamente construida (APENDICE 1). O teor de p-caroteno (concentragdo total) das
suspensoes coloidais foi calculado ap6s a determinagdo da concentragdo do composto nas

solucdes de metanol e foi expresso em mg de B-caroteno mL™! de suspensio coloidal.
2.6 CINETICA DE DEGRADACAO DO B -CAROTENO

O célculo da constante de degradacdo do [-caroteno nas nanoemulsdes foi

realizado usando o modelo de cinética de primeira ordem (Equagdo 3) descrito por

Teo et al. (2017):
C p—
lnc—o— -kt (3)

Onde: C=concentra¢io (mg mL') de B-caroteno no tempo “t”; Co= concentragio

inicial (mg mL™") de B-caroteno; k=constante de degradagio (d!); t=tempo (d).

A meia-vida (Ei12), que representa o tempo (d) necessario para que a concentracao

de B-caroteno reduza a 50 %, sendo calculada pela Equacao 4 (TEO et al., 2017):

Ejp=—1r 4)

2.6  INDICE DE PEROXIDOS (IP)

Para avaliar a capacidade das nanoemulsdes com [-caroteno de auxiliarem na
redu¢do da formacao de perdxidos amostras de nanoemulsdo foram misturadas a azeite de
oliva (1:5 m m™) e submetidas juntamente com amostras controle (somente azeite de oliva) a
exposicdo a luz UVC (30 W) por 15 h para acelerar o processo oxidativo. Apds o IP foi
determinado utilizando método padronizado segundo AOAC (2000).
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos e analises foram realizados em triplicata (com exceg¢dao da
composi¢ao de acidos graxos, n=2) ¢ os dados analisados por andlise de variancia (ANOVA)

e se necessario submetidos a teste de Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DOS OLEOS VEGETAIS DE ARROZ,
CANOLA, GERGELIM, GIRASSOL, LINHACA, MILHO E SOJA

A determinacio da composigdo de acidos graxos dos sete 6leos (APENDICE 2)
propostos demonstrou que apesar das fontes vegetais distintas, os principais componentes das
amostras eram os acidos graxos C16:1, C18:1, C18:2 e C18:3, ou seja, acidos graxos
insaturados, que possuem papel importante em varios processos fisioldgicos e que, por ndo
serem sintetizados pelo organismo humano, devem ser supridos pela alimentacdo (WALTER;
MARCHEZAN; DE AVILA, 2008).

Apesar do teor desses quatro acidos graxos variarem entre as amostras, todos sao
considerados acidos graxos de cadeia longa. Em vista desta similaridade de tamanho de
cadeia dos acidos graxos dos oleos estudados e ndo sendo vidvel desenvolver nanoemulsdes
com todos os 6leos, definiu-se que para a continuidade do trabalho seriam utilizados apenas
os 6leos de arroz, milho e soja, devido ao fato de serem abundantemente produzidos, o que
auxilia na reducao de custos além de apresentarem compostos como tocoferdis, tocotriendis,

orizanois e outros carotenoides (NAVARRO et al., 2016).

3.2 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES DE OLEO DE
ARROZ, MILHO E SOJA COM E SEM A ADICAO DE B-CAROTENO SINTETICO E
AVALIACAO DA SUA ESTABILIDADE FiSICA

Apos o preparo, as emulsdes apresentaram boa estabilidade visual, sem separagao
de fases aparente. Na Tabela 1 pode-se observar que o tamanho médio das gotas das
nanoemulsdes formuladas com os trés Oleos vegetais (arroz, milho e soja) que foi de
aproximadamente 355 nm (média dos seis valores iniciais), sem diferencas estatisticas

significativas (p>0,05) durante 90 d de estocagem.
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Tabela 1- Tamanho de particula, indice de polidispersao (IPD) e potencial { de nanoemulsdes

de oleos vegetais com e sem adi¢do de B-caroteno durante 90 d de estocagem a 4 °C.

Nanoemulsdes sem B-caroteno

Tamanho de particula (nm)

Tempo (d) 0 30 60 90
Oleo de arroz  360,96+20,40**  346,00+26,17>*  340,80+32,00%* 337,50+33,87>A
Oleo de milho 372,83+17,88%* 348,27+28,45** 337,56+26,77** 334,42+33,42%A

Oleo de soja  373,31437,34%4 332,71+29,73%*  314,49+70,86>* 350,16+19,45%A

IPD

Tempo (d) 0 30 60 90
Oleo de arroz ~ 0,2140,13%A 0,21+0,16* 0,13+0,07%A 0,08+0,04%A
Oleo de milho ~ 0,34+0,04> 0,13+0,12%>A  0,17+0,07 &> 0,11+0,06>A

Oleo desoja  0,26+0,15%* 0,130,022 0,100,072 0,10+0,01%A

Potencial { (mV)

Tempo (d) 0 30 60 90
Oleo de arroz ~ -28,22+6,45%"  -26,11+4,75%%  -27,59+4,44%A 33 54+3 04%A
Oleo de milho  -28,66+6,67>A  -21,5142,11%%  -29,29+11,90*>A  -40,38+3,44>A

Oleo de soja

-30,62+3,98%4

-23,3842,91%4

-23,9143,75%4

-33,48+8,57%4

Nanoemulsdes com B-caroteno

Tamanho de particula (nm)

Tempo (d) 0 30 60

90

302,67+47,14%4
305,54+45,07%4

312,82+52,16**  300,09+12,47%A
281,80+36,21*A  304,50+10,70>*

Oleo de arroz
Oleo de milho

296,18+37,13%A
293,04+32,61%A

Oleo de soja  343,47+64,67** 337,36+14,26>* 327,00+47,46>* 326,42+44,73%A
IPD
Tempo (d) 0 30 60 90
Oleo de arroz ~ 0,16+0,03* 0,17+0,04%4 0,15+0,04%A 0,20+£0,05%4
Oleo de milho ~ 0,14+0,06>* 0,17+0,04%A 0,18+0,03%A 0,13+0,07%A
Oleo desoja  0,13+0,06%* 0,16+0,05%4 0,15+0,04%A 0,12+0,05%A
Potencial { (mV)
Tempo (d) 0 30 60 90
Oleo de arroz  -28,73+1,81%"  -28,49+4,92%A  -42.06+4,04>*  -30,52+1,45%A
Oleo de milho  -27,79+3,03%*  -31,7144,78%*  -32,63+4,46>*  -37,04+1,06>*

Oleo de soja

-32,32+1,04%4

-33,13£2,15%4

-28,52+7,08%A

-33,93+4,16%4

Meédia =+ desvio padrao (n=3). Médias com letras mintisculas diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05)
na linha. Médias com letras maitsculas diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05) na coluna
(comparag@o do mesmo pardmetro e dia entre os 6leos)

Resultados similares foram alcangcados com nanoemulsdes de azeite de oliva e
0leo de linhaga com Tween 20 como surfactante empregando-se HAP sem aquecimento,

obtendo particulas com diametros médios de 365 e 360 nm, respectivamente (SUN et al.,
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2015). Yuan et al. (2008) desenvolveram nanoemulsdes de -caroteno com tamanhos de 132 a
184 nm, no entanto, elas foram preparadas com triglicerideos de cadeia média e Tween 20, a
100 MPa e o HAP foi aquecido a 50 °C durante o processo. De acordo com os autores,
temperaturas de homogeneizagdo em torno de 50 °C resultaram em um decréscimo
significativo (p<0,05) no tamanho de particula em comparagdo com o observado a 30 °C.
Porém no presente trabalho optou-se por ndo utilizar aquecimento durante o processo de
HAP, devido a instabilidade do B-caroteno. Apesar das particulas obtidas no presente trabalho
serem um pouco maiores, seu tamanho pode ser considerado adequado para as aplicagdes
propostas apresentando estabilidade cinética por até¢ 90 d de estocagem.

De fato, tais medidas de tamanho de particula sdo indicadores da estabilidade das
formulagdes. Um rapido crescimento do tamanho das gotas, indica alta instabilidade do
sistema (BERNARDI et al., 2011), o que pode afetar a aparéncia e a textura de produtos onde
serdo aplicadas (YT et al., 2014). A estabilidade fisica de nanoemulsdes pode também ser
avaliada utilizando o indice de Ostwald ripening (w), baseado no modelo LSW (Tabela 2 e
APENDICE 3). No presente trabalho foi determinado que valores de R*>0,8 seriam
satisfatorios para considerar que o modelo era capaz de descrever os dados apresentados,
valores de R? entre 0,79-0,60 os modelos propostos seriam considerados de capacidade
reduzida em descrever os dados e R<0,59 seria considerado que o modelo ndo apresentava
capacidade de descrever o comportamento dos dados.

O modelo linear proposto ndo foi capaz de descrever os dados das nanoemulsodes
formuladas com o6leo de soja e 6leo de milho+f-caroteno e capacidade reduzida para as
nanoemulsdes com 6leo de milho e 6leo de arroz+fB-caroteno. Para as amostras formuladas
com o6leo de arroz e 6leo de sojat+ P-caroteno o modelo linear proposto apresentou boa

capacidade de descrever a modificacdo dos tamanhos de particula ao longo dos 90 d.

Tabela 2- indice de Ostwald ripening (w) e R? para nanoemulsdes armazenadas durante 90 d.

Oleo w (nm*d') R?
Milho -0,0178 0,78
Soja - 0,22
Arroz -0,0115 0,87
Milho+B-caroteno - 0,15

Soja+f-caroteno -0,0085 0,93
Arroz+fB-caroteno -0,0055 0,73
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Segundo Urbina-Villalba; Rahn-Chique (2013) o crescimento das gotas ¢
consequéncia da difusdo para a fase aquosa do 6leo de uma gota para outra. Quando o raio da
gota (rg) € maior do que o raio critico (rc) as gotas aumentam seus tamanhos com o tempo,
porém, quando rgz ¢ menor do que rc o tamanho das gotas tende a reduzir. No presente estudo,
o modelo proposto ndo foi capaz de descrever satisfatoriamente a maior parte dos dados assim
como os valores de w das nanoemulsdes que apresentaram bom ajuste ao modelo eram
negativos, indicando que o raio das gotas dessas emulsdes estava abaixo do raio critico.
Assim, as nanoemulsdes testadas ndo apresentaram tendéncia de aumento de tamanho, o que
leva a estabilidade observada ao longo do armazenamento.

Em termos de indice de polidispersio (IPD) (Tabela 1), enquanto as
nanoemulsdes produzidas com 6leo de soja e arroz ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) durante o armazenamento, as nanoemulsdes produzidas com o6leo de milho exibiram
um decaimento significativo (p<0,05) nesse parametro depois de 90 d. Para as nanoemulsdes
formuladas com [B-caroteno, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) neste
parametro depois de 90 d de estocagem, para cada um dos trés oleos.

Valores de IPD podem variar entre 0 e 1 (YUAN et al., 2008) sendo que quanto
maior o valor, mais polidispersas serdo as amostras. Apds 90 d de estocagem (4 °C) todas as
nanoemulsdes testadas apresentaram valores inferiores ou iguais a 0,2 (Tabela 1), podendo ser
consideradas monodispersas (IZQUIERDO et al.,, 2005), sendo esse comportamento
exemplificado no APENDICE 3. Essa caracteristica estd provavelmente relacionada ao
processo de HAP onde ¢ gerada uma grande quantidade de forgas sobre a emulsdo, reduzindo
o IPD (ANARJAN et al., 2010).

De acordo com Kim et al. (2012), o potencial { representa o potencial eletro-
cinético em sistemas coloidais. O potencial { das nanoemulsdes brancas e aquelas adicionadas
de B-caroteno foram altamente negativos (-20 a -40 mV, Tabela 1). Esses valores favorecem a
estabilidade pelas forgas repulsivas, causadas pela carga negativa na superficie das goticulas
(YI et al., 2014). Como os surfactantes (Tween 20 e Span® 80) utilizados na formulacao das
nanoemulsdes sdo ndo-idnicos, essa elevada carga negativa ¢é, provavelmente, oriunda de
impurezas presentes nos surfactantes e nos Oleos, como 4cidos graxos livres
(McCLEMENTS, 2005 citado por TRONCOSO; AGUILERA; MCCLEMENTS, (2012)).
Potenciais ( negativos similares (-20 mV), foram descritos por Troncoso; Aguilera;
McClements (2012) para nanoemulsdes preparadas com o mesmo surfactante ndo-idnico

(Tween 20) utilizado neste trabalho.
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O potencial { das nanoemulsdes sem [-caroteno testadas, com excecdo da
preparada com 6leo de milho, ndo apresentaram variacao significativa (p>0,05) durante 90 d
de estocagem, assim como as nanoemulsdes com B-caroteno e ambos os 6leos, milho e soja.
Porém, a nanoemulsdo contendo [B-caroteno e o6leo de arroz apresentou um aumento
significativo (p<0,05) nesse parametro ap6s 60 d, e um pequeno decréscimo em 90 d.
Comparando-se as nanoemulsdes produzidas utilizando os trés diferentes Oleos vegetais,
nenhuma diferenca significativa (p>0,05) foi observada durante o armazenamento tanto para
as emulsdes com apenas 0leo quanto para aquelas adicionadas de carotenoide.

A estabilidade cinética de uma emulsdo durante o armazenamento pode ser
afetada pelos componentes utilizados em sua formula¢ao (AFFANDI; JULIANTO; MAJEED,
2011). No presente trabalho foram testados 3 tipos de 6leos, produzindo nanoemulsdes com
estabilidades similares. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que a mesma mistura
de emulsificantes foi utilizada para a formulagdo de cada uma das trés nanoemulsdes, assim
como a mesma propor¢do de cada um dos demais componentes, a unica diferenca entre as
nanoemulsdes era o 0leo vegetal.

Os principais acidos graxos dos trés Oleos vegetais sdo de cadeia longa, como
também foi descrito anteriormente por Zambiazi et al. (2007). Nanoemulsdes formuladas com
6leos com tamanho de cadeia similar (palma, canola, milho e azeite de oliva) nao
apresentaram diferengas significativas (p>0,05), no tamanho de particula, IPD e potencial {
(YT et al, 2015). Ahmed et al. (2012), comparando nanoemulsdes formuladas com
triacilglicerdis de cadeia longa (6leo de milho), média (Miglyol® 812) e curta (Tributirina),
apos 24 h de estocagem, observaram que as nanoemulsdes preparadas com 6leo de milho e
Miglyol® 812 mantiveram a aparéncia homogénea, enquanto as emulsdes com tributirina
foram altamente instaveis, apresentando separacdo de fases. Os autores relatam que esta
separacdo ¢ consequéncia da alta solubilidade de triacilglicerois de cadeia curta em agua.
Assim, o uso de lipidios de cadeia longa pode facilitar a formacao de nanoemulsdes estaveis.
Portanto, o tamanho das gotas, a solubilidade do 6leo e o potencial de interacdo entre as gotas
afeta o comportamento, determinado se a emulsdo permanecerd homogénea ao longo do

tempo (URBINA-VILLALBA; RAHN-CHIQUE, 2013).

3.3 DEGRADACAO DO B-CAROTENO NANOEMULSIONADO

Para verificar a capacidade de proteger o carotenoide, as nanoemulsdes foram

estocadas durante 90 d a 4 °C. Porém ndo foram observadas diferencgas significativas (p>0,05)
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na concentracdo de P-caroteno até 30 d (Tabela 3). Apés 60 d de estocagem, nanoemulsdes
com O6leo de arroz e soja apresentaram decréscimos de 25 e 38 %, respectivamente, na
concentracdo do carotenoide em comparacdo com o valor inicial. Porém nao foram
observados decréscimos significativos (p>0,05) de 60 até¢ 90 d. Essa estabilidade no teor do
carotenoide das nanoemulsdes até 30 d pode ser considerada satisfatoria. Yuan et al. (2008)
descreveram perdas de 14 a 25 % de P-caroteno em nanoemulsdes estocadas a 4 e 25 °C

durante o mesmo periodo de armazenamento.

Tabela 3 — Concentragio de B-caroteno (mg mL™!) durante 90 d de armazenamento a 4 °C.

Concentracio de p-caroteno (mg mL™")
Tempo (d) 0 30 60 90
Oleo de Arroz  0,56+0,05%*  0,45%b:B 0,42+0,02°>*  0,39+0,09>*
Oleo de Milho 0,50+0,04>*  0,50+0,04>*  0,39+0,05>* 0,40+0,10%*
Oleo de Soja  0,50+£0,04** 0,42+0,05*>8  0,31+0,12>* 0,27+0,04>*

Média £+ desvio padrdo (n=3). *Desvio padrdo <0,01. Médias com letras mintsculas diferentes apresentam
diferenca estatistica (p<<0,05) na linha. Médias com letras maitsculas diferentes apresentam diferenca estatistica
(p<0,05) na coluna.

Essa maior estabilidade pode estar relacionada ao fato de que durante a HAP o
equipamento nao foi aquecido, uma vez que o emprego deste parametro pode favorecer a
formagdo de radicais livres, e acelerar a degradacdo dos carotenoides. O decréscimo no teor
de pP-caroteno nas nanoemulsdes contendo Oleo de soja e arroz apresentaram um
comportamento linear (R? = 0,95 e 0,91, respectivamente), com uma constante de degradagao
(k) e meia vida (Ei2) de 0,008 d! e 86 d para o primeiro e 0,009 d!' e 77 d para o segundo
(Tabela 4). Esses valores sdo similares aos encontrados por Teo et al. (2017) para
nanoemulsdes de luteina e 6leo de milho, que demonstrou que a degradacao do carotenoide ¢
dependente da temperatura. Durante armazenamento a 5 °C, os valores de k para essas
nanoemulsdes foi 0,010 d!' (R?=0,80), com Ei> de 79 d. Em temperaturas de 20 e 40 °C, os
valores de k subiram para 0,039 e 0,086 d!, e Ei» apresentou um decréscimo para
aproximadamente 17 e 8 d.

As nanoemulsdes com 6leo de milho ndo apresentaram decaimento significativo
(p>0,05) no teor de B-caroteno durante os 90 d de estocagem. O efeito protetivo do uso do
0leo de milho sobre o B-caroteno em nanoemulsdes ja havia sido descrito por Yi et al. (2016),
sendo superior a triglicerideos de cadeia média (TCM). Os autores observaram que enquanto

nanoemulsdes contendo 6leo de milho apresentaram 80 % de reten¢do do B-caroteno, aquelas
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contendo TCM apresentaram apenas 25 % de reteng@o apos 30 d de estocagem a 25 °C na
auséncia de luz. Este comportamento pode estar relacionado com a presenga de tocoferdis,
carotenoides e outros antioxidantes presentes nos Oleos vegetais refinados, como o utilizado

no presente trabalho.

Tabela 4 - Parametros de degradacdo do carotenoide das nanoemulsdes formuladas com dleo

de milho, soja e arroz.

Parametro de degradacio Milho Soja Arroz
k(dh -0,006 -0,008 -0,009

R 0,48 0,95 0,91

Ein(d) - 86 77

Outro fato que colabora para a menor degradagdo dos carotenoides € o tamanho da
particula obtida. Apesar de muitos trabalhos focarem seu interesse em particulas menores que
100 nm, essas podem nao ser a melhor escolha para a protecdo de compostos bioativos, como
os carotenoides. De fato, emulsdes com tamanhos de particula inferiores a 100 nm
demonstraram maior degradagdo do carotenoide luteina do que emulsdes com tamanhos
superiores a 100 nm, durante 30 d de estocagem a 5, 20 e 40 °C. Essa diferenca ¢
provavelmente consequéncia da grande relagdo entre a area superficial e o volume da
particula, o que eleva a exposi¢do do carotenoide ao ambiente externo (TEO et al., 2017).

Devido a estabilidade fisica similar das nanoemulsdes formuladas com os trés
Oleos vegetais e frente a necessidade de escolha de apenas um deles, foi selecionado o 6leo de
milho para a formula¢do de nanoemulsdes para sequenciamento do trabalho, por ndo ter sido

observado degradag¢ao significativa do -caroteno dentro das condi¢des estudadas.

3.4 INDICE DE PEROXIDOS EM AZEITE DE OLIVA ADICIONADO DE
NANOEMULSOES DE p-CAROTENO

Durante o processo de oxidacdo de dleos e gorduras, os produtos iniciais sdo
hidroxiperoxidos, os quais subsequentemente sao quebrados em compostos de peso molecular
menor que levam a rancidez oxidativa. A determinacdo do indice de peroxidos ¢ um método
padrdo usado para quantificagdo de hidroxiperdxidos na industria, para determinac¢do da

estabilidade oxidativa de 6leos (VAN DE VOORT et al., 1994). No presente estudo, o efeito
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das nanoemulsdes sobre o IP determinado pela adi¢do a amostras de azeite de oliva e
submetendo a mistura a um processo de oxidagdo acelerada (luz UV-C).

Os indices de peroxidos para as amostras de azeite de oliva sem adicdo da
nanoemulsado e adicionados das emulsdes formuladas com B-caroteno e 6leo de arroz, milho e
soja foram 169,2+12,3, 166,5£18,6, 167,3+13,4 e 112,9+4,7 mEq kg!, respectivamente. As
amostras com adi¢do de nanoemulsdo de B-caroteno com 6leo de soja apresentaram valores de
IP estatisticamente inferiores (p<0,05) das demais.

Ozogul et al. (2016) avaliaram o efeito de nanoemulsdes de dleos vegetais, entre
eles soja e milho, sobre qualidade microbioldgica, sensorial e fisica de peixe refrigerado. As
analises de IP demostraram que ap6s 12 d, as amostras tratadas com nanoemulsdes de 6leo de
soja apresentaram valores estatisticamente inferiores para esse parametro em comparacao
(p<0,05) com o 6leo de milho. Esta observacdo em conjunto com as similaridades das
nanoemulsdes em estudo, possibilita a sugestdo de que essa diferenca é, provavelmente,
consequéncia de um efeito sinérgico entre o B-caroteno e outros antioxidantes presentes de
forma natural no 6leo de soja.

Apesar da nanoemulsdo de B-caroteno e 6leo de soja apresentar menor IP, todos
os valores estdo acima do permitido, que é até 20 mEq kg' (MAPA, 2012). Esses resultados
bem superiores, sdo decorrentes provavelmente do elevado tempo de exposicao das amostras
(15 h) ao agente oxidante, sendo interessante a realizacdo de uma cinética de oxidacdo, para

determinar por quanto tempo as emulsdes auxiliam na manutenc¢ao da estabilidade do azeite.

4 CONCLUSOES

As nanoemulsdes formuladas com os trés 6leos (arroz, milho e soja) apresentaram
excelente estabilidade fisica durante 90 d de estocagem a 4 °C. Durante 90 d de estocagem,
nenhuma perda significativa (p>0,05) de B-caroteno foi observada nas nanoemulsdes de 6leo
de milho, sendo que as nanoemulsdes com 6leo de arroz e soja ainda apresentavam mais de 50
% do teor do carotenoide apos o mesmo periodo. A nanoemulsdo formulada com 6leo de soja
demonstrou melhor capacidade antioxidante, com reducdo da peroxidacao de azeite de oliva.
O presente trabalho apresenta importantes informacdes sobre o uso de Oleos de grau
alimenticio para a formulacdo de nanoemulsdes, utilizando uma técnica que pode ser
facilmente escalonada para propoésitos industriais, assim como, a capacidade dessas
nanoemulsdes de proteger da degradacdo um carotenoide de grande importancia biologica e

industrial.
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RESUMO

A nanotecnologia tornou-se uma opg¢do para o encapsulamento de compostos, como 0s
carotenoides. Entretanto, para sua incorporacdo em produtos alimenticios, ¢ necessario
desenvolver sistemas nanométricos que sejam estaveis em diferentes condigdes as quais sao
submetidos os alimentos durante sua produgdo, transporte ¢ armazenamento. Assim, com o
intuito de desenvolver uma formulacao de nanoemulsdo estavel para aplicagcdo em alimentos,
a estabilidade fisico-quimica de nanoemulsdes de P-caroteno apds tratamentos térmicos e
armazenamento sob diferentes condi¢oes foi investigada neste trabalho. As nanoemulsdes de
B-caroteno foram formuladas com 6leo de milho pela técnica de homogeneizagdo a alta
pressao, com diametro hidrodindmico na faixa de 300 nm, que esta dentro da escala adequada
para preparagdes industriais como alimentos e cosméticos. As goticulas das nanoemulsodes
apresentaram carga negativa (aproximadamente -25 mV) e distribui¢do monodispersa. As
amostras foram submetidas processos térmicos (121 °C, 1,1 atm por 9 min e 100°C por
14 min) , e armazenadas a 4 °C, 25 °C e 37 °C na presenca e auséncia de luz por até 90 d.
Ap0s os tratamentos térmicos € armazenamento, as nanoemulsdes ndo mostraram evidéncias
de desestabilizacao fisica, retendo 70-80 % do carotenoide apds os processos de pasteurizagdao
e esterilizagdo e 70 % quando armazenados a 4 °C sem luz. Os conhecimentos gerados nesta
investigacdo forneceram informacdes sobre a estabilidade fisica e quimica das nanoemulsdes
de B-caroteno durante processos térmicos tradicionais e condi¢des ambientais.

Palavras-chave: Termoestabilidade. Pasteurizacdo. Ostwald ripening. Nanotecnologia.

Carotenoides. Oleo de Milho.
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1 INTRODUCAO

Carotenoides sdo tetraterpenoides com uma série de duplas ligagdes conjugadas,
descritos como antioxidantes naturais, capazes de reduzir o risco de doengas degenerativas
como cancer, doengas cardiovasculares, degeneracdo macular e catarata (CARDOSO et al.,
2017). Além de sua capacidade antioxidante, alguns carotenoides como o [-caroteno, siao
precursores de outras moléculas essenciais como a vitamina A (GRUNE et al., 2010). Os
carotenoides exibem um carater lipofilico, sendo considerados praticamente insoluveis em
agua. Embora a absor¢do intestinal destes compostos sejalimitada quando consumidos na
forma cristalina em frutas ou vegetais crus, a biodisponibilidade ¢ melhorada quando os
carotenoides sdo dissolvidos em 6leos vegetais (AKHAVAN; JAFARI, 2017).

A administragdo de compostos bioativos, por exemplo, lipidios, vitaminas e
antioxidantes, na sua forma "livre", pode resultar em uma biodisponibilidade baixa, devido ao
baixo tempo de residéncia no trato gastrointestinal e permeabilidade reduzida. Outro
problema ¢ a degradacdo que pode ocorrer durante o processamento de alimentos devido a
exposicao a fatores como calor, oxigénio e luz, que podem induzir oxida¢do ou isomerizagao,
reduzindo a bioatividade dos compostos (CERQUEIRA et al., 2017).

Uma possibilidade para reduzir este problema ¢ o uso da nanotecnologia, a qual
vem demonstrando potencial para melhorar processos, embalagens e estabilidade de varios
compostos, incluindo carotenoides. Dentre os nanocarreadores estudados para carotenoides
destacam-se as nanoemulsdes (ANARJAN et al., 2010; GUAN; WU; ZHONG, 2016; YI et
al., 2014). Nanoemulsdes sdao dispersdes de dois liquidos imisciveis (dgua e Oleo)
estabilizadas por filmes interfaciais de moléculas de emulsificantes, com gotas de didmetro
médio de 100-500 nm (SHAH; IMRAN; ULLAH, 2017). Algumas vantagens delas sdo: (i)
melhorar a biodisponibilidade de compostos; (ii) possui melhor estabilidade cinética em
matrizes aquosas, devido a seu pequeno tamanho de particula e elevada area superficial
levando a maiores absorg¢des; (ii1) auxilia na solubilizacdo de drogas lipofilicas; (iv) auxilia a
mascarar sabores indesejaveis, entre outros (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015).

O desenvolvimento de nanoemulsdes estaveis ¢ de grande importancia pois seu
tamanho de particula e distribuicdo pode influenciar de forma significativa a aparéncia,
textura, reologia, estabilidade e flavor dos alimentos aos quais sdo adicionados (JO; KWON,
2014). Especificamente, a avaliacdo da estabilidade térmica e a luz de nanoemulsdes ¢
essencial devido ao fato de que durante o processo, transporte e utilizagcdo os produtos podem

ser expostos a diferentes condi¢cdes ambientais (SHU et al., 2018).
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Durante o processamento, por exemplo, a aplicagdo de calor ¢ usada na destruigao
de patogenos e inativacdo de enzimas visando a preservagdo dos alimentos. O tratamentos
térmicos mais comuns sdo a pasteurizacao e a esterilizacdo (MICALI; FIORINO; PARISI,
2016) sendo que o uso de temperatura pode afetar caracteristicas fisicas e o contetido de
compostos bioativos nos alimentos (ACHIR et al., 2016; KOTIKOVA et al., 2016) assim
como a exposicdo de carotenoides a luz (UV e fluorescente), que ¢ altamente danosa a esse
composto (SCITA, 1992).

Vérias nanoestruturas t€m sido testadas como carreadoras de B-caroteno por sua
estabilidade fisica contra diferentes condi¢cdes de armazenamento e processamento, obtendo
resultados promissores (FAN et al., 2017b; GOMES et al., 2017). No entanto, ainda sao
poucos os estudos que visam, além da estabilidade fisica das nanoestruturas, a prote¢ao desse
composto ativo durante o processamento térmico, utilizando principalmente nanoemulsdes,
sem a adicdo de qualquer tipo de material que pudesse formar uma barreira fisica, como
proteinas (FAN et al., 2017a; SAIZ-ABAJO et al., 2013) ou outros compostos que podem
atuar como agentes de protecdo (MENG et al., 2019). Sendo assim, com a inten¢do de
desenvolver uma formulagdo de nanoemulsdo simples, mas estavel para aplicacdo em
alimentos, a estabilidade fisica e quimica de nanoemulsdes de B-caroteno apds dois tipos de
processamentos térmicos e armazenamento sob diferentes condigdes de temperatura e luz

foram investigadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Oleo de milho (Cargill, Brasil); d4gua ultrapura, obtida por sistema de filtragdo
Millipore Milli-Q (Merck, Alemanha); Tween 20 (LabSynth, Brasil), Span 80 (Sigma-
Aldrich, Alemanha), B-caroteno pureza >93 % (Sigma-Aldrich, Alemanha), acetronitrila,
metanol e acetato de etila grau HPLC (Merck, Alemanha), Unidades filtrantes Ultrafree®-MC

com poro de 0,1 um. Os demais reagentes possuiam grau analitico.

2.2  PREPARO DAS NANOEMULSOES

Para o preparo das nanoemulsdes, a fase oleosa foi composta por (relacdo de

massa do componente por massa total de fase oleosa - m m™): 70 % de 6leo e 30 % de Span®
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80 e a fase aquosa foi composta por 10 mL de 4gua e 1 % (m v' — relagio massa de
surfactante por volume de fase aquosa) de Tween 20. A fase oleosa foi aquecida a 60 °C
juntamente com o B-caroteno (0,2 ou 0,5 mg mL™! de formulacio final) e a fase aquosa foi
aquecida a 80 °C, ambas sob agitagdo magnética. Depois da completa dissolucao das fases, a
fase aquosa foi vertida na fase oleosa (relagao de 10:1) sob agitacdo magnética constante (700
rpm). A emulsdo formada foi homogeneizada por 2 min a 14.500 rpm em Ultra-turrax® (T10
basic, IKA) e na sequéncia foi submetida a seis ciclos de 20 s a 68,9 MPa em homogeneizador

a alta pressdo (EmulsiFlex-C3, Avestin) (MARTINEZ, 2016).

2.3  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOEMULSOES

O tamanho de particula (diametro hidrodindmico médio) e o indice de
polidispersdao (IPD) foram determinados por espalhamento de luz dindmico utilizando-se o
equipamento Zetasizer S90 (Malvern Instruments, RU) em 0, 30, 60 ¢ 90 d. As medigdes de
tamanho de particula foram realizadas a 25 °C apos diluicdo adequada (100x) das amostras
em NaCl 1 mM. Cada analise de tamanho teve a duragdo de 300s e foi realizada com angulo
de deteccdo de 90° (DORA et al., 2012).

O potencial { foi determinado por anemometria laser doppler, utilizando-se o
equipamento Zetasizer S90 (Malvern Instruments, RU) em 0, 30, 60 e 90 d. Para as medigdes
do potencial {, as amostras foram colocadas na célula electroforética, onde um potencial de
+ 150 mV foi estabelecido. Os valores de potencial { foram calculados como valores médios

da mobilidade electroforética, utilizando-se a equacdo de Smoluchowski (DORA et al., 2012).

2.4 DETERMINACAO DO TEOR DE B-CAROTENO POR COMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) E EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

Determinacdes do teor de B-caroteno foram realizadas nos tempos 0, 30, 60 ¢ 90
d, segundo método descrito por Cipolatti (2012) com modificagdo no tempo total de corrida.
Para isso foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia - CLAE (Shimadzu LC-10),
acoplado com detector arranjo de diodo (DAD) e coluna Discovery C8 (Sum, 15 cm x 4,6
mm), utilizando gradiente de eluicdo de acetronitrila (A), metanol (B) e acetato de etila (C). A
elui¢io teve inicio com 70 % A e 30 % de B até 5 min (1,0 mL min'), mudou para 80 % A,
10 % B e 10 % C em 6 min (0,3 mL min'), entdo 30 % A, 20 % B e 30 % C entre 7-10 min
(1,0 mL min™!) retornando para 70 % A e 30 % B até12 min (1,0 mL min™!).
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Para a quantificacdo do P-caroteno total a amostra foi diluida em
acetronitrila:metanol (10:30) para a desestabilizagdo das nanoemulsdes. A fase aquosa foi
separada da fase oleosa usando unidades filtrantes Ultrafree®-MC (0,1 pm tamanho de poro),
sendo o B-caroteno quantificado por CLAE utilizando uma curva padrio (APENDICE 4),
para determinar a eficiéncia de encapsulamento através da Equacdo 1 (RAMYADEVI;

RAJAN, 2015):

Encapsulamen to (% ): (B-caroteno total)-(B-caroteno fase aquosa) %100 (1)

B-caroteno total

Onde: B-caroteno total ¢ o conteudo de carotenoide nas nanoemulsdes.

2.5 ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES SUBMETIDAS A TRATAMENTOS
TERMICOS

As nanoemulsdes foram submetidas a dois processos térmicos para amostras
aquosas (com pH entre 6-7) pelo método descrito por Saiz-Abajo et al. (2013), com
adaptagdes nos tempos de aquecimento, resfriamento e na utilizagdo de banho termostatico ao
invés de autoclave para a simulacao do processo de pasteurizagao.

O primeiro processo (PTA) foi realizado em autoclave previamente aquecida até
100 °C. Tubos de ensaio (borosilicato com tampa de rosca) contendo as amostras entdo foram
colocados no equipamento e aquecidos até 121 °C (1,1 atm) e mantidos nessa condi¢do por
9 min, com posterior resfriamento natural até 30 °C, sendo armazenados a 4 °C protegidas da
luz até o momento das determinagdes analiticas.

O segundo processo térmico (PTB) foi realizado em banho previamente aquecido
at¢ 100 °C. As amostras entdo foram colocadas no banho termostatico e mantidas nessa
condi¢do por 14 min, com posterior resfriamento natural até 30 °C, sendo mantidas a 4 °C
protegidas da luz até o momento das determinacdes analiticas

Ap0s os tratamentos térmicos, as amostras foram caracterizadas conforme descrito
no item 2.3 e o teor de B-caroteno quantificado por CLAE conforme item 2.4 e comparadas

com amostras nao submetidas a tratamentos térmicos (controle).
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2.6 ESTABILIDADE FISICA DAS NANOEMULSOES EM DIFERENTES
CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

Visando acompanhar a estabilidade fisica das nanoemulsdes em diferentes
condi¢des ambientais, as amostras foram acondicionadas por 90 d em estufas ajustadas a 4 °C,
25 °C e 37 °C na auséncia de luz (AFFANDI; JULIANTO; MAIJEED, 2011). As trés
temperaturas escolhidas para simular condi¢des de armazenamento foram definidas para
observar o comportamento das nanoemulsdes quando submetidas a refrigeracao (o que pode
causar mudancas fisicas como precipitagdo) e temperaturas ambientes (que podem acelerar
processos de degradagdo como a oxidacdo). Durante este periodo foram acompanhados os
parametros: tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial C (item 2.3).

Com os dados de tamanho de particula ao longo do armazenamento o modelo de
Lifshitz—Slyozov—Wagner (LSW) foi utilizado para predizer a constante de Ostwald ripening
(w) definida como a variag¢ao do raio ao cubo em fun¢ao do tempo (TAYLOR, 2003).

dr;?’l

w=12 o)

Considerando a sensibilidade a luz dos carotenoides e considerando que durante o
processamento dos produtos pode ocorrer exposi¢do a luz, mesmo ap6s a embalagem (quando
utilizadas embalagens transparentes, por exemplo) foram realizados experimentos nos quais
as nanoemulsdes foram expostas as mesmas condi¢des térmicas com e sem exposicao a luz.
Para avaliar a capacidade protetora das nanoemulsdes sob o B-caroteno, as amostras foram
submetidas as temperaturas de 4 °C, 25 °C e 37 °C com e sem exposi¢ao a luz (CHEN et al.,
2007; SHU et al., 2018), sendo o carotenoide quantificado por CLAE (item 2.4).

Para esses experimentos, 10 mL de amostra foram colocadas em frascos de vidro
transparente fechados com tampas de rosca e submetidos a incidéncia de luz por 24 h por até
90 d. Como fonte luminosa foram utilizadas lampadas LED de 12 W (Saveenergy - Caxias do
Sul, Brasil), com temperatura de cor de 6500 K (luz fria), fluxo luminoso de 1055 limen (Im),
posicionadas 15 cm acima das amostras. Para posterior comparagdo, os mesmos volumes de
amostras foram acondicionados em frascos ambar com tampa de rosca e cobertas por papel

aluminio e submetidas as mesmas condigdes térmicas.
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2.7  CINETICA DE DEGRADACAO DO B-CAROTENO

Para a determinagdo do coeficiente de degradacdo (k), meia vida (Ci2) e energia
de ativagao (E.), as nanoemulsdes foram armazenadas a 4 °C, 25 °C e 37 °C na presenga ¢
auséncia de luz durante 30 d (como descrito no item 2.6). Para as determinacdes do teor total
de B-caroteno aliquotas foram diluidas em metanol:cloroférmio (1:1) e a absorbancia medida
em espectrofotometro (Bioespectro SP-220) a 450 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A
concentragdo foi estimada usando uma curva padrio previamente construida (APENDICE 5).

O calculo da taxa de degradacdo do carotenoide (k) foi realizado utilizando o

modelo cinético de primeira ordem segundo Equagdo 3 (TEO et al., 2017).

C J—
In =kt 3)

Onde C ¢ a concentragio (mg mL™) de B-caroteno no tempo “t”, Co é a concentragio inicial
(mg mL") de B-caroteno, k é a taxa de degradagio (d'), e t o tempo (d).

A meia-vida (Cip) do PB-caroteno, que ¢ o tempo requerido para que a

concentragdo de B-caroteno atinja 50 %, calculado através da Equagao 4:

In2
C1/2: T (4)
A energia de ativacdo (Ea) foi calculada segundo equacao de Arrhenius (Equagao
5):
_Ea/
k:koe RT (5)

Onde k ¢ a taxa de degradacdo nas temperaturas de 4 °C, 25 °C e 37 °C, T sao as
temperaturas em Kelvin e R é a constante universal dos gases (8,3145 x 107 kJ mol! K'!)

(TEO et al., 2017).
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores analisados por analise

de variancia (ANOVA) e quando necessario Teste de Tukey (0=0,05) ou teste t (a=0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES SUBMETIDAS A TRATAMENTOS
TERMICOS

Para aplicagdes comerciais, ¢ de grande importincia que as nanoemulsdes
permanegam fisica € quimicamente estaveis, especialmente quando expostas a condi¢des
ambientais durante as etapas de produgdo, estocagem, transporte ¢ uso dos produtos aos quais
foram adicionados. As propriedades das nanoemulsdes podem acarretar mudangas na
aparéncia, textura e liberagdo dos compostos bioativos afetando suas aplicagdes especificas
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018)

O tamanho de particula ¢ importante para a estabilidade cinética de emulsdes
(ZARDINI et al., 2018) e nenhuma diferenga significativa foi observada (p>0,05) no tamanho
de particula das nanoemulsdes com 0,5 mg mL™! apds os tratamentos térmicos (Figura 1a).
Porém, nas formulagdes com 0,2 mg mL!, as alteragdes no tamanho de particula foram
significativas (p<0,05) caracterizadas por um decréscimo (de 328,59+3,37 nm das amostras
controle para 314,50+4,35 nm apdés PTA e 315,46+£3,82 nm apdés PTB), comportamento
contrario ao descrito por outros autores, onde, apds o aquecimento de nanoemulsdes (com
apenas Tween 20 como surfactante), um aumento no tamanho de particula foi observado
(CHEN et al., 2018; TEO et al., 2016).

ApOs os tratamentos, um pequeno halo alaranjado foi observado no topo das amostras
submetidas a PTA e em algumas das amostras submetidas a PTB, como pode ser observada
na Figura 2. A formagao desse halo alaranjado ¢ provavelmente consequéncia da temperatura
utilizada nos tratamentos térmicos, superiores ao cloud point do Tween 20, que ¢ em torno de
76 °C (CHEN et al., 2018). Quando um surfactante ndo i6nico alcanga seu cloud point, suas
pontes de hidrogénios sdao rompidas, € sua solubilidade em dgua diminui (RAHMAN et al.,
2017). Assim, sua capacidade de promover a unido das interfaces 6leo/agua sofre alteracao, o
que pode levar a processos de separacdo de fases, como observado no presente trabalho. A

pequena camada oleosa formada no topo das amostras esta provavelmente ligada a reducao do
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tamanho das particulas seja pela desestabilizagdo de particulas maiores ou pela expulsdo de
parte da fase oleosa das goticulas, gerando uma populacdo de tamanho médio um pouco

menor.

Figura 1- Tamanho de particula (a), potencial C (b), IPD (c) e retengdo de B-caroteno (d) de

nanoemulsdes apos tratamentos térmicos.
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Médiatdesvio padrdo (n=3). Médias com letras minusculas diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05)
entre os tratamentos com concentragdo inicial de 0,2 mg mL'. Médias com letras mailisculas diferentes
apresentam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para a concentra¢do inicial de 0,5 mg mL-'.
Médias com diferentes letras gregas sdo significativamente diferentes (p<0,05) comparando-se as duas
concentragodes inicial de B-caroteno para o mesmo tratamento térmico.

Apesar do pequeno halo, uma separacdo total de fases descrita por outros autores
quando o Tween 20 era o Unico surfactante (CHEN et al., 2018; TEO et al., 2016) nao foi
observada no presente trabalho. Esta estabilidade ¢ provavelmente ligada ao uso concomitante
do Tween 20 e Span 80, uma vez que a mistura de surfactantes com alto e baixo balango
hidrofilico-hidrofébico formam emulsdes mais estdveis do que quando apenas um surfactante
¢ usado (ZARDINI et al., 2018). Assim, apesar da reducdo da atividade emulsificante do
Tween 20, ndo houve desestabilizacdo completa do sistema devido a presenca do Span 80.

O processamento térmico nado afetou significativamente (p>0,05) a

homogeneidade das gotas, observado no IPD (Figura 1lc) das duas formulagdes em
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comparagdo com as amostras controle. Quando as amostras foram comparadas entre os
tratamentos térmicos, apenas as nanoemulsdes com 0,5 mg mL! apresentaram uma
significativa (p<0,05) mudanca de 0,07+0,01 (PTA) para 0,10+0,02 (PTB). Apesar desse
aumento, os valores de IPD continuaram menores do que 0,20, o que demostra um perfil
monodisperso para o tamanho das particulas e fornece uma boa estabilidade fisica para as

nanoemulsdes (ARANCIBIA et al., 2017a).

Figura 2- Nanoemulsdo (0,2 mg mL') controle (a), apés PTB (b) e PTA (c).

Outro parametro que pode ter auxiliado na estabilidade das nanoemulsdes ¢ seu
potencial { negativo, que quanto mais alto, maior a repulsdo entre as particulas, elevando
assim a estabilidade das dispersoes (ZARDINI et al., 2018; ZHAI et al., 2018). As cargas
elétricas presentes nas nanogotas da emulsdo ndo variaram significativamente (p>0,05)
durante o processo térmico, como pode ser observado na Figura 1B. Como os surfactantes
utilizados eram ndo i0nicos, essas cargas sdo proveniente de impurezas presentes nos o0leos

como acidos graxos livres (ARANCIBIA et al., 2017a).

3.2 ESTABILIDADE FISICA DAS NANOEMULSOES EM DIFERENTES
TEMPERATURAS DE ARMAZENAMENTO

Emulsdes podem facilmente sofrer desestabilizagdes em condi¢des ambientais

desfavoraveis devido a sua instabilidade termodinamica (ZHALI et al., 2018). A presenca de
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altas temperaturas podem acelerar o movimento Browniano, aproximando as gotas um das
outras (CARPENTER; SAHARAN, 2017), elevando as chances de ocorréncia de processos
de desestabilizagdao. Por causa disso as estabilidades das nanoemulsdes foram avaliadas por
até 90 d a 4 °C, 25 °C e 37 °C (Tabela 1). Apos o preparo, as duas formulagdes apresentaram
boa estabilidade visual, sem separacdo e fases e com tamanho médio na faixa de 300 nm. Este
tamanho estd na faixa caracteristicas (50-500 nm) de nanoemulsdes usadas para preparagdes

industriais como alimentos, cosméticos e farmacéuticos (CHAARI et al., 2018).

Tabela 1 — Tamanho de particula, IPD e potencial { durante estocagem a 4 °C, 25 °C e 37 °C.

Nanoemulsdes com 0,2 mg mL"!

Tamanho de particula (nm)

Tempo (d) 0 30 60 90
4°C 328,59+3,37*  319,14+11,52%4 308,48+6,10%*  308,46+7,89%A
25°C 328,59+3,37° 321,23+7,81%4 323,41+12,16%*  299,16+6,56>4
37°C 328,59+3 372 307,80+1,04%A - -

IPD

Tempo (d) 0 30 60 90
4°C 0,12+0,04%" 0,10+0,02%4A 0,07+0,03%A 0,18+0,01%4
25°C 0,12+0,042 0,08+0,02%4 0,08+0,01>4 0,14+0,05>4
37 °C 0,12+0,04° 0,39+0,22%4 - -

Potencial { (mV)

Tempo (d) 0 30 60 90
4°C -27,50+1,222 -36,70+7,42%A -43.91+13,09%  -42,40+2,60%A
25°C -27,50+1,22° -32,61+0,87%5A -32,7343,29%0A .37 36+1,96%4
37 °C -27,50+1,22° -34,944+4,07%A - -

Nanoemulsdes com 0,5 mg mL"!
Tamanho de particula (nm)

Tempo (d) 0 30 60 90
4°C 315,60+3,33%  267,48+48,29%4A 299,56+2,53%A  233,60+46,05%4
25°C 315,60+3,332 198,39+18,59%A 298,13+1,69%  227.82+16,71%A
37°C 315,60+3,33 - - -

IPD

Tempo (d) 0 30 60 90
4°C 0,08+0,022 0,14+0,02%A 0,1240,05%4 0,14+0,07%4
25°C 0,08+0,02° 0,17+0,05%A 0,10+0,01%b4 0,14+0,03%bA
37°C 0,08+0,02 - - -

Potencial { (mV)

Tempo (d) 0 30 60 90
4°C -34,26+4,49° -38,50+3,03%4A -34,98+5,68%4 -32,89+1,25%4
25°C -34,26+4,49* -35,07+6,70%A -29,89+9,76*A  -31,81+0,60%*
37°C -34,26+4.,49 - - -

Médiatdesvio padrdo (n=3). Médias com letras minusculas diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05)
na linha. Médias com letras maiusculas diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05) na coluna
(comparagdo do mesmo parametro e dia entre as temperaturas).
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De acordo com Chaari et al. (2018), o controle do tamanho de particula ¢é
importante para confirmar a estabilidade fisica da formulag¢do durante a estocagem. Ostwald
ripening ¢ o principal processo de desestabilizacdo de nanoemulsdes. Graficando r* x t e
aplicando-se uma regressao linear € possivel calcular a velocidade de crescimento do tamanho
das gotas (OZDEMIR et al., 2018). Como pode ser visto na Tabela 2, nio ocorreram
diferengas significativas (p>0,05) entre as temperaturas de 4 °C e 25 °C para as mesmas
concentragdes de B-caroteno. A concentracao de ingredientes ativos pode afetar o tamanho de
particula (BADAWY et al., 2017), porém isto ndo foi observado no presente trabalho, e
nenhum diferenga significativa (p>0,05) ocorreu quando as quatros condigdes foram

comparadas também.

Tabela 2- Taxa de Ostwald ripening rate (w) de nanoemulsdes estocadas a 4 °C e 25 °C.

0,2 mg mL! 0,5 mg mL!
4°C 25°C 4°C 25°C
w (nm3d!) -0,011£0,0024% -0,011+0,0034* | -0,023+0,011>* -0,021£0,010*¢
R2 0,80+0,14 0,80+0,20 0,91+0,11 0,80+0,10

Meédias+ desvio padrdo (n=3). Médias com letras mintisculas diferentes sdao estasticamente diferentes (p<0,05)
entre as temepraturas de estocagm para a concentragdo incial de 0,2 mg mL"'. Médias com letras maitisculas
diferentes sdo estatiscamente diferentes (p<0,05) entre as temperaturas de estocagem para a conteracao inicial de
0,5 mg mL!. Médias com letras gregas diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05) entre as quatro
condig¢des.

As amostras mantidas a 4 °C (independente da concentracdo inicial de B-caroteno)
nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) no tamanho de particula durante os trés
meses de estocagem (Tabela 1). A 25 °C os tamanhos de particula das duas amostras
diminuiram significativamente (p<0,05) em 90 d e o mesmo comportamento foi observado
nas amostras (0,2 mg mL™") mantidas a 37 °C ap6s 30 d. Amostras mantidas a 37 °C foram
avaliadas quanto a estabilidade fisica apenas durante o periodo no qual foi possivel
acompanbhar o teor de carotenoides, como sera discutido posteriormente.

ZARDINI et al. (2018) também descreve uma redug@o no tamanho de particula de
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo licopeno. Este comportamento ocorre por
que o surfactante durante o perido de estocagem pode penetrar a surperficie das gotas e cobri-
las completamente. Isso provavelmente foi o que aconteceu com as amostras a 25 °C, uma
vez que os valores de IPD dessa amostra permanceram abaixo de 0,2 apesar de variacao

significativa (p<0,05) desse parametro.
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Porém, as amostras estocadas a 37 °C apresentaram um crescimento significativo
(p<0,05), alcangando valores superiores a 0,2, demostrando caracteristicas polidispersas
(BADAWY et al., 2017), o que afeta diretamente as medidas de tamanho, pois a Equagao de
Stokes-Einsten, utiliada para a determinacdo do diametro hidrodinamico pelo Zatasizer ¢
valida somente para monodispersdes.

O IPD ¢ uma medida adimensional (que varia entre zero ¢ um) e reflete a
destribui¢ao do tamanho das particulas na formulagdo (BADAWY et al., 2017). De acordo
com Danaei et al. (2018) sdo caracteristicas fisicas altamente criticas a serem consideradas na
criagdo de produtos de grau alimenticio ou farmacéuticos, devido ao seu efeito nas
propriedades de volume, desempenho do produto, processabilidade, estabilidade e aparéncia
do produto final, portanto analise confidvel e reproduzivel de seu didmetro médio,
heterogeneidade e carga sdo essenciais. O IPD das amostras (Tabela 1) teve de forma geral
valores baixos, com caracteristicas de monodispersdo. Esse comportamento de baixa
polidispersidade durante o encapsulamento de carotenoides em matrizes oelosas ja foi
observado por Chaari et al. (2018).

Os valores de potencial ¢ inferiores a -30 mV indicam que a carga elétrica no
sistema ¢ suficiente para se assumir que as forgas repulsivas entre as gotas ¢ predominante.
Essa carga elétrica permite uma melhor estabilidade fisica (ARANCIBIA et al., 2017a) e
bioatividade em termos de ligagao e absorcao celular (HSU et al., 2017).

Nenhuma mudanga significativa (p>0,05) foi observada no potencial { (Tabela 1)
das nanoemulsdes com maior conteido de carotenoides estocadas a 4 °C e 25 °C. As
formulacdes com menor teor de carotenoide apresentam uma mudanga significativa quando
mantidas a 25 °C, tornando-se mais negativas no fim do periodo de estocagem. Esse aumento
na carga negativa ¢ provavelmente relacionado com a elevagao do teor de acido graxos livres
e ndo afeta a estabilidade das nanoemulsdes.

Nanoemulsdes de astaxantina e 6leo de soja utilizando lecitina e caseinato de
sodio como surfactantes foram estaveis por 30 d a 25 °C. Em adicao ao pequeno tamanho de
particula e elevada eletronegatividade do potencial { (menores que -40 mV), a presenca de
triglicerideos de cadeia longa presentes no oleo de soja ajudaram a estabilizar as gotas,
retardando a ocorréncia de Ostwald ripening (KHALID et al.,, 2017). O 6leo de milho
utilizado no presente estudo também era composto de triglicerideos de cadeia longa, o que
juntamente como o potencial { e pequeno tamanho de particula contribui para a estabilizagao

a longo prazo das nanoemulsdes formuladas com o -caroteno.
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3.3  DEGRADACAO DO S-CAROTENO DURANTE TRATAMENTOS TERMICOS E
EM DIFERENTES CONDICOES DE ESTOCAGEM

Na literatura ¢ descrito que além de interferir na distribuicdo do tamanho de
particulas, o nimero de ciclos do processo de HAP pode afetar o conteido de compostos
bioativos, devido ao aumento de sua exposi¢do a altas temperaturas e stress mecanico
(RAHMAN et al., 2017). O mecanismo de oxidagdo dos carotenoides ¢ similar ao dos lipidios
(HONG et al., 2017), entdo quando exposto a calor, luz e oxigénio o B-caroteno pode sofrer
oxidacdo e isomeracdo (CHEN; ZHONG, 2015). Assim, ¢ importante destacar que no
presente trabalho a variagdo do contetdo teorico de f-caroteno (antes da homogeneizacdo) e o
conteudo real (apds a homogeneizagao) foi pequeno, em torno de 2 %, provavelmente porque
ndo foi realizado o aquecimento do equipamento, sendo a amostra exposta apenas a energia
térmica derivada da energia mecénica aplicada.

O contetido de B-caroteno (Figura 1d) nas nanoemulsdes (independente da
concentragdo inicial) teve um decréscimo quando comparada com as amostras controle apos
os processos térmicos. As nanoemulsdes com concentragio inicial de 0,2 mg mL",
apresentaram uma perda em torno de 20 % e nenhuma diferenca estatistica (p>0,05) entre os
tipos de tratamento térmico foi observada. Porém, quando as duas concentragdes iniciais
foram comparadas para o mesmo tratamento térmico, a degradacdo do P-caroteno nas
nanoemulsdes como 0,2 mg mL™! foi significativamente (p<0,05) menor que a degradacdo nas
nanoemulsdes com 0,5 mg mL™! para PTA e PTB.

Estudos cinéticos da degradagdo de carotenoides sdo essenciais para predizer a
perda desses composto bioativo durante o processamento (ACHIR et al., 2010). A relacao
entre a concentracao inicial de B-caroteno (Co) e a concentragao em 30, 60 ¢ 90 d (C) com e
sem luz a 4 °C, 25 °C e 37 °C pode ser observada na Figura 3. Amostras com concentragao
inicial de 0,5 mg mL™' (Figura 2a) mantidas a 37 °C apresentaram auséncia de coloragdo em
30 d, o que caracteriza a degradagcdo quimica do B-caroteno (LUO et al., 2017). No mesmo
tempo, as amostras mantidas a 25 °C apresentaram relagdes C/Co menores que 0,5. Apos 90 d
de estocagem, a amostra mantida a 4 °C sem luz possuia relacdo C/Co significativamente
superior (p<0,05) das demais amostras (4 °C com luz e 25 °C com e sem luz).

Amostras com concentragio inicial de 0,2 mg mL™!' (Figura 3b) mantidas a 37 °C
apresentaram auséncia de cor (dados nao apresentados) em 60 d. No mesmo tempo, as
amostras mantidas a 25 °C com luz apresentaram relagdes C/Cy inferiores a 0,5. Em 90 d,

apenas nas amostras mantidas a 4 °C (com e sem luz) e a 25 °C sem luz ainda era possivel
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observar coloragdo, com relagoes C/Co>0,5. A relagao C/Cp das amostras mantidas a 4 °C sem
luz foi significativamente superior (p<0,05) do que as relagdes C/Co das amostras mantidas a

4 °C com luz.

Figura 3 - Degradagdo de B-caroteno nas nanoemulsdes (concentragdo inicial = 0,5 mg mL™!

(a) e concentracdo inicial = 0,2 mg mL™! (b)) durante o armazenamento a 4, 25 e 37 °C com e

sem exposi¢ao a luz.
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Nanoemulsdes de astaxantina e Oleo de soja estabilizadas como lecitina
modificada e estocadas a 25 °C (sem luz) apresentaram, depois de 30 d, relagdo C/Co de 0,44
(KHALID et al., 2017), como observado no presente trabalho. A relacdo C/Co de
nanoemulsdes estabilizadas com saponinas ou whey protein também decairam com a elevagao
das temperaturas de estocagens (4 °C, 25 °C e 55 °C) chegando a valores proximos de zero a
55 °C (LUO et al., 2017). Os autores descrevem que a estocagem em temperaturas mais
baixas melhora a estabilidade do B-caroteno encapsulado frente aos processos de degradacao,
o que também foi observado no presente trabalho.

Mesmo usando uma técnica mais sensivel, como CLAE, a degradagdao dos

carotenoides a 37 °C foi extremamente acelerada, ndo sendo possivel detectar o carotenoide
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durante os 90 d de estocagem. Para calcular a taxa de degradagdo, o teor de carotenoides ¢
necessario em diferentes tempos, de modo que o modelo foi ajustado usando os dados dos
primeiros 30 d, onde todas as amostras puderam ser quantificadas (APENDICES 6 e 7). Esses
dados foram ajustados ao modelo exponencial ja descrito, e os valores da taxa de degradagao
(k) que ¢ a velocidade da reagdo quimica (DA SILVA et al., 2017), meia-vida e energia de
ativacdo estdo apresentadas na Tabela 3. O modelo de primeira ordem proposto nao foi capaz
de representar a degradacdo das amostras armazenadas a 4 °C sem luz (R* = 0,2-0,3) e
apresentou capacidade reduzida para descrever a degradacao de carotenoides sob duas
condi¢des: a 25 °C sem luz (para ambas formulagdes) ¢ a 4 °C com luz para as formulagdes

com 0,2 mg mL! (R?=0,7).

Tabela 3 - Taxa de degradacdo, meia vida, energia de ativagdo e coeficiente de determinacao

das nanoemulsdes de f-caroteno em diferentes temperaturas até¢ 30 d de armazenamento.

M
Condigao de Com luz Sem Luz
armazenamento 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
kx1073 (d1)  9,1+0,7%9  16,7£2,8>°  27,1+4,1° - 5,8+0,5¢  20,8+5,4%°
R2 0,7+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1 0,2%* 0,7+0,1 0,9+0,2
Ei 76+6° 42+7° 26+4° - 120112 35+10°
Ea (kJ mol™!) 22.8+1,8% -
R2 0,9% -

Nanoemulsdes com 0,5 mg mL!

Condigao de Com luz Sem Luz
armazenamento 4 °C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
kx103 (d")  23,6+1,2° 42,4+13,7*¢ 63,0+5,7° - 36,7£13,7°  93,7+£5,3%
R2 0,9% 0,940,1 0,9% 0,3+0,1  0,7+0,3 0,9%
Ein 20422 1745%0 11£1b< - 21920 7C%
E. (kJ mol™) 20,8+1,94 -
R2 0,9% -

Meédiatdesvio padrdo (n=3). *Desvio padrdo <0,01. **Desvio padrio <1 Médias com letras minusculas
diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05) na linha. Médias de E, com letras maitisculas diferentes
apresentam diferenca estatistica (p<0,05) entre as duas concentracdes iniciais de 3-caroteno.

Um ponto que pode ter sido determinante nessa menor capacidade de ajuste ¢ que

a degradacdo do B-caroteno ¢ auto catalitica e dependente de um periodo de inducao (no qual
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ocorre o acumulo de radicais) (GOLDMAN; HOREV; SAGUY, 1983). Assim, baixas
temperaturas e/ou auséncia de exposi¢ao a luz durante os primeiros 30 d ndo foram suficientes
para acelerar a formagdo de radicais para induzir os processos oxidativos do carotenoide,
levando a um comportamento de degradagdo nao exponencial. Shi et al. (2002), avaliaram a
cinética de degradacao do licopeno em puré de tomate exposto a calor e irradiagdo luminosa,
e descreveram que a irradiagdo foi mais prejudicial que o aquecimento.

Também ¢ importante notar que as varias referéncias que descrevem modelos de
degradacao de carotenoides geralmente usam sistemas em que esses compostos sao diluidos
em solventes organicos, como ciclohexano (Minguez-Mosquera; Jaren-Galan, 1995),
tetraidrofurano (Scita, 1992) e/ou submetido a temperaturas mais elevadas do que as
utilizadas no presente trabalho (Ahmed; Shivhare; Sandhu, 2002; Henry; Catignani; Schwartz,
1998), o que leva a um comportamento de degradacdo mais acelerado. Os resultados
observados reiteram, como ja descrito por outros estudos, o excelente potencial das
nanoemulsdes como opgdes para prote¢ao de compostos bioativos.

Independentemente da concentragdo inicial de carotenoides, as amostras estocadas
a 37 °C apresentaram as maiores degradacdes. Apesar da tendéncia de aumento dos valores de
k com a elevacdo da temperatura os valores encontrados no presente trabalho, mesmo nas
condi¢des mais severas, foram inferiores aos valores de k (0,105+0,02 e 0,137+0,08 d!) para
microparticulas lipidicas de [-caroteno com o-tocoferol (nas razdes 1:1 e 2:1
carotenoide:tocoferol) como agente antioxidante (BRITO-OLIVEIRA et al., 2017).

A degradagdo observada durante os tratamentos térmicos e estocagem ¢é
consequéncia de reagdes de isomeracdo e degradacdo sofridas pelo P-caroteno em
temperaturas elevadas (CHEN et al., 2017b). Porém, os 4acidos graxos presentes no 0leo
também podem sofrer processos oxidativos a altas temperaturas, sendo assim, além dos
processos de auto-oxidacdo e foto-oxidacdo, a degradagdo do [B-caroteno pode ter sido
acelerada pela presenca de espécies reativas como os radicais alquila e peroxila (HONG et al.,
2017; SOUKOULIS et al., 2017).

Aumento dos processos de degradacdo como a elevacdo da temperatura eram
esperados, porém a meia vida das amostras de 0,2 mg mL™! estocadas a 37 °C com e sem luz
foram 80 % maiores do que aquelas encontradas para as formulagdes contendo 0,5 mg mL™.
Comportamento similar também foi observado durante os processos térmicos, onde as taxas
de retencdo foram maiores para as formulagdes com 0,2 mg mL™!. Devido a auséncia de
grupos polares em sua estrutura, o B-caroteno tende a localizar-se na fase lipidica do sistema.

Essa ligacdo a cadeia dos dacidos graxos ocorre por interagdes de Van der Waals
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(TAN et al., 2014), assim os menores contetidos iniciais de carotenoide permitiram um
melhor contato com a cadeia lipidica como pode ser comprovado pelas eficiéncias de
encapsulamento - EE (%) — observadas no presente trabalho. Os valores de EE (%)
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre as duas formulacdes, 98,1+0,1 % (0,5 mg
mL™1) e 98,5+0,2 % (0,2 mg mL™!) o que provavelmente auxiliou na redugio da degradacio do
carotenoide na formulagdo com menor conteudo inicial de -caroteno.

Apesar disso, nenhuma diferenca estatistica significativa (p>0,05) foi observada
nos valores de Ea (Tabela 3). Quanto maior a energia de ativagdo maior a sensibilidade
térmica (MINGUEZ-MOSQUERA; JAREN-GALAN, 1995; TEO et al., 2017), porque esses
valores representam que a cada elevacao de um grau na temperatura, maiores as velocidades
de degradacao (SIERRA, 2012). Os valores encontrados no presente trabalho, na faixa de 20
kJ mol™!, sio menores do que os descritos por Teo et al. (2017) para emulsdes de luteina
estocadas a 5 °C, 20 °C e 40 °C. A maior estabilidade térmica das nanoemulsoes
desenvolvidas no presente trabalho podem estar relacionadas com o tamanho de particula. Teo
et al., (2017) observaram que emulsdes como tamanho médio de 68,8+0,3 nm apresentaram
maior E, (45,4+8,5 kJ mol') sob as mesmas condi¢des de estocagem de emulsdes com o
tamanho médio de 147,3£0,6 nm (38,0£12,0 kJ mol!). Esse comportamento é relacionado ao
aumento da area superficial das gotas com o decréscimo do didmetro, o que eleva a area de
contato do carotenoide como agentes oxidantes (XU et al., 2017).

E importante destacar o fato de que as nanoemulsdes descritas no presente
trabalho apresentarem a capacidade de manter 70-80 % (ap0ds os tratamentos térmicos) e 60-
80 % (nanoemulsdes com 0,2 mg mL™! estocadas a 4 e 25 °C) do contetido de carotenoide é
bastante satisfatorio, uma vez que nenhum material que agiria como uma barreira fisica, tais
como as proteinas (FAN et al., 2017b) e carboidratos (LIM; ROOS, 2017) ou qualquer outros
antioxidantes (BRITO-OLIVEIRA et al., 2017) que poderiam auxiliar na protecdo do
carotenoide foi utilizado. Os resultados do presente estudo confirmam o potencial da
nanotecnologia para melhorar a aplicabilidade de carotenoides, elevando seu uso, uma vez
que alimentos funcionais enriquecidos com compostos bioativos, como B-caroteno, podem
além da nutricdo bdsica, prover beneficios a saude, auxiliando na prevencdo de doencas

(JANA; GANDY; JANA, 2017) sendo de grande interesse para a industria de alimentos.
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4 CONCLUSOES

O presente trabalho demostrou a bem-sucedida encapsulacdo (mais de 98 %) de B-
caroteno em sistemas de liberagdo baseados em nanoemulsdes produzidas por
homogeneizagdo a alta pressdo. Utilizando duas diferentes concentracdes de P-caroteno foi
possivel produzir nanoemulsdes com tamanho de particula na faixa de 300 nm, escala
apropriada para aplicagdes industriais em alimentos e cosméticos. As gotas das nanoemulsdes
apresentavam uma significativa carga negativa (maior que -25 mV) e indice de polidispersao
menor que 0,20, demostrando seu perfil monodisperso. Todas as nanoemulsdes apresentaram
excelente estabilidade contra o processo de coalescéncia das gotas apds os tratamentos
térmicos e estocagem em diferentes condi¢cdes com pequenos valores para taxa de Ostwald
ripening. Porém, a retencdo do P-caroteno nas nanoemulsdes foi dependente da temperatura
de estocagem, da auséncia de luz e da eficiéncia de encapsulamento. As nanoemulsdes
formuladas com 0,2 mg mL™' apresentaram melhores retengdes de P-caroteno durante os
processamentos térmicos e estocagem do que as nanoemulsdes formuladas com 0,5 mg mL™.
Independente da concentracdo inicial do carotenoide a melhor condi¢cdo de estocagem para as
nanoemulsodes foi a 4 °C sem luz. Em geral, nossas observagdes fornecem novas informagoes
sobre a estabilidade fisica e quimica das nanoemulsdes de B-caroteno durante processos
térmicos tradicionais na industria de alimentos e condi¢cdes ambientais, o que pode ser util
para a determinacdo das futuras aplicagdes dessas nanoemulsdes em alimentos e produtos

farmacéuticos.
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RESUMO

Diferentes técnicas de nanoencapsulamento vém demonstrando uma alta capacidade de
proteger compostos bioativos durante o armazenamento e facilitar sua manipulagdo. No
entanto, a adi¢ao dessas nanoestruturas, como nanoemulsdes, pode afetar a aparéncia, textura
e estabilidade dos produtos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
enriquecimento de iogurte com nanoemulsdes de P-caroteno na viscosidade, textura e
estabilidade do produto. As nanoemulsdes foram formuladas com 6leo de milho e B-caroteno
por homogeneizagdo a alta pressdo, e quatro formulagdes de iogurte foram desenvolvidas:
controle (IC), com amarelo tartrazina (IAT), com B-caroteno ndo encapsulado (If) e com
nanoemulsdo de P-caroteno (INB). Os iogurtes com nanoemulsdes apresentaram
comportamento semelhante nos parametros pH e acidez titulavel as demais amostras. No
entanto, a adicdo de nanoemulsdes afetou significativamente (p<0,05) a sinérese, reologia e
textura do iogurte. As amostras com nanoemulsdes apresentaram apenas uma pequena
variagdo de cor (AE=1,52+0,55), com conteudo de B-caroteno sem variacdes significativas
durante o armazenamento. Os resultados mostram que o uso de nanoemulsdes como
carreadores de compostos lipofilicos, como os carotenoides, pode melhorar a dispersdo e a
estabilidade desses compostos em produtos acidos, como o iogurte, reduzindo o processo de
degradacdo desses bioativos.

Palavras-chave: Carotenoides. Corantes. Lacteos. Nanotecnologia.
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1 INTRODUCAO

Carotenoides possuem estrutura basica formada por unidades de isopreno ligadas
covalentemente (CARDOSO et al., 2017) e sua longa cadeia de duplas ligacdes tornam esses
compostos suscetiveis a degradagdes quimicas por diferentes fatores como pH, luz, oxigénio e
metais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Além disso, a caracteristica lipofilica da maioria dos
carotenoides dificulta sua incorporagao em alimentos e bebidas (BOON et al., 2009) e outras
formulacdes aquosas (VELIKOV; PELAN, 2008).

A deficiéncia de vitamina A ¢ uma das maiores preocupagdes mundiais
especialmente em paises subdesenvolvidos e considerada um problema de saude publica
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). O B-caroteno ¢ o principal precursor da
vitamina A dentre os 50 carotenoides que possuem essa capacidade (CARDOSO et al., 2017),
sendo naturalmente encontrado em alimentos como repolho, nabo, espinafre, alface, manga,
meldo, pimentdo, cenoura e batata doce (BOON et al., 2010).

Alimentos funcionais enriquecidos com componentes bioativos, como
carotenoides (BORRIN et al., 2018; MEZQUITA et al., 2015; RUTZ et al., 2016; ZARDINI
et al., 2018), podem prover além da nutrigdo basica beneficios a saude, assistindo na
prevencado de doengas (JANA; GANDY; JANA, 2017) sendo assim de grande interesse para a
industria de alimentos. Alguns estudos descrevendo o enriquecimento de iogurtes com
carotenoides podem ser encontrados na literatura (DOMINGOS et al., 2014; FENG et al.,
2018; MEZQUITA et al., 2014). Para superar sua baixa solubilidade em sistemas aquosos e
alta degradagdo, algumas tecnologias como a microencapsulagdo sao utilizadas (RUTZ et al.,
2016). Outra opgao, ainda pouco explorada para produtos lacteos, € o uso de nanocarreadores,
j& utilizados em bebidas isotonicas (BOVI; PETRUS; PINHO, 2017) e suco de laranja
(ZARDINI et al.,, 2018) para carrear carotenoides e para incorporar outros compostos
bioativos como curcumina em sorvetes (BORRIN et al., 2018) e 6leo de peixe em iogurtes
(GHORBANZADE et al., 2017).

Nanoemulsdes sdo dispersdes de dois liquidos imisciveis (dgua e Oleo)
estabilizadas por um filme interfacial de surfactante, com gotas de tamanho médio de 100-
500 nm (SHAH; IMRAN; ULLAH, 2017). O desenvolvimento de nanoemulsdes de B-
caroteno pode melhorar a biodisponibilidade (YT et al., 2014) além de apresentar capacidade
de proteger os carotenoides (GUAN; WU; ZHONG, 2016). Porém, a adicdo de

nanoestruturas, como as nanoemulsdes, pode afetar a aparéncia, textura e estabilidade dos
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produtos. Assim o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de nanoemulsdes de

B-caroteno em parametros tecnolédgicos e estabilidade de iogurtes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Oleo de milho (Cargill, Mato Grosso, Brasil), Tween 20 (LabSynth, Sio Paulo,
Brasil), Span 80 (Sigma—Aldrich, Hessen, Alemanha), B-caroteno (Sigma—Aldrich), &gua
ultra pura obtida em sistema de filtragdo Millipore Milli-Q (Merck, Hessen, Alemanha), leite
integral em po instantaneo, gentilmente cedido pela empresa CCGL (Cruz Alta, Brasil), mix
de cultura lactea BioRich® gentilmente cedida pela empresa Chr. Hansen (Hoersholm,

Dinamarca). Todos os outros reagentes eram de grau analitico.

2.2  PREPARO DAS NANOEMULSOES

Para o preparo das nanoemulsdes, a fase oleosa foi composta por (relagdo de
massa do componente por massa total de fase oleosa - m m™): 70 % de 6leo e 30 % de Span®
80 e a fase aquosa foi composta por 10 mL de 4gua e 1 % (m v' — relagio massa de
surfactante por volume de fase aquosa) de Tween 20. A fase oleosa foi aquecida a 60 °C
juntamente com o B-caroteno (0,2 mg mL™! de formulagdo final) e a fase aquosa foi aquecida
a 80 °C, ambas sob agitacdo magnética. Depois da completa dissolucdo das fases, a fase
aquosa foi vertida na fase oleosa (relacdo de 10:1) sob agitagdo magnética constante (700
rpm). A emulsdo formada foi homogeneizada por 2 min a 14.500 rpm em Ultra-turrax® (T10
basic, IKA) e na sequéncia foi submetida a seis ciclos de 20 s a 68,9 MPa em homogeneizador
a alta pressdo (EmulsiFlex-C3, Avestin) (MARTINEZ, 2016).

O tamanho de particula das nanoemulsdes foram determinadas em triplicata por
espalhamento de luz dindmico, utilizando o equipamento Zetasizer (Nano-ZS90, Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). A morfologia foi observada utilizando um Microscopico
de transmissdo eletronico (120 keV, Jeol, JEM-1400, acoplado com microprobe EDS) apos
preparo das amostras indicado pelo Centro de Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL).
Os grids foram primeiramente expostos por 20 min a luz UV e apods adicionada 1 gota da

amostra (diluida 40x em é4gua destilada) no grid, exposto novamente a 20 minutos a luz UV
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para fixagdo da amostra aos grids) e entdo retirado o excesso de liquido da formulagdo com
papel absorvente. Fez-se entdo a adicdo de uma gota do corante acetato de uranila no grid
contendo as amostras e ap6s 10 minutos retirou-se o excesso de corante com papel absorvente
e deixou-se em repouso por 20 minutos. O grid com as formulagdes ja coradas foi colocado

em dessecador e aguardado 24 h antes da anélise no MET.

2.3 PREPARO DO IOGURTE

No preparo do iogurte integral foi utilizado leite integral em po instantineo,
gentilmente cedido pela empresa CCGL (Cruz Alta, Rio Grande do Sul, Brasil), reconstituido
conforme instrugdes do fabricante. O leite foi aquecido até¢ 45 °C e adicionado do mix de
cultura lactea BioRich® gentilmente cedida pela empresa Chr. Hansen (Hoersholm,
Dinamarca). Durante o processo de fermentacao a temperatura foi mantida a 45 °C e ao longo
do processo o pH foi determinado até atingir valor de 4,7, quando foi interrompida a
fermentagdo via resfriamento rapido até 8 °C (MARTINS et al., 2012).

Foram desenvolvidas 4 formulagdes: iogurte integral sem adicdo de corante
considerado como controle (IC), iogurte adicionado de 15 % (v v'!) de nanoemulsio de B-
caroteno (INP), iogurte com adi¢dao de B-caroteno nao encapsulado (If) adicionado na mesma
concentragio final de carotenoide que o adicionado ao INB (30 mg L) e iogurte adicionado
de 1 mg L' de corante amarelo tartrazina (IAT) gentilmente cedido pela empresa Duas Rodas
(Jaguaré do Sul, Santa Catarina, Brasil).

As amostras foram acondicionadas em frascos de polipropileno (70 mL) estéreis e
armazenadas a 4 °C durante 4 semanas. Durante o periodo de armazenamento foram
acompanhados para todas as formula¢des os pardmetros pH, acidez tituldvel e sinérese.
Determinagdo do teor de carotenoides foram realizados nas amostras INJ. Enquanto a
variagdo de cor foi determinada para a formulagao controle (IC) no inicio do armazenamento

(t=0 d) e nas formulagdes INP, I e IAT ao longo de 30 d (t=0, 7, 21 e 30 d).

2.4 DETERMINACAO DE pH E ACIDEZ TITULAVEL

O pH das amostras foi determinado ao longo da fermentagdo lactica e no produto
por leitura em pHmetro digital (AOAC, 2000).
Para andlise da acidez titulavel foram pesados 10 g da amostra, adicionados

10 mL de 4gua isenta de gas carbonico e 4 a 5 gotas do indicador fenolftaleina. A mistura foi
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titulada com solucdo padronizada de hidroxido de sodio sob agitacdo, até ponto final

detectavel pelo aparecimento de coloragdo rosea (AOAC, 2000).

2.5 SINERESE

Para a anélise de sinérese foram pesados aproximadamente 10 g de amostra em
tubos de centrifuga de 50 mL, homogeneizadas com bastdo de vidro, sendo agitados 20 vezes
no sentido horario e 20 no sentido anti-horario. Apds a homogeneizacao as amostras foram
armazenadas por 2 h a 4 °C para estabilizacdo. Decorrido o periodo de estabiliza¢do as
amostras foram centrifugadas a 10 °C, 3237xg por 12 min. O soro separado foi pesado ¢ a

sinérese expressa conforme a Equagdao 1 (AMATAYAKUL; SHERKAT; SHAH, 2006):

Sinérese (%)= 2L 4 100 (1)

massa inicial

2.6 ACOMPANHAMENTO DE f-CAROTENO

O acompanhamento do teor de carotenoides nos iogurtes foi realizado por método
descrito por Mezquita et al. (2015) com modificacdes. Para isso 4 g de amostra foram
misturadas com 2 mL de dimetilsulféxido (DMSO), 3 mL de acetona, 2 mL de solucao de
NaCl 20 % (m v'') e 2 mL de hexano em tubos cdnicos de 15 mL. A mistura foi agitada em
vortex por 15 s e centrifugada a 2147xg por 5 min. A fase hexano contendo os carotenoides
foi removida e armazenada. Extragdes sucessivas da mistura foram realizadas com 2 mL de
hexano, até ndo ser observada nenhuma coloracao.

A determinag¢ao da concentragdo de carotenoides totais no hexano foi realizada em
espectrofotometro a 450 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) utilizando a Equacao 2, de

acordo com Davies (1976):

A*V*10°
A% *#100*m

CT= )

Onde: CT = concentragdo de carotenoides totais (ug g'); A = absorbancia; V =

volume (mL); m= massa da amostra (g); A} (;A’mz absortividade especifica B-caroteno em

hexano (2592).
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2.7 VARIACAO DE COR

A variacdo de cor dos iogurtes foram determinadas utilizando-se calorimetro
Minolta (Modelo Chroma Meter CR-400/410, Konica Minolta, Osaka, Japao) em sistema
CIELab (iluminante D65), onde a* indica a regido do vermelho (+a*) ao verde (-a*), b*
indica a regido do amarelo (+b*) ao azul (-b*) e L* a luminosidade.

A partir desses parametros calculou-se a diferenca de cor (AE) pela da Equagao 3
(YUAN et al., 2018), o Croma pela Equacao 4 e angulo Hue pela Equacao 5 (TUPUNA et al.,
2018).

A= (L1 (a0 +(b700)° 3
Croma= /(a*)2+(b*)2 (4)
Hue=tan™! Z—: (5)

Onde: Ly, ap e by sdo os parametros no tempo inicial da amostra e L, a*e b*sdo

0s parametros no tempo em que esta sendo feita a determinacgao.

2.8 REOLOGIA EM ESTADO ESTACIONARIO

Para a andlise de viscosidade utilizou-se redmetro rotacional Brookfield (modelo
DV-III, Brokfield Enegeering Laboratories Inc., USA) equipado com um eixo conico CP51
(com angulo 1.565° e 1,2 cm de raio) com adaptador para pequenas amostras (0,5 mL). As
leituras foram realizadas em intervalos de 15 s e a taxa de cisalhamento variou de 0 a 100 s°!
(TRINDADE; MUNHOZ; BURKERT, 2018).

A partir das curvas de viscosidade aparente em fun¢do da taxa de cisalhamento
(APENDICE 8) testou-se o modelo Ostwald de Waele (Equagdo 6) e a viscosidade aparente

foi estimada através da Equagao 7:

o=Ky" (6)
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n=Kj"! ()

Onde: ¢ = tensdo de cisalhamento (Pa), y = taxa de cisalhamento (s, n =
viscosidade aparente (Pa s); K = indice de consisténcia (Pa.s"); n=indice de comportamento de

fluco (adimensional).
2.9  PERFIL DE TEXTURA

A textura do iogurte foi determinada por ensaios de penetragdo em texturdometro
(TA.XT plus, Stable Micro Systems Ltd., Inglaterra). Os ensaios foram conduzidos nas
condi¢des descritas pelo software do equipamento para analise de iogurte, sendo elas: probe
em formato de disco com 35 mm de didmetro, velocidade de penetragdo de 1,0 mm s,
distancia de penetracdo de 30 mm. Para cada ensaio foram utilizados 100 g de amostra e
quatro parametros foram determinados: firmeza (N) que representa a for¢a necessaria durante
a “primeira mordida” (PONS; INDUSTRIES; FISZMAW, 1996), consisténcia (N s') que
representa o trabalho ou energia necessario para comprimir a amostra (NASARUDDIN et al.,
2012), coesividade (N) que representa quantidade de deformacdo exigida antes da ruptura da

amostra (NASARUDDIN, et al. 2012) e indice de viscosidade (N s™') que fisicamente

determina a resisténcia ao escoamento exercida pela amostra.
2.10 COMPOSICAO PROXIMAL

Umidade, cinzas, proteinas e contetido lipidico foram determinados segundo

AOAC (2000) e o teor de carboidratos foi estimado por diferenca dos demais componentes.
2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos e analises foram realizados em triplicata e os dados analisados
por andlise de varidncia (ANOVA) e se necessario submetidos a teste de Tukey (p<0,05) ou

teste t (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As nanoemulsodes de B-caroteno e 6leo de milho apresentavam tamanho médio na

faixa de 300 nm e sua estrutura pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 - Microscopia de Transmitancia Eletronica - MET (x100) de nanoemulsdes de -

caroteno e 0leo de milho.

Os iogurtes adicionados de nanoemulsdes apresentaram-se visualmente
homogéneos, sem separacdo de fases at¢ o 21° d de estocagem, quando foi observada a
forma¢do de um pequeno halo oleoso na parte superior das amostras, que desaparecia com a
agitacdo da amostra. Essa boa homogeneidade pode estar ligada ao fato de que emulsdes
estabilizadas com surfactantes ndo 16nicos como o Tween 20 e o Span 80 apresentam elevada
estabilidade a baixos pH, como por exemplo os encontrados em produtos como o iogurte € em
condicdes gastricas (GOLDING et al., 2011; SALVIA-TRUJILLO et al., 2018).

Quando o B-caroteno foi adicionado na forma ndo encapsulada (If) os iogurtes
apresentaram um aspecto heterogéneo, com particulas de carotenoides ndo solubilizados.
Comportamento semelhante ao deste trabalho ocorreu em bebidas de laranja fortificadas com
licopeno ndo encapsulado em comparagdo com o uso de nanocapsulas de licopeno. Sendo
que, o encapsulamento do carotenoide permitiu eliminar algumas desvantagens como sabor
residual e a baixa solubilidade do licopeno na matriz alimenticia (ZARDINI et al., 2018).

A diferenca de homogeneidade das amostras adicionadas com nanoemulsdes ou
somente carotenoides demonstra uma importante vantagem do uso de nanoencapsulagdo para

produzir carreadores de compostos lipofilicos, que podem ajudar e simplificar a manipulacao,
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aplicagdo e dispersdo destes compostos em diferentes matrizes alimentares (GHAYOUR et
al., 2019). Além disso, a biodisponibilidade do B-caroteno na forma cristalina ¢ bastante
reduzida (PARADA, AGUILERA, 2007), assim sua solubilizacdo em lipideos (como ocorre
na formula¢ao de nanoemulsdes), especialmente os compostos por triglicerideos de cadeia
longa como o 6leo de milho, ¢ considerada um cofator extremamente importante, elevando
consideravelmente a biodisponibilidade do carotenoide (RAO et al. 2013).

Na Figura 2 estdo apresentados os acompanhamentos de acidez titulavel, pH e
sinérese das quatro formulagdes de iogurte desenvolvidas: IC (a), If (b), INB (c) e IAT (d)
durante 30 d de armazenamento. De forma geral ndao foram verificadas alteragdes
significativas (p>0,05) na acidez titulavel dos iogurtes ao longo do periodo de
armazenamento, ficando na faixa de 0,6-0,7 %. Comparando-se entre os iogurtes, a
formulacdo IAT apresentou acidez tituldvel significativamente (p<0,05) mais elevada no
inicio do armazenamento em comparacao as demais formulagdes, ndo sendo observada
diferenca significativa (p>0,05) no fim do periodo de estocagem.

Os valores de pH variaram de 4,2 a 4,4, sendo que no tempo zero a formulacao If
apresentou valor de pH significativamente (p<0,05) mais alto que as demais. Apos 30 d de
estocagem as amostras IC e I apresentaram pH (4,39+0,01) mais alto (p<0,05) do que as
amostras INP e IAT (4,33+0,02).

Um dos defeitos encontrados em iogurtes ¢ a separacdo de soro, chamado de
sinérese  (AMATAYAKUL; SHERKAT; SHAH, 2006). Nesse pardmetro ndo foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) comparando a mesma amostra nos tempos 0 e
30 d. Porém a amostra adicionada de nanoemulsdo (INP) apresentou uma sinérese
aproximadamente 11,7 % e 10,9 % superior (p<0,05) as demais amostras nos tempos 0 e 30 d,
respectivamente.

Assim como a sinérese, os parametros de textura e reologia foram
significativamente (p<0,05) influenciados pela adicdo de nanoemulsdo (Tabela 1). O iogurte
com nanoemulsao (INPB) apresentou reducdo de 43 % na firmeza (PONS; INDUSTRIES;
FISZMAW, 1996). Isso pode estar ligado a reducdo do teor de proteinas e aumento dos
lipidios, observado na formulagdo com nanoemulsdo (Tabela 2), uma vez que a rede de
proteinas recobre os globulos de gordura o que melhora a interacao proteina-proteina e por
consequéncia eleva a firmeza (IZADI; NASIRPOUR; GAROOSI, 2015). Esta mesma
formulagdo apresentou reducdo de 55 % na consisténcia, elevagdo de 39 % coesividade e um

indice de viscosidade 66 % superior a amostra sem nanoemulsao.
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Figura 2 - Acompanhamento da acidez titulavel, pH e sinérese dos iogurtes IC (a), Ip (b), INP

(c) e IAT (d) durante 30 d de armazenamento.
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Figura 2 cont. - Acompanhamento da acidez titulavel, pH e sinérese dos iogurtes IC (a), I

(b), INB (c) e IAT (d) durante 30 d de armazenamento dos iogurtes.
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Tabela 1 - Parametros de textura do iogurte com e sem nanoemulsoes.

Formulagao
Parametros Sem nanoemulsio Com nanoemulsio
Io (INP)
Firmeza (N) 0,23+0,01° 0,13+0,01°
Consisténcia (N s™) 5,29+0,36% 2,38+0,27°
Coesividade (N) -0,19+0,01° -0,12+0,07%
indice de viscosidade (N s) -0,43+0,03° -0,14+0,02?

Meédiatdesvio padrao (n=3). Médias com letras mintisculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca

estatistica (p<0,05) pelo teste t.

Tabela 2 - Caracterizagdo (base seca) das amostras de iogurte com e sem adi¢do de

nanoemulsdo.

Amostra

Composicao (%) Sem nanoemulsio (IC) Com Nanoemulsao (INp)

Cinzas 0,6% 0,5*°
Proteina 26,5+1,5° 21,342,1°
Lipidios 8,0+0,6° 23,8+£3,7%

Carboidratos** 64,8 54,3

Médiatdesvio padrao (n=3). Médias com letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste t. *desvio padrdo<0,l. **Valores obtidos por diferenca dos demais

componentes.

Na Tabela 3 estdo apresentados valores de n em quatro taxas de cisalhamento
retirados das curvas plotadas a partir dos experimentos de reologia (APENDICE 8). Foi
possivel perceber que, independente da variagdo da taxa de cisalhamento, os iogurtes
adicionados de nanoemulsdo apresentaram menores viscosidades do que as amostras sem
adicao de nanoemulsdo. Por exemplo, na faixa estudada que estd dentro do considerado como
as taxas de cisalhamento que ocorrem durante a mastigacdo, que fica entre 50 e 200 s’!
(DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004), os valores de viscosidade dos iogurtes
com nanoemulsdo foram 52% (50 s™') e 55 % (99 s™') menores.

Iogurtes com e sem adigdo de nanoemulsdao apresentaram bom ajuste ao modelo
Ostwald de Waele (R>=0,98 e 0,87, respectivamente) (Tabela 4). A adicdo de nanoemulsdes

reduziram significativamente (p<0,05) o coeficiente de consisténcia (K), de 6,93 Pa s" (sem
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nanoemulsdo - IC) para 3,68 Pa s" (com nanoemulsdo - INB). O valor de K demonstra a
resisténcia ao cisalhamento do material (DE OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT, 2018), o
que significa que a resisténcia a deformagao das formulacdes sem nanoemulsdes ¢ maior que

a das formulac¢des com nanoemulsoes.

Tabela 3- Viscosidades aparentes em diferentes taxas de cisalhamento de iogurtes sem e com

adi¢ao nanoemulsao

Taxa de cisalhamento n (mPa s)
) Sem nanoemulsao (IC) Com nanoemulsao (INP)
7 1370,9+299,3° 453,7+17,1°
34 255,0+13,6 115,7+3,4°
50 176,2+4,6* 84,8+2,3°
99 93,3+4,6 51,7+2,9°

Médiatdesvio padrao (n=3). Médias com letras mintsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca

estatistica (p<0,05) pelo teste t.

A adicdo de nanoemulsdo aumentou significativamente (p <0,05) o indice de
comportamento do fluxo (n), que designa o desvio do fluxo newtoniano (DE OLIVEIRA;
AMARAL; BURKERT, 2018), de 0,07 (sem nanoemulsdo) para 0,20 (com nanoemulsdo)
(Tabela 4). Esse parametro, com valores menores que 1, demonstrou que ambas as

formulacdes de iogurte estudadas apresentaram comportamento de fluidos pseudoplésticos

(PASEEPHOL; SMALL; SHERKAT, 2008).

Tabela 4 — Parametros reologicos de iogurtes com e sem adi¢ao de nanoemulsdes.

Amostra K n R?
Sem nanoemulsao (IC)  6,93+1,14% 0,07+0,01° 0,87+0,05
Com Nanoemulsio (INp)  3,68°* 0,20%* 0,98*

Média+desvio padrdo (n=3). Médias com letras mintsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferencga

estatistica (p<0,05) pelo teste t. *desvio padrao < 0,01.

O aumento da expulsdo do soro através da sinérese, o efeito na reologia e textura
do produto podem também estar relacionados a &gua adicionada ao produto a partir da
nanoemulsdo, que nao pode ser retida pela matriz do gel resultando em aumento da sinérese

e/ou por uma reducao no conteudo de solidos (VARELTZIS et al., 2016). Outra causa do
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aumento da sinérese poderia ser o fato de que durante a mistura das nanoemulsdes a estrutura
do gel formado pode ter sido danificada, reduzindo sua capacidade de retengdo (ZHONG et
al., 2018).

Outros trabalhos com iogurtes adicionados de nanoestruturas descrevem valores
de sinérese bem inferiores aos encontrados neste trabalho, por exemplo, 10 % para iogurtes
adicionados de nanoemulsdes de 6leo de peixe e y-oryzanol (ZHONG et al., 2018) e 30 %
para iogurtes adicionados de nanolipossomas de o6leo de peixe (GHORBANZADE, et al.
2017). Porém ¢ necessario destacar que no primeiro caso foi utilizada uma metodologia onde
ndo se faz uso da forca centrifuga, o que diminui a separacdo do soro € no segundo caso, o
iogurte ao qual os lipossomas foram adicionados ndo foi produzido pelos autores e sim
adquirido comercialmente.

Sendo assim ¢ de grande importancia ressaltar que as formulacdes desenvolvidas
no presente trabalho ndo possuiam nenhum agente estabilizante ou espessante, que pudesse
auxiliar na redugdo da sinérese ou aumento de textura, assim como foram submetidas a forgas
externas bem superiores (através da aplicacdo de forga centripeta) do que normalmente
ocorreriam durante o periodo de estocagem de produtos comerciais. Tais interferéncias nos
parametros de sinérese, reologia e textura podem ser contornados pelo aumento dos sélidos
totais ou adicdo de agentes estabilizantes ou espessantes (IZADI; NASIRPOUR; GAROOSI,
2015).

O enriquecimento de produtos alimenticios com B-caroteno ¢ bastante atrativo
tanto do ponto de vista nutricional, pois esse carotenoide ¢ um precursor da vitamina A, assim
como o aspecto sensorial, por sua acdo como corante. As alteracdes de cor das amostras I3,
IAT e INB foram determinadas pelos parametros AE (entre t=0 e t=30 d), angulo Hue e croma
no periodo de armazenamento (Figura 3) utilizando os valores de L*a*b* (APENDICE 9).

A formulagao If apresentou apds 30 d uma variagao de cor de 7,59+1,77, expressa
pelos valores de AE, significativamente (p<0,05) maior em comparacao com as amostras IAT
(1,96+0,69) e INPB (1,52+0,55). Segundo Barba; Esteve; Frigola (2013), a variagdo da cor da
formulagdo IP pode ser classificada como elevada (maior que 6), e embora a variagdao de cor
das outras duas formulac¢des seja menor que a If, elas podem ser notadas (AE entre 1,5-3,0).
O mesmo comportamento foi observado em sorvetes de abacaxi acrescidos de nanoemulsdes
de curcumina (substituindo 50 e 100 % mistura comercial de corantes amarelos), que
apresentaram um menor AE (p<0,05) (4,57+0,01 e 4,95+0,03), do que as amostras com
curcumina livre (AE=7,72+0,04) (BORRIN et al., 2018).
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Figura 3 - Variagao de cor (a), Hue (b) e croma (c) durante 30 d de estocagem.
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entre as amostras para o mesmo tempo. Médias com letras maitsculas diferentes apresentam diferenga estatistica
(p<0,05) da mesma amostra entre os tempos.

Os valores de angulo Hue indicam a tonalidade da cor da amostra (TUPUNA et
al., 2018). Todas as amostras apresentaram valores de Hue proximos a 90°, demostrando uma
coloragao amarelada mesmo apds 30 d de estocagem. Porém, as amostras IAT apresentaram
uma diferenca significativa (p<0,05) em comparagdo as amostras I e INf em t=0 d. Apesar
da colora¢dao amarela, a saturagdo da cor, indicada pelos valores de croma (TUPUNA et al.,
2018), foram significativamente (p<0,05) diferente entre as trés formulagdes. A saturacdo da
amostra IAT foi maior, seguida pela amostra INB e If. Além disso, o periodo de
armazenamento nao teve efeito significativo (p>0,05) no croma das amostras.

A mudanga de cor das amostras com carotenoide nao encapsulado (IB) pode estar
relacionada a hidrofobicidade, que dificulta sua dispersdo, podendo ser resolvido com o
encapsulamento (FENG et al., 2018). Este processo pode reduzir a degradacdo oxidativa
devido a presenca de pH &cido, encontrado no iogurte, € da agdo do oxigénio. O melhor
desempenho do B-caroteno nanoencapsulado em comparagao com sua forma "livre" também

foi descrito por Assis et al. (2018) quando aplicaram o carotenoide como antioxidante em
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filmes biodegradaveis. Os autores observaram que, além de melhor homogeneidade de
dispersdao, o uso de B-caroteno encapsulado aumenta a intensidade da cor dos filmes e o
alongamento na ruptura, diminui a transmissao de luz e apresenta maior prote¢ao para dleo de
girassol, com a menor formacao de produtos de oxidagao.

Os baixos valores de AE foram confirmados pela pouca redugdo do teor de B-
caroteno encapsulado com nanoemulsdo, sendo observado na Figura 4, que mostra a relagao
C/Cy para os iogurtes enriquecidos com nanoemulsdes durante 30 d de armazenamento. Apds
esse periodo, os iogurtes apresentaram uma razao C/CO de 0,8+0,1, ndo apresentando
diferenca significativa (p>0,05) do contetido inicial. Devido a alta heterogeneidade das
amostras com adi¢do de B-caroteno ndo encapsulado, a teor do composto nesta amostra nao

foi avaliado.

Figura 4 - Relagdo C/Co ao longo dos 30 d de armazenamento do iogurte adicionado

nanoemulsdes de B-caroteno (INP).
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Essa distribuicao heterogénea do carotenoide no produto, além de interferir no aspecto
visual do produto pode prejudicar a absorcdo do carotenoide no trato intestinal dos
consumidores. Isto porque para serem absorvidos, € necessario que os carotenoides sejam
extraidos da matriz alimentar e incorporados em micelas mistas no limen o que ¢ afetado
diretamente por diferencas de localizagdo na matriz alimentar e forma fisica, impactando

diretamente em sua bioacessibilidade (DESMARCHELIER; BOREL, 2017).
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A protecao do B-caroteno encapsulados por nanoemulsdes em faixas de pH entre
3-8 foi estudada por Qian et al. (2012), durante 5 d de armazenamento a 25 °C. Segundo os
autores, o AE durante o armazenamento foi relativamente pequeno (<10) em todas as
amostras em pH 4-8, consequéncia da agdo de protecdo das nanogotas, o que reduz a
protonagdo dos carotenoides, evitando/reduzindo a isomerizagdo cis-trans e outras reagdes de

degradacao.

4 CONCLUSAO

A aplicagdio de nanoemulsdes como carreadores de [-caroteno aumentou
significativamente (p<0,05) a sinérese, indice de comportamento a coesividade e indice de
viscosidade do fluxo e reduziu (p <0,05) os parametros firmeza e consisténcia, sendo que
esses parametros tecnologicos podem ser corrigidos com adicdo de estabilizantes. Os
carotenoides nanoencapsulados tornaram o produto mais homogéneo em comparacdo com a
formulacdo adicionada de [B-caroteno ndo encapsulado. As nanoemulsdes protegeram o
carotenoide, sem variagdo significativa (p>0,05) no contetdo de B-caroteno apos 30 d de
armazenamento na auséncia de luz a 4 °C, com uma pequena variacdo de cor, semelhante a
obtida com o corante amarelo de tartrazina. O uso de nanoemulsdes como carreadores de
compostos lipofilicos, como os carotenoides, 't promissor ¢ pode melhorar a dispersdo e a
estabilidade desses compostos em produtos acidos, como o iogurte, reduzindo o processo de

degradagdo desses compostos bioativos.
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ARTIGO 4
AVALIACAO TECNOLOGICA DE SORVETES TIPO GELATO ADICIONADO DE
NANOEMULSAO DE B-CAROTENO
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RESUMO

Alguns trabalhos demostram a aplicagao de nanoestruturas, como nanofibrilas, nanocapsulas e
nanoemulsdes em sorvetes. Sendo a ultima, uma das formas mais simples e economicamente
produtivas de controlar a estabilidade e a biodisponibilidade de compostos bioativos. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi desenvolver sorvetes tipo gelato com a adigdo de
nanoemulsdes de [P-caroteno para determinar a influéncia dessas nanoestruturas nos
parametros fisico-quimicos do produto. A produ¢do de nanoemulsdes ocorreu com 6leo de
milho e 0,2 mg mL™"' de B-caroteno por homogeneizacdo a alta pressdo. As trés formulagdes
desenvolvidas (controle, com nanoemulsdes € com B-caroteno sem encapsulamento) foram
mantidas a -18 © C por 28 d e avaliados os parametros tecnologicos, colorimétricos e
texturais. A adi¢do de nanoemulsdo permitiu aumentar o rendimento do produto pelo aumento
do overrun, sem afetar os parametros de estabilidade como pH, solidos soluveis, firmeza e
derretimento (p>0,05). Embora ndo tenha sido observada diferenga significativa (p>0,05) na
protecao dos carotenoides, o uso de nanoemulsdes melhorou a parte sensorial do produto,
aumentando a dispersdo do carotenoide, que por consequéncia gerou um gelato com maior
homogeneidade e coloracdo mais intensa. Assim, as nanoemulsdes apresentaram potencial
promissor para serem aplicadas em alimentos, desempenhando o papel de carreadores de
biocompostos, bem como melhoradores tecnologicos do gelato.

PALAVRAS-CHAVE: Carotenoides. Nanotecnologia. Oleo de milho.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Goff; Verespej; Smith, (2000) “sorvete ¢ um alimento coloidal
complexo, formado por globulos de gordura, bolhas de ar e cristais de gelo dispersos em uma
solugdo/dispersdao congelada e concentrada de proteinas, sais, mono e polissacarideos.” O
gelato ¢ um sorvete de origem italiana com um teor de agucar um pouco maior em
comparagdo aos sorvetes tradicionais (ALIKA; ATMA, 2018). A adi¢dao de frutas (SUN-
WATERHOUSE et al., 2013), proteinas (ALFAIFI; STATHOPOULOS, 2010), probioticos
(AKALIN et al., 2018), prebioticos (BALTHAZAR et al., 2018) e curcumina (BORRIN et al.,
2018) podem auxiliar na producdo de sorvetes saudaveis, e para esse proposito mais estudos
de formulagao sao necessarios.

Os carotenoides possuem uma estrutura basica formada por unidades de isopreno
ligadas covalentemente, criando uma molécula de 40 carbonos, com importante aplicagdes
como corante, antioxidante e precursor de vitamina A (principalmente o [-caroteno)
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Esses compostos podem proteger as células contra espécies
reativas de oxigénio e radicais livres, prevenindo a degradacdo da retina, canceres como o de
figado e melhorando o sistema imunolégico (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012; NISHINO
et al., 2009; RAO; RAO, 2007). Devido a sua cadeia altamente insaturada, os carotenoides
sdo bastante suscetiveis a processos de isomera¢do e oxidacdo (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

Um promissora solugdo descrita na literatura ¢ o uso de nanoestruturas para
melhoria de caracteristicas como estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade desses
compostos (CHUANG et al., 2018). Alguns trabalhos foram desenvolvidos com o uso de
nanoestruturas em sorvetes, dentre eles, a influéncia das nanofibras de celulose sobre os
elementos estruturais do sorvete (VELASQUEZ-COCK et al., 2019), incorporagdo de
curcumina nanoencapsulada (BORRIN et al., 2018) e propriedades fisicas de frozen yogurt
fortificado com nanoemulsao de 6leo de farelo de arroz roxo (ALFARO et al., 2015).

Entre essas nanoestruturas, as nanoemulsdes sdo uma das formas mais simples e
economicamente produtivas de controlar a estabilidade e a biodisponibilidade de compostos
ativos (MCCLEMENTS; XIAO, 2012). Assim, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver sorvetes tipo gelato com adicdo de nanoemulsdes de P-caroteno, a fim de

determinar a influéncia dessas nanoestruturas sobre os pardmetros fisico-quimicos do produto.



140

2 MATERIAL E METODOS

2.1  MATERIAL

Oleo de milho (Cargill, Mato Grosso, Brasil), Tween 20 (LabSynth, Sdo Paulo,
Brasil), Span 80 (Sigma—Aldrich, Hessen, Alemanha), B-caroteno (Sigma—Aldrich), dgua ultra
pura obtida em sistema de filtragdo Millipore Milli-Q (Merck, Hessen, Alemanha), base semi-
pronta para gelato (Duas Rodas, Jaguara do Sul, Brasil) e aglcar refinado (Caravelas,

Floriandpolis, Brasil). Todos os outros reagentes eram de grau analitico.

2.2 PREPARO DAS NANOEMULSOES

Para o preparo das nanoemulsodes, a fase oleosa foi composta por (relagdo de
massa do componente por massa total de fase oleosa - m m™): 70 % de 6leo e 30 % de Span®
80 e a fase aquosa foi composta por 10 mL de 4gua e 1 % (m v' — relagio massa de
surfactante por volume de fase aquosa) de Tween 20. A fase oleosa foi aquecida a 60 °C
juntamente com o B-caroteno (0,2 mg mL™! de formulagio final) e a fase aquosa foi aquecida
a 80 °C, ambas sob agitacdo magnética. Depois da completa dissolu¢do das fases, a fase
aquosa foi vertida na fase oleosa (relacdo de 10:1) sob agitagdo magnética constante (700
rpm). A emulsdo formada foi homogeneizada por 2 min a 14.500 rpm em Ultra-turrax® (T10
basic, IKA) e na sequéncia foi submetida a seis ciclos de 20 s a 68,9 MPa em homogeneizador

a alta pressdo (EmulsiFlex-C3, Avestin) (MARTINEZ, 2016).

2.3  GELATO

Para o preparo do gelato foi utilizada uma base semi-pronta (Specialitd Gelato
Aqua®) gentilmente cedida pela empresa Duas Rodas (Jaguara do Sul, Brazil). Foram
produzidas trés formulacdes: GC (controle) GNP (com nanoemulsdo de [B-caroteno de
tamanho na faixa de 300 nm) e G (com B-caroteno nao encapsulado) de acordo com o Tabela
1.

Inicialmente, todos os ingredientes foram dispersos em dgua ¢ homogeneizados
utilizando batedeira planetaria (modelo Arno Bpa), e as misturas obtidas foram resfriados

aproximadamente -5 °C (COTTRELL; PASS; PHILLIPS, 1979). Apds, as misturas foram
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homogeneizadas por 7 min (BORRIN et al., 2018) em batedeira planetaria. As formulagdes

foram entdo acondicionadas em potes de polipropileno de 2 L e estocadas a -18 °C por 28 d.

Tabela 1 - Composi¢ao do gelato.

Formulagao
Ingrediente GC GNP GB
Base Specialita Gelato Aqua®) (g) 100 100 100
Acucar refinado (g) 250 250 250
Nanoemulsao (mL) - 240 -
B-caroteno ndo encapsulado (mg) - - 48
Agua (mL) 1000 760 1000

2.4  pH, SOLIDOS SOUVEIS TOTAIS, OVERRUN E DERRETIMENTO

O pH das amostras foi determinado utilizando pHmetro digital (AOAC, 2000). Os
teor de solidos soluveis totais foi medido utilizando um refratdmetro portatil e o overrun das

amostras pela Equacao 1(SUN-WATERHOUSE et al., 2013):

Overrun (0/ )_ Volume do gelato-Volume da mistura
0)=

x 100 (D

Volume da mistura

O comportamento de derretimento foi avaliado de acordo com (RINALDI et al.,
2014) com modificacdoes. Amostras de gelato (75+2,0 g; —18 °C) com e sem nanoemulsdo
foram colocados em peneira (abertura de 1 mm?) e mantidas em ambiente climatizado a
20 °C. A massa derretida foi pesada (a cada 15 min) durante 120 min e os dados expressos em
porcentagem do volume derretido em relagdo ao inicial. A taxa de derretimento (g min™') foi
determinada de acordo com Amador; Hartel; Rankin (2017) pelo plote da por¢do linear da

curva de peso da porcao derretida (g) X tempo (min).
2.5 TEOR DE CAROTENOIDE
Os conteudos de B-caroteno nas amostras de gelato foram monitoradas pela

metodologia descrita por (MEZQUITA et al., 2015) com modifica¢des. Para isso 4 g de

amostra foram misturadas com 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), 3 mL de acetona, 2 mL de
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solucdo de NaCl 20 % (m v'') e 2 mL de hexano em tubos conicos de 15 mL. A mistura foi
agitada em vortex por 15 s e centrifugada a 2147xg por 5 min. A fase hexano contendo os
carotenoides foi removida e armazenada. Extracdes sucessivas da mistura foram realizadas
com 2 mL de hexano, até nao ser observada nenhuma coloracao.

A determinagdo da concentracdo de carotenoides totais no hexano foi realizada em
espectrofotometro a 450 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001)utilizando a Equacdo 2, de

acordo com Davies (1976):

AxV10°

AL +100+m

CT = (2)

Onde: CT = concentragdo de carotenoides totais (ug g'); A = absorbancia; V =
volume (mL); m= massa da amostra (g); A} 2,= absortividade especifica p-caroteno em

hexano (2592).

2.6 VARIACAO DE COR

A variagdao de cor dos gelatos foi analisada utilizando-se colorimetro Minolta
(Modelo Chroma Meter CR-400/410, Konica Minolta, Osaka, Japao) em sistema CIELab
(iluminante D65), onde a* indica a regido do vermelho (+a*) ao verde (-a*), b* indica a
regido do amarelo (+b*) ao azul (-b*) e L* a luminosidade.

A partir desses parametros calculou-se a diferenca de cor (AE) pela Equagao 3
(YUAN et al., 2018), o Croma através da Equacdo 4 e angulo Hue através da Equagdo 5
(TUPUNA et al., 2018).

AEzJ (L7-Lg) +(a"-a) +(b"by)’ 3)

Croma= /(a*)2+(b*)2 (4)

E3

Hue=tan™! :—* (5)
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Onde: Ly, ag e by sao os parametros no tempo inicial da amostra e L, a*e b*s@o

0s parametros no tempo em que esta sendo feita a analise.

2.7  ANALISE DE TEXTURA

O perfil de textura do gelatos com e sem nanoemulsdo foi feito em texturometro
(TA.XT plus, Stable Micro Systems Ltd., Inglaterra). Os ensaios de penetragdo foram
conduzidos nas condi¢des descritas por Alfaifi; Stathopoulos, (2010): probe com 2 mm de
diametro penetrou 10 mm das amostras com uma carga de 250 N, velocidade da pobre de 22
mim min"! e saida de 400 mm min' e quatro parAmetros foram determinados: firmeza (N),

consisténcia (N s™), coesividade (N) e indice de viscosidade (N s™1).

2.8 COMPOSICAO PROXIMAL

Umidade, cinzas, proteinas e conteudo lipidico foram determinados segundo

AOAC (2000) e o teor de carboidratos foi estimado por diferenca dos demais componentes.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos e analises foram realizados em triplicata e os dados analisados
por andlise de varidncia (ANOVA) e se necessario submetidos a teste de Tukey (p<0,05) ou

teste t (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés parametros, pH, soélidos soliveis e conteudo de carotenoides
acompanhados durante os 28 d de armazenamento, estdo mostrados na Figura 1. No inicio do
armazenamento (t=0) o pH das amostras estava entre 6,27 e 6,57, apds 28 d os valores
variaram de 6,53 a 6,66, sem diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras.

Os solidos soluveis totais, derivados principalmente de acucares, estabilizantes e
emulsificantes (LIMA; BRITO-OLIVEIRA; PINHO, 2016) estavam em torno de 25 ° Brix

para as trés formulacdes, sem alteracao significativa (p>0,05) apos 28 d.
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Figura 1 - Acompanhamento de pH, sélidos soltiveis e carotenoides das

formulagdes GC (a), GNP (b) e GB (c).
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Cont. Figura 1 - Acompanhamento de pH, solidos soluveis e carotenoides das formulagdes

GC (a), GNB (b) e GB (c).
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Os teores de carotenoides diminuiram significativamente (p<0,05), em torno de
30 % nas formulagoes GNf e Gf apos 28 d (Figura 1b e Figura 1c¢), o que levou a variagdes
de cor - AE (Figura 2a) de 2,61 £ 0,82 (GNB) e 3,68 = 1,98 (GP) apos 28 d. Nao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre o uso de nanoemulsdo ou o B-caroteno ndo encapsulado
nos parametros teor de B-caroteno e AE. No entanto, ¢ fundamental destacar que a amostra
com nanoemulsdo apresentou um aspecto mais homogéneo que a amostra com o carotenoide
ndo encapsulado (na qual foi possivel observar pequenos pontos laranjas), o que pode ter
interferido na quantificagdo de carotenoides.

Outro aspecto visualmente observado foi a coloracdo das amostras. A amostra de
GC era branca, como a base usada para a preparacdo da amostra. A amostra G} tinha uma
coloragdo levemente alaranjada, enquanto a amostra GNP apresentava uma coloragdo
amarela. A cor ¢ um atributo importante nos alimentos e frequentemente influencia a
preferéncia do consumidor (BALTHAZAR et al., 2018; CAKMAKCI et al., 2016). A
tonalidade das amostras indicada pelos valores do angulo Hue (TUPUNA et al., 2018)
calculado a partir do valores de L*a*b* (APENDICE 10), que foram de aproximadamente
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90 ° (Figura 2b), demonstram uma coloracdo amarelada (Balthazar et al., 2015), mesmo apos
28 d de armazenamento. No entanto, a amostra G estava mais proximo da cor laranja

enquanto a amostra GNP tendia ao amarelo.

Figura 2 - Variagao de cor (a), angulo Hue (b) e croma (c) durante 28 d de estocagem.
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Meédia+desvio padrdo (n=3). Letras gregas iguais representaram resultados estatisticamente iguais (p>0,05) entre
as duas formulagdes para o mesmo tempo. Letras maiusculas iguais representam resultados estatisticamente
iguais (p>0,05) para a amostra GNf} em tempos diferentes. Letras mintsculas iguais representam resultados
estatisticamente iguais (p>0,05) para a amostra G} em tempos diferentes.

Embora o angulo de matiz fosse similar, a saturacdo de cor indicada pelos valores
de croma (TUPUNA et al.,, 2018), foram significativamente (p<0,05) diferentes entre as
amostras, com os valores de GNP sendo superiores a G (Figura 2c). Além disso, o periodo
de armazenamento teve diferentes efeitos no croma das amostras. GNf apresentou um
aumento significativo (p<0,05), enquanto a amostra G} apresentou uma reducao significativa
(p<0,05). Rinaldi et al. (2014) descreveu um aumento na saturagao de cores de amostras de
gelato formuladas com quatro surfactantes (mono- e diglicerideos de acidos graxos saturados,
fosfolipidios de soja, leite e arroz) apos quatro semanas de armazenamento, sendo estas
alteracdes descritas pelo autor como provavelmente relacionadas a fendmenos iniciais de

oxidagcdo de gordura. Em contraste, uma diminui¢ao dos valores de croma apos 45 d de
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armazenamento foi descrita por Lima; Brito-Oliveira; Pinho (2016) em sorvetes com [-
caroteno, o que de acordo com os autores podem indicar a oxidagdo do carotenoide. Quanto
maior o valor de croma, maior a intensidade de cor percebida pelo olho humano, entdo a
amostra GNJ apresentou cor mais intensa que o G3 (BALTHAZAR et al., 2017).

O teor de macromoléculas na formulagdo tem grande importancia, pois ¢ atribuido
a essas moléculas o desenvolvimento da estrutura dos sorvetes (ADAPA et al., 2000). A
composi¢ao proximal das formulagdes pode ser observada na Tabela 2.

Nos teores de proteina e cinzas, ndo foram observadas alteracdes significativas
(p>0,05) entre as formulagdes. O gelato enriquecido com nanoemulsdes de [B-caroteno
apresentou cerca de 15 % a mais de lipidios (p<0,05) do que a amostra sem adi¢ao de
nanoemulsdo. Esse aumento no teor de lipidios era esperado em consequéncia da presenga da
fase oleosa da nanoemulsdo ja tendo sido descrito em sorvete de abacaxi enriquecido com
nanoemulsdo de curcumina (BORRIN et al., 2018). Essa diferenca no conteudo lipidico pode
afetar dois importantes parametros tecnologicos: o overrun (BORRIN et al., 2018; SUN-
WATERHOUSE et al., 2013) e textura (ADAPA et al., 2000)

Tabela 2 - Caracterizagdo (base seca) dos gelatos sem (GC) e com (GNf) adicao de

nanoemulsio.

Formulacao

Parametros (%) Sem nanoemulsio Com nanoemulsio

Cinzas* 0,05? 0,04?
Lipidios 23,8+1,4° 38,6+2,1%
Proteinas 1,9+0,3% 1,8+0,4%

Carboidratos** 74,2 59,6

Meédiatdesvio padrao (n=3). Médias com letras mintsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenga

estatistica (p<0,05) pelo teste t. *desvio padrao<0,1. **Valores obtidos por diferenca dos demais componentes.

Overrun € o calculo industrial do ar adicionado aos produtos congelados e a
quantifica¢@o e controle da incorporacdo de ar no sorvete ¢ muito importante para a qualidade
e estabilidade do produto (MARSHALL; GOFF; HARTE, 2003). A adi¢ao de nanoemulsdes
no sorvete impactou nesse parametro (Figura 3), com um aumento significativo (p<0,05) de
34 % em comparagdo com a amostra controle. A amostra com [-caroteno sem
encapsulamento também mostrou um aumento significativo (p<0,05) em relacdo as amostras

controle. No entanto, esse incremento, em torno de 24 %, foi menor que o ocorrido com a
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adi¢do de nanoemulsdo. Comportamento semelhante ocorreu em sorvetes adicionados com
nanoemulsdes de curcumina e curcumina livre com um aumento de 8 % no overrun
(BORRIN et al., 2018).

Gelatos comumente apresentam overrun <30 % e sorvetes tradicionais entre 50-
100% (RINALDI et al., 2014). O overrun observado nas amostras com nanoemulsdes,
préoximo aos valores de sorvete tradicional, foi provavelmente uma consequéncia do fato de
que o alto teor de gordura permitiu maior coalescéncia entre as gotas de gordura melhorando
o aprisionamento de bolhas de ar no gelato (SUN-WATERHOUSE et al., 2013). Por outro
lado, os valores mais baixos de overrun para amostras com carotenoide sem encapsulamento,
podem ser atribuidos ao aumento da viscosidade das mistura sugerido por Rizk; El-Kady; El-
Bialy (2014) que observaram uma reducdo de 46,32 % para 34,62 % no overrun de sorvetes

fabricados com diferentes niveis (0-5 %) de licopeno.

Figura 3 - Overrun das amostras de gelato controle (GC), com adi¢do de nanoemulsodes de [3-

caroteno (GNp) e com adi¢ao de B-caroteno sem encapsulamento (Gf).
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Médiatdesvio padrio (n=3). Médias com letras mintisculas diferentes s@o significativamente diferentes
(p <0,05).

Os parametros firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade estdao
apresentados na Tabela 3. O overrun pode afetar a firmeza do sorvete (ALFARO et al., 2015),
mas comparando as duas formulacdes, ndo foi observada alteragdo significativa (p>0,05)
desse parametro, mesmo com o maior overrun observado na amostra com nanoemulsdo.
Provavelmente devido a outros parametros como o tamanho dos cristais de gelo, que podem

afetar a penetracdo da probe e a viscosidade do produto (AMADOR; HARTEL; RANKIN,
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2017). Nao houve também variagdo significativa (p>0,05) na firmeza de sorvetes com a
adigdo de 0,15 ¢ 0,3 % (m m™") de nanofibras de celulose (VELASQUEZ-COCK et al., 2019).
E valores similares de firmeza (em torno de 5 N) foram observados em amostras de sorvetes
probidticos com 2 % de fibra de maca ou aveia (AKALIN et al., 2018) e em sorvetes tratados
com campo elétrico pulsado com e sem suplementagdo de ions de zinco (aproximadamente
6 N) (PANKIEWICZ et al., 2019).

No entanto, a adicdo de nanoemulsdes apresentou efeito significativo (p<0,05)
sobre os outros trés parametros. A consisténcia foi 45 % menor na amostra com nanoemulsdo.
Fisicamente, isso significa que menos trabalho ¢ necessario para comprimir essa amostra
(NASARUDDIN et al., 2012) em comparagdo com a amostra controle. A coesividade foi 27
% maior na amostra GNf, portanto, maior quantidade de deformacdo ¢ necessaria antes da
ruptura (NASARUDDIN et al., 2012) desta amostra. E exercida também maior resisténcia ao
escoamento pela amostra com nanoemulsdes do que pela amostra controle, pois o indice de
viscosidade dessa amostra foi 47 % maior. Isto é provavelmente causado pelo fato de que a
diminui¢do do didmetro das gotas de 6leo (como observado nas nanoemulsdes) leva a uma
maior superficie de contato, o que gera uma importante forga de atrito, que se opde ao fluxo
livre da emulsdo em um campo de cisalhamento. aumentando sua viscosidade (LIU; XU;

GUO, 2007).

Tabela 3 - Pardmetros de textura do gelato sem (GC) e com (GNp) adi¢do de nanoemulsdes.

Formulagao
Parametros Sem nanoemulsio Com nanoemulsio
Firmeza (N) 5,13+0,49% 4,71+0,722
Consisténcia (N s™) 11,66+0,30% 6,38+0,69°
Coesividade (N) -0,60+0,07% -0,44+0,03°
indice de viscosidade (N's')  -0,01440,001° -0,007+0,001°

M¢édiatdesvio padrao (n=3). Médias com letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca

estatistica (p<0,05).

Estas mudangas nos parametros de textura podem estar relacionadas também a
mudancgas na temperatura de cristalizacdo das amostras. Truong et al. (2014) avaliaram os
efeitos do tamanho das goticulas de emulsao na cristalizacao da gordura do leite e observaram
uma tendéncia de redugdo da temperatura de cristalizagdo com redu¢ao do tamanho das

goticulas. Os autores propdem que esta modificagdo na temperatura de cristalizacdo entre as



150

nanoemulsdes ¢ emulsdes convencionais poderia ser usada para modificar as propriedades
fisicas e funcionais de produtos alimenticios contendo gordura ou sistemas de encapsulamento
e carreadores lipidicos, produzidos por diferentes tipos de emulsoes.

Segundo Warren; Hartel (2018) o processo de derretimento de sorvete ¢ bastante
complexo. Na Figura 4 estdo apresentados os comportamentos de descongelamento das
amostras com (GNf) e sem (GC) nanoemulsdo. A primeira gota das duas formulagdes foi
observada entre 35-40 min, o derretimento de 50 % foi observado a 88,3 + 2,8 min e 83,3 +
7,6 min para GC e GNp, respectivamente, sem diferenga significativa (p>0,05) entre as
amostras. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na taxa de derretimento das formulagdes
GB e GNB, com valores em torno de 1 g min™', semelhante a descrita por outros autores como
Amador; Hartel; Rankin (2017) 1,28-0,98 g min™!, Balthazar et al (2015) 1,15 g min™! (sorvete
com adicdo de 1,5 % de galactooligossacarideos), e Warren; Hartel (2018) 1,13 g min
(sorvetes com 50 % de overrun e produzidos a velocidades de 500 e 750 RPM).

Figura 4 - Monitoramento do derretimento dos gelatos com (GNf) e sem (GC) a adi¢do de

nanoemulsdes de B-caroteno durante 120 min e taxa de derretimento (g min™).
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Meédiatdesvio padrao (n=3). Médias com letras minusculas iguais ndo apresentam diferenga estatistica (p>0,05).

O derretimento pode ser afetado pela composicdo do sorvete. As primeiras gotas

de derretimento de sorvete com Fortunella margarita ocorreu entre 14-18 min, sendo que este
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valor aumentou com o aumento da adi¢do do fruto (CAKMAKCI et al., 2016). Esse menor
tempo de derretimento em relacdo ao encontrado no presente trabalho pode estar relacionado
ao menor teor de gordura (12-13 %) do sorvete com Fortunella margarita, ja que esse
componente forma uma grande rede entre os cristais de gelo e bolhas de ar aumentando a

estabilidade do sorvete (AMADOR; HARTEL; RANKIN, 2017).

4 CONCLUSAO

A adi¢do de nanoemulsdes de B-caroteno em sorvetes tipo gelato gerou efeitos
significativos sobre parametros tecnolodgicos criticos. A adi¢gdo de nanoemulsdo permitiu
aumentar o rendimento do produto incrementando o overrun, sem afetar os parametros de
estabilidade como pH, solidos soluveis, firmeza e derretimento. Embora ndo tenha sido
observada diferenca significativa (p>0,05) na protecdo dos carotenoides, o uso de
nanoemulsdes aumentou a dispersdo do carotenoide, que por consequéncia gerou um gelato
com maior homogeneidade e coloragdo mais intensa, portanto, influenciando o atributo da
aparéncia sensorial do produto. Assim, as nanoemulsdes demonstram bom potencial para
serem aplicadas em alimentos, desempenhando o papel de carreadores de biocompostos, bem

como melhoradores de caracteristicas tecnologicas
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4 CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstrou a formagao de emulsdes em escala nanométrica,
utilizando como fase oleosa lipidios de origem vegetal, (6leos de arroz, milho e soja) de grau
alimenticio. A eficiéncia de encapsulamento de B-caroteno no 6leo de milho foi de 98 %
utilizando a técnica de homogeneizacdo a alta pressdo. As nanoemulsdes produzidas
apresentaram tamanho na faixa de 300 nm, com distribui¢do de tamanho monodisperso
(IPD<0,2) e potencial { negativa. Essas caracteristicas permaneceram inalteradas com a
adi¢ao do B-caroteno.

Os trés Oleos apresentaram capacidade de protecdo do carotenoide, com
manuten¢do de mais de 50 % do teor inicial apos 90 d a 4 °C. Porém o 6leo de milho
destacou-se dos demais sem nenhuma perda significativa (p>0,05) de B-caroteno ao término
deste armazenamento. A atividade antioxidante da nanoemulsdo formulada com 6leo de soja,
reduziu 33 % o teor de peroxidos gerados em azeite de oliva.

A agdo protetiva das nanoemulsdes sob o carotenoide, frente a exposicao a fatores
criticos a sua estabilidade como luz (fluxo luminoso de 1055 lumen) e diferentes temperaturas
(4, 25 e 37 °C), assim como sua estabilidade fisica nessas condi¢des, também foram
determinados no presente trabalho. As nanoemulsdes estudadas apresentaram estabilidade
fisica satisfatdria, com baixa incidéncia de processos de desestabilizacdo como coalescéncia e
Ostwald ripening (com valores de w entre -0,008e - 0,023 nm3d!). A formulagio com
0,2 mg mL™! apresentou melhor estabilidade do carotenoide, com retengdes de B-caroteno de
aproximadamente 80 % durante os processamentos térmicos e estocagem durante 90 d.
Independente da concentracio inicial do carotenoide (0,2 ou 0,5 mg mL™") a melhor condicio
de estocagem, dentro dos 90 d testados, foi a 4 °C sem luz.

A partir dessas informagdes foi possivel sugerir duas matrizes alimenticias,
iogurte e gelato, para verificar os efeitos tecnologicos da adicdo dessas nanoemulsdes, sendo
observados significativos (p<0,05) sobre parametros tecnoldgicos importantes. A adi¢do de
nanoemulsdes de PB-caroteno proporcionou um aumento da dispersdo do carotenoide no
iogurte tornando-o mais homogéneo, em comparacdo com a formulacdo adicionada de [3-
caroteno nao encapsulado, porém, ocorreu o aumento da sinérese, e reducdes da firmeza,
consisténcia, coesividade e indice de viscosidade. Esses problemas tecnologicos
provavelmente foram decorrentes da elevagdo no teor de dgua proveniente da adi¢do da
nanoemulsdo. As nanoemulsdes protegeram o carotenoide, sem variagdo significativa

(p>0,05) no contetido de B-caroteno apos 30 d de armazenamento (4 °C em embalagens de
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polipropileno), com uma pequena variagdo de cor, semelhante a obtida com o corante amarelo
de tartrazina.

No gelato o enriquecimento com nanoemulsdes de -caroteno além de promover o
incremento positivo na incorporacdo de ar (overrum), ndo modificou parametros de
estabilidade importantes como pH, sdlidos soluveis, firmeza e derretimento. Provavelmente
porque as nanoemulsdes substituiram parte da dgua utilizada na formulagdo desse produto. O
teor de B-caroteno apresentou uma tendéncia de maior reducdo no sorvete do que no iogurte,
o provavelmente devido a incorporagdo de ar inerente ao processamento.

Do ponto de vista sensorial, onde a cor do produto exerce influéncia sob o
consumidor, foi observado que as nanoemulsdes permitem uma coloragcdo mais homogénea
que o B-caroteno ndo encapsulado para ambos os produtos, iogurte e gelato. Dessa forma, o
presente trabalho demostrou que o uso de nanoemulsdes como carreadores de compostos
lipofilicos, como os carotenoides, sdo promissores ¢ podem melhorar a dispersdo e a

estabilidade desses compostos.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

. Testar a estabilidade fisico-quimica de nanoemulsdes formuladas com o6leo de soja e
arroz durante armazenamento e tratamento térmico;
. Testar a estabilidade fisico-quimica de nanoemulsdes frente a outros tipos de

processos utilizados na industria de alimentos;

. Avaliar a liberacao in vitro do carotenoide nanoemulsionado;

. Avaliar a estabilidade das nanoemulsdes em diferentes condi¢des e pH e na presenga
de sais.

o Avaliar o efeito da substituicdo de parte da dgua da formulagdo do iogurte por

nanoemulsdes, assim como seu comportamento durante o processo fermentativo;

. Verificar as mudancas estruturais nos gelatos com adi¢cdo de nanoemulsdes (tamanho
dos cristais de gelo formados);

o Verificar a interferéncia das nanoemulsdes no comportamento reologico do gelato;

. Estudar o desenvolvimento de formulacdes com adi¢do de carotenoides naturais.
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APENDICE 1
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Curva padrao de B-caroteno em metanol utilizando espectrofotdmetro (A=450 nm).
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APENDICE 2

0,030

Principais 4cidos graxos (%) presentes nos 6leos de arroz, canola, gergelim, girassol, linhaga,

milho e soja.

Acidos Arroz Canola Gergelim Girassol Linhaca Milho Soja
Graxos

Cle:1 20,5 5,1 10,1 55 9,1 11,6 5
C18:1 34,6 30,3 41,7 45,1 - 49,7 30
C18:2 41,3 60,4 42,1 45,2 82,0 36,0 60
C18:3 1,6 2,7 52 3,0 7,3 0,8 3
Outros 2,1 1,5 0,9 1,2 1,7 1,9 1,5

Valores médios (n=2).
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APENDICE 3
Exemplo de histogramas de distribuicdo de tamanho de nanoemulsdes com o6leo de arroz (a),

milho (b) e soja sem B-caroteno em t=0
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APENDICE4
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APENDICE 5

Curva padrao de B-caroteno em CLAE.

600000 —

500000 - /

o
400000 /
=4
=
-
= 300000 -
=
3 “
Fom
vt 200000
y = 14978x - 19601
100000 — R’ = 0,9961
0= T T T T T T T 1
0 5 10 5 20 25 30 35 40

Concentragdo (ug mL™)

APENDICE 6

Curva padrao de -caroteno em metanol:cloroformio (1:1) utilizando espectrofotometro

(=450 nm).
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APENDICE 7

Relagio C/Cy das nanoemulsdes de 0,2 mg mL™! durante 30 d de armazenamento a 4, 25 e

37 °C (com e sem luz).
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APENDICE 8

Relagdo C/Cy das nanoemulsdes de 0,5 mg mL! durante 30 d de armazenamento a 4, 25 e

37 °C (com e sem luz).
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APENDICE 9

Curvas de viscosidade aparente (mPa s) em fun¢io da taxa de cisalhamento (s!) para iogurtes
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APENDICE 10
Valores de L*a*b* para amostra IB (a) em t=0 e valores de L* (b), a* (c), b* (d) durante 30 d
das amostras I INp e IAT.
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APENDICE 11

Valores de L* (a) a* (b) e b*(c) GC, GNP e G

[ JGC M GNB[ TGP
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