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RESUMO

Os alimentos funcionais possuem propriedades benéficas a satde além de seus beneficios
nutricionais. Dentre eles, o licopeno age como composto bioativo importante. O licopeno é um
carotenoide com propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e anti-inflamatérias
relacionado com a prevengdo de doengas cardiovasculares e tumores. No entanto, esses
compostos sdo instaveis e degradados facilmente quando expostos a luz,
aquecimento/resfriamento, oxigénio e enzimas. Nesse sentido, ¢ importante encontrar novos
sistemas carreadores que preservem as propriedades dos compostos bioativos. A
nanoencapsulagdo utilizando quitosana como material de parede ¢ promissora, devido as suas
propriedades biodegradaveis, biocompativeis, atoxicas, antimicrobianas e mucoadesivas. Além
disso, a reducdo da massa molar da quitosana gera a redugao da viscosidade e alteragdo na sua
solubilidade, tornando-se interessante para o desenvolvimento de nanocapsulas. A gelatina tipo
B ¢ uma proteina, a qual resulta da hidrdlise incompleta do colageno, possui ponto isoelétrico
entre pH 4,8 - 5,2 e apresenta carater anionico. Esta tltima carateristica ¢ interessante para a
interagdo quimica com um biopolimero policationico, como a quitosana. Por esta razdo, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de nanoemulsdo para nanoencapsular
licopeno, utilizando como materiais de parede a quitosana despolimerizada oxidativamente ¢ a
gelatina tipo B, e caracterizar as nanocapsulas. As pastas de tomate italiano in natura foram
utilizadas para a extragdo de licopeno. A quitosana foi obtida a partir dos residuos de camarao;
apds, foi submetida a despolimerizagdo pela via oxidativa. As nanocapsulas foram
desenvolvidas com o método de emulsificagdo. Foram avaliadas diferentes massas molares de
quitosana (50, 100, 150 e 200 kDa) e, os outros fatores foram fixados, concentracdo de
quitosana e gelatina (0,55 % m/v), taxa de agita¢do (10.000 rpm) e concentragdo de bioativo (2
% v/v). O efeito da massa molar de quitosana foi avaliado nas caracteristicas das nanocépsulas.
As nanocapsulas foram avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulagdo, estabilidade fisico-
quimica (tamanho da capsula, potencial Zeta) estabilidade da atividade antioxidante (método
ABTS). Os resultados demonstraram que todas as nanoemulsdes apresentaram alta eficiéncia
de encapsulacao (>96,73%) e permaneceram estaveis por 30 dias sem separacdo de fases. A
quitosana de baixa massa molar (50 kDa) apresentou a melhor estabilidade estérica ao longo de
30 dias (338 a 390 nm). Além disso, todas as nanoemulsdes preservaram a atividade
antioxidante do licopeno (~ 59-76%).

Palavras-chave: Antioxidante. Bioativo. Despolimerizagdo. Emulsificacdo. Estabilidade
estérica. Nanoemulsao.






ABSTRACT
CHITOSAN AND GELATIN NANOCAPSULES FOR LOADING LYCOPENE

Functional foods have beneficial health properties, in addition to their nutritional benefits.
Among them, lycopene acts as an important bioactive compound. Lycopene is a carotenoid
with antioxidant, antimicrobial, antitumor and anti-inflammatory properties related to the
prevention of cardiovascular diseases and tumors. However, these compounds are unstable and
easily degrade when exposed to light, heating/cooling, oxygen and enzymes. In this sense, it is
important to find new carrier systems that preserve the properties of bioactive compounds.
Nanoencapsulation using chitosan as a wall material is promising due to its biodegradable,
biocompatible, non-toxic, antimicrobial and mucoadhesive properties. Furthermore, the
reduction in the molar mass of chitosan generates a reduction in viscosity and changes in its
solubility, making it interesting for the development of nanocapsules. Type B gelatin is a
protein, which results from incomplete collagen hydrolysis and has an isoelectric point between
pH 4.8 - 5.2 and has an anionic character, the latter characteristic is interesting for a chemical
interaction with a polycationic biopolymer such as chitosan. For this reason, the aim of this
work was to develop a nanoemulsion system to nanoencapsulate lycopene, using oxidatively
depolymerized chitosan and type B gelatin as wall materials, and finally to characterize the
nanocapsules. Fresh Italian tomato pastes were used for lycopene extraction. Chitosan was
obtained from shrimp waste; after, it was subjected to depolymerization via the oxidative
pathway. Nanocapsules were developed using the emulsification method. Different chitosan
molecular weights were evaluated (50, 100, 150 and 200 kDa), the other factors were fixed,
concentration of chitosan and gelatin (0.55% w/v), agitation rate (10,000 rpm) and
concentration of bioactive (2 % v/v). The effect of chitosan molecular weight was evaluated on
the nanocapsules characteristics. The nanocapsules were evaluated for encapsulation efficiency,
psychochemical stability (particle size, Zeta potential) and the stability of the nanocapsules
antioxidant activity (ABTS method). The results pointed out that all nanoemulsions showed
high encapsulation efficiency (= 96.73%) and remained stable for 30 days without phase
separation. The low molecular weight chitosan (50 kDa) showed the best steric stability over
30 days (338 to 390 nm). Furthermore, all nanoemulsions preserved the antioxidant activity of
lycopene (~ 59-76%).

Keywords: Antioxidant. Bioactive. Depolymerization. Emulsification. Nanoemulsion. Steric
stability.
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1 INTRODUCAO

Os compostos bioativos oriundos de recursos naturais possuem propriedades
fisiologicas benéficas para a satide humana (BIESALSKI et al., 2009; FERNANDES;
COELHO; SALAS-MELLADO, 2019; YEUNG; MOCAN; ATANASOV, 2018). Nesse
sentido, ha grande interesse no incremento da producgdo de alimentos funcionais, os quais sejam
incorporados com esses compostos biologicamente ativos.

O licopeno ¢ um carotenoide encontrado principalmente em tomates (Solanum
lycopersicum). Este composto bioativo ¢ um hidrocarboneto alifatico de cadeia aberta com 13
ligagdes duplas, das quais 11 ligagdes duplas de carbono sdo conjugadas (SRIVASTAVA;
SRIVASTAVA, 2013). O licopeno atua como um poderoso antioxidante relacionado a reducao
do risco de doengas degenerativas, como doengas cardiovasculares, além de possuir
propriedades  antioxidantes, = antimicrobianas,  antitumorais ¢  anti-inflamatorias
(CHERNYSHOVA et al., 2019; NEDAMANI; NEDAMANI; SALIMI, 2019).

No entanto, os compostos bioativos sdo desafiadores para a indistria de alimentos,
pois se degradam com facilidade, j& que apresentam baixa estabilidade, sendo a solubilidade e
atividade afetadas pelas condicdes adversas no trato gastrointestinal, as quais limitam a
aplica¢do na industria e dificultam a extragcdo, determinagdo e padroniza¢do. Sendo assim,
torna-se possivel obter um melhor aproveitamento das propriedades dos compostos bioativos a
partir de novos sistemas, como carreadores que protejam os mesmos (BAO et al., 2019;
NOWAK et al., 2019).

A quitosana ¢ um polissacarideo cationico hidrofilico linear, com uma estrutura
molecular que permite gerar modificacdes quimicas e mecanicas. Entre muitas caracteristicas,
pode-se  destacar suas propriedades de biodegradabilidade, biofuncionalidade,
biocompatibilidade, antimicrobiana e atoxicidade, além de possuir caracteristicas
mucoadesivas, aumentando sua capacidade de adsorver e proteger compostos bioativos pela
passagem ao longo do trato gastrointestinal. Essas propriedades tornam a quitosana um
composto 0timo para a producao de nanocapsulas (BATISTA et al., 2019; FARIAS et al., 2019;
SULLIVAN et al., 2018; YUNESSNIA et al., 2018). A redu¢do da massa molar da quitosana
gera a reducdo da viscosidade e alteragdo na sua solubilidade, tornando-se interessante para o
desenvolvimento de nanocapsulas.

O encapsulamento impede e retarda os processos de degradacdo dos compostos
bioativos, consequentemente, melhorando os efeitos terapéuticos desses compostos

(YUNESSNIA et al., 2018). Além disso, tem sido demonstrado que a aplicacao de biopolimeros
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na nanotecnologia pode inibir a degradacdo dos compostos bioativos (RAJABI et al., 2019;
RIVERA et al., 2015). Nesse sentido o encapsulamento ¢ atrativo para aplicagdes nas areas de
alimentos e farmacia, como, por exemplos, sua aplica¢ao na conservagao de alimentos (WANG
et al., 2017), carreador em alimentos (HA et al., 2013) e suplemento alimentar (CHIU et al.,
2017). Sendo assim, no presente trabalho sdo desenvolvidos sistemas de nanoemulsdes para
nanoencapsular licopeno, utilizando como materiais de parede a quitosana despolimerizada e a

gelatina tipo B, caracterizando as nanocapsulas formadas.



23

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver sistemas de nanoemulsdes para nanoencapsular o licopeno,
proveniente de tomate italiano, utilizando quitosana despolimerizada e gelatina tipo B, como

materiais de parede, e caracterizar as nanocéapsulas formadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter quitosana de residuos de camardo com diferentes massas molares mediante as
despolimerizagdes por vias acida e oxidativa, e caracterizar as amostras quanto a massa
molar média viscosimétrica.

e Extrair e quantificar o licopeno das amostras de tomate italiano.

e Desenvolver nanocépsulas de licopeno a base de quitosana e gelatina tipo B, utilizando
o método de emulsificacdo e, avaliar os efeitos da massa molar nas nanocapsulas
desenvolvidas.

e (aracterizar as nanocapsulas quanto a tamanho de capsulas, potencial Zeta, estabilidade

fisico-quimica, eficiéncia de encapsulagdo, além de avaliar a atividade antioxidante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os consumidores tém demandado por produtos que contribuam diretamente para
sua saude. Portanto, o desenvolvimento de alimentos funcionais tornou-se atrativo, pois
possuem propriedades favoraveis para sua aplicagdo na inddstria de alimentos (OZMATARA,
2021).

O conceito de alimento funcional foi inicialmente utilizado pelos cientistas
japoneses como alimentos fortificados com constituintes especiais que apresentam efeitos
fisiologicos vantajosos (SIRO et al., 2008). A Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
(ANVISA) define os alimentos funcionais como todos os alimentos ou ingredientes que além
de fungdes nutricionais bdsicas, produzem efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos, a fim de
fornecer efeitos benéficos a saude, devendo ser seguros para consumo sem supervisdo médica
(ANVISA, 1999).

Os compostos bioativos sdo substincias ativas presentes em plantas, micro-
organismos e em certos alimentos (como frutas, vegetais, nozes, oleos e graos integrais), que
tém efeito benéfico na saude humana. Os ingredientes bioativos, também conhecidos como
ingredientes funcionais, sdo extraidos de fontes naturais de alimentos. Esses compostos mantém
suas propriedades mesmo apds a extragdo (BIESALSKI et al., 2009). Os bioativos podem
apresentar atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante; sendo que os
antioxidantes constituem um dos grupos mais estudados devido a sua influéncia em prevenir
doengas cronicas, como cancer e doencas cardiovasculares (FERNANDES; COELHO;
SALAS-MELLADO, 2019).

No entanto, a aplicacdo de compostos bioativos tem sido desafiadora para a
industria de alimentos, pois esses se degradam com facilidade, ja que apresentam baixa
estabilidade. Ademais, a solubilidade e a atividade biologica sdo afetadas pelas condig¢des
adversas no trato gastrointestinal, as quais limitam a aplicacdo na industria e dificultam a
extragdo, determinagdo e padronizacdo. Sendo assim, torna-se possivel obter um melhor
aproveitamento das propriedades dos compostos bioativos a partir do desenvolvimento de
novos sistemas, como carreadores que protejam os mesmos (YOUSEFI et al., 2021).

Segundo a Producdo Agricola Municipal (PAM) no ano 2019, a cidade do Rio
Grande, teve uma producao de tomate entre 1044 — 59,063 (mil reais), conforme ¢ mostrado na
Figura 1. Sao duas espécies as que destacam nessa producdo, sendo o tomate italiano o

escolhido nesta pesquisa.
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Figura 1 — Mapa da producdo de tomate, valor (mil reais).

& = N

Tomate italiano

Fonte: PAM (Produg@o Agricola Municipal) 2019.

3.1.1 Licopeno

Dentre os alimentos, o licopeno (Figura 2) ¢ um composto bioativo da classe dos
carotenoides encontrado em muitas frutas e hortaligas. O tomate (Solanum lycopersicum)
apresenta a maior concentracdo deste composto bioativo, entre 30-140 mg/kg, sendo
responsavel pela sua cor vermelha (JIANG et al., 2008).

Este composto bioativo ¢ um hidrocarboneto de polieno linear, composto por 40
atomos de carbono, possuindo uma cadeia aberta com 13 ligagdes duplas, das quais 11 ligagdes
duplas sdo conjugadas (GHEONEA et at., 2021). Esta ultima caracteristica lhe confere a
capacidade de eliminar espécies reativas de oxigé€nio. Este composto bioativo tem efeitos
benéficos a saide humana devido a sua atividade antioxidante, possuindo o maior potencial
antioxidante entre todos os carotenoides. O licopeno ¢ usado no tratamento de doengas como
cancer, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares (CHERNYSHOVA et al.,, 2019;
GRABOWSKA et al., 2019; NEDAMANI; NEDAMANI; SALIMI, 2019; SRIVASTAVA,;
SRIVASTAVA, 2013).
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Figura 2 - Estrutura quimica do licopeno.

Fonte: Adaptado de Grabowska et al. (2019).

O licopeno ¢ um antioxidante que sofre degradacao oxidativa com muita facilidade
devido ao seu alto grau de insaturacdo, o que gera muita instabilidade (SOUZA et al., 2018).
Ademais, ¢ insolivel em dgua e sensivel ao oxigénio, luz e calor, o que limita seu uso na

industria alimenticia (RIBEIRO; AX; SCHUBERT, 2010).
3.2 RESIDUOS DE CAMARAO

Segundo fontes da Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura
(FAO), a produ¢do de camardo gerado no ano 2020, foi aproximadamente 100 mil toneladas,
das quais entre 60 — 65% sao residuos do camardo (Figura 3). Esses residuos s3o usados para a

producdo de quitina e finalmente obter quitosana.

Figura 3 — Representacgdo grafica da produ¢do de camarao no brasil no ano 2020.

pe—— 100 mil toneladas, 2020 (FAO)

60-65% do peso vivo
sdo residuos do
camardo

Reaproveitamento

Fonte: FAO (2020)
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3.3 QUITOSANA

A quitina ¢ um polimero biodegradavel e ¢ o segundo polimero mais abundante na
natureza. As principais fontes sdo os exoesqueletos de crustaceos e da parede celular de fungos.
A quitosana ¢ um polimero policatidnico composto de 2-acetamido-2-desoxi-f-D-glicopiranose
e residuos de 2-amino-2-desoxi-f-D-glicopiranose, e ¢ produzida industrialmente partindo da
desacetilagdao da quitina, possuindo propriedades fisico-quimicas interessantes para a area da
pesquisa e para da industria (Figura 4). Sua estrutura molecular permite gerar modificagdes
quimicas e mecanicas. Entre muitas propriedades, pode-se destacar seu carater biodegradavel,
funcional, adesivo, solubilidade, policationico, atoxicidade, além de possuir caracteristicas
antimicrobianas, consequentemente estendendo seu uso a diversas areas, como a alimenticia
(DOTTO; CAMPANA - FILHO; PINTO, 2017; HOSSAIN; IQBAL, 2014; SULLIVAN et al.,
2018).

Figura 4 — Representacao estrutural do processo de desacetilagdo da quitina.
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Fonte: Silveira (2018).

Uma das propriedades mais importantes da quitosana ¢ seu carater policatidnico
(pKa~6,3). Sendo assim, a quitosana ¢ protonada em solugdes de pH acido, onde os grupos
aminas (NH») presentes na cadeia do polimero transformam-se em (-NH3)". A quitosana possui
propriedades mucoadesivas, devido as forgas moleculares de atracdo, baseadas em interagao
eletrostatica entre os seus grupos aminas carregados positivamente e as superficies da mucosa
carregadas negativamente (DHAWAN SANJU; SINGLA ANIL; SINHA VIVEK, 2004;
HARISH PRASHANTH; THARANATHAN, 2007). A propriedade mucoadesiva da quitosana
apresenta uma influéncia positiva na adsor¢do dos compostos bioativos ao longo do trato

gastrointestinal. Portanto, a quitosana torna-se atrativa para o desenvolvimento de sistemas
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carreadores alimenticios e farmacéuticos (DARBASIZADEH et al., 2018; ESQUERDO et al.,
2018; RINAUDO, 2006).

A massa molar (MM) ¢ uma propriedade importante para a caracterizagao dos
polimeros, e esta relacionada com a quantidade de unidades monoméricas presentes em cada
polimero. A MM pode influenciar parametros como solubilidade e viscosidade. Ao aumentar a
massa molar, incrementa a viscosidade da quitosana (KOFUIJI et al., 2005; LIZARDI-
MENDOZA; ARGUELLES MONAL; GOYCOOLEA VALENCIA, 2016).

O grau de desacetilagdao (GD) tem relagao direta com o nivel de por¢ao monomérica
2—amino—2—deoxy—p—D—glucopyranose. O incremento do GD influencia na presenca de maior
quantidade de grupos amino na cadeia do polimero, em consequéncia as propriedades de
solubilidade e o caracter policatidnico sdo potencializados (KUMAR, 2000). Muitos fatores
durante a produgdo podem influenciar a massa molar da quitosana, como alta temperatura,
concentragdo de alcalis, tempo de reagdo, tratamento prévio da quitina, tamanho de capsula e
concentragdo de quitina (HOSSAIN; IQBAL, 2014). Além disso, é possivel modificar a MM
da quitosana a partir de massas molares maiores. Varios métodos de despolimerizacao da
quitosana foram descritos, os quais sdo classificados como fisicos, quimicos e enzimaticos
(ALVES et al., 2018; DOTTO; CAMPANA-FILHO; PINTO, 2017).

Os métodos fisicos incluem técnicas térmicas, mecanicas e termomecanicas
(ALVES et al., 2018). Os métodos enzimaticos sdo realizados com enzimas especificas, como
quitinase e quitosanase, ou com enzimas ndo especificas, como papaina, pepsina, pronase,
proteinase, bromelina, amilase, celulase, hemicelulase, lipase (KAPADNIS et al., 2019). Os
métodos quimicos sdo mais usados por serem econdmicos, simples e podem ser usados em
grande escala. A despolimeriza¢do por métodos quimicos ¢ dividida em duas rotas, usando a
via 4cida (HCI, CH3COOH, H3PO4, HNO3), na qual o HCI ¢ mais utilizado (FARIAS et al.,
2019; KASAAI; ARUL; CHARLET, 2013); e a via oxidativa (H202, NaNO3, O3), sendo o H>O»
o mais utilizado (FARIAS et al., 2019; MAO et al., 2004).

3.4 GELATINA

A gelatina ¢ uma proteina obtida a partir da hidrolise parcial do coldgeno, que
geralmente ¢ extraido de fontes animais, como o0ssos € pele de bovinos e suinos (SILVA et al.,
2011), sendo um tipo de proteina abundante em tecidos conjuntivos. A gelatina ¢ uma proteina
composta por todos os aminoacidos essenciais, com excec¢do do triptofano (BERTAN, 2003).

Seu prego varia de acordo com sua qualidade, que ¢ determinada principalmente pela sua for¢a
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em gel, viscosidade, transparéncia, sabor e dissolu¢do (SILVA et al., 2011; TAVAKOLIPOUR,
2011). Seu valor comercial também ¢ influenciado pelo ponto isoelétrico, pois esses interferem
no ponto de fusdo, solubilidade, constantes dielétricas das cargas i6nicas (ANDREUCCETTI,
2010). O valor do seu ponto isoelétrico varia de acordo com a forma de obtengao da gelatina,
que por sua vez também indicara qual tipo de gelatina seré obtida.

A gelatina ¢ categorizada em tipo A e tipo B, sendo que a principal diferenca entre
elas ¢ o meio ao qual sdo obtidas, sendo a “tipo A” por tratamentos acidos (com pH de 4,6 até
5,2) e a “tipo B” por tratamentos basicos (com pH de 7,0 até 9,0). Para obter-se a gelatina sao
necessdarias diversas etapas, porém elas podem ser sintetizadas em 3 passos basicos, que sdo:
tratamento da matéria prima, extracdo e purificacdo (SILVA et al., 2011). A Figura 5 apresenta

a estrutura quimica da gelatina bovina comercial do tipo B.

Figura 5 — Estrutura quimica da gelatina bovina tipo B.
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Fuente: Sigma-Aldich ®

Entre as propriedades mais importantes da gelatina est4 a sua capacidade gelificante
e as propriedades de cargas. Essa segunda propriedade confere as mesmas porgoes hidrofilicas
e hidrofobicas, as quais sdo requisitos muito importantes para a obtengdo de encapsulados.
Essas caracteristicas conferem a gelatina funcdes, como estabilizante, emulsificante,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Logo, a gelatina ¢ um potencial ingrediente na

formagdo de novos biomateriais (GOOMEZ-GUILLEN et al., 2011).
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3.5 NANOTECNOLOGIA

As nanoestruturas foram definidas pela primeira vez por Richard Feynman em 1059
para conceituar a pratica da manipulagdo de cépsulas que sdo submicrométricas (EZHILA-
RASI et al., 2013). O prefixo nano (nanos) significa ando que veio do grego e metricamente
significa a bilionésima parte de um metro ou nandémetro (nm). Na escala nano existem as
organelas de células, algumas algas, bactérias e proteinas (SCOTT, 2007). A nanotecnologia
foi a tecnologia que permitiu ao homem manipular certas estruturas, como por exemplo o
licopeno, gelatina e a quitosana, em dimensdes nanométricas (1 até 100 nm), isso infere que
tais estruturas sao manipuladas ao nivel molecular (SCOTT, 2007).

A nanotecnologia ¢ uma tecnologia interdisciplinar, ou seja, aborda o
desenvolvimento, pesquisa e atividade industrial de 4reas entre a fisica, quimica, biologia,
engenharia e entre varias outras (CHAUDHRY et al., 2008). O mercado para nanoencapsulados
geraram US $ 178 bilhdes em 2015, enquanto a estimativa para 2020 era de US § 231 bilhoes,
em termos de produtos vendidos, com uma taxa de crescimento anual de 4,9%. No entanto, essa
estimativa foi subestimada, ja que o mercado gerado em 2020 foi de cerca de US $ 231 bilhdes

de grande porte, com uma estimativa de US $ 310 bilhoes at¢ 2025 (TRUCILLO, P., 2021).

3.6 NANOTECNOLOGIA EM ALIMENTOS

A nanotecnologia ¢ considerada uma tecnologia que trouxe beneficios para a
industria de alimentos, além de que pode influenciar positivamente a producao deles (SCOOT;
CHEN, 2002). Devido a alta relag@o entre a area superficial e o volume, esta tecnologia faz com
que os materiais na escala nanométrica possuam propriedades uUnicas, influenciando
diretamente na solubilidade, resisténcia e difusividade destes materiais. Os nanocarreadores
estdo sendo usados como sistemas carreadores para transportar aditivos alimentares em
produtos alimentares sem alterar sua morfologia (ASSADPOUR; MAHDI JAFARI, 2018;
HAMAD et al., 2018; SINGH et al., 2017).

Na escala monométrica os compostos quimicos sofrem distor¢des devido sua
grande capacidade reativa causada pela grande superficie de contato (ETC Group, 2005).
Atualmente, as nanocépsulas sao usadas em diversos produtos comerciais, como os alimentos,
farmacos e catalisadores quimicos (WANYT; LU; ZEHAN; XINAN, 2019). Na utilizacao da
nanotecnologia nos alimentos, também pode-se citar os nanocompositos, nanofibras, filmes

biodegradaveis e diversos outros, os quais podem controlar o tempo de vida ttil de alimentos
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funcionais (MATTOSO, 2005). Além disso, grande parte das matérias-primas utilizadas na
industria de alimentos, que s3o submetidos as técnicas de nanotecnologia, podem ser
encontradas em residuos agroindustriais, assim como o licopeno extraido do bagaco de tomate
e a quitosana extraida dos residuos de camarao (GUO, 2019).

Para as industrias de alimentos e farmacé€uticas, esta técnica consiste em proteger
compostos de interesse encapsulando-os em escalas nanométricas com uma parede protegendo-
os do ambiente externo (BAKOWSKABARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011). Nesse sentido,
pode-se encapsular liquidos em superficies solidas tornando o composto resultante em um po.
Essa tecnologia ganhou destaque e esta crescendo rapidamente nos anos recentes. A industria
procura com essa tecnologia aumentar o valor nutricional, alterar algumas propriedades dos
alimentos assim como aumentar seu tempo de vida 0til. Sendo que muitos testes sdo feitos para
diminuir a quantidade de sais, gorduras e conservantes quimicos, alterar sabores, estabilidade,
textura, aceitagdo e seguranca do consumidor (SEKHON, 2010).

A nanotecnologia tem ganhado bastante destaque em paises desenvolvidos por
causa de suas propostas ambientais diante ao reaproveitamento de residuos, assim como sua
grande competicdo tecnoldgica e versatilidade de aplicagdes industriais (MDIC, 2011). A
nanotecnologia em alimentos acarreta em oportunidades para inovagdes industriais com grande
velocidade. Essas inovagdes refletem na estrutura, textura, sabor, cor, processabilidade e
estabilizacdo, solubilidade, biodisponibilidade dos alimentos (EZHILARASI et al., 2013). Os
efeitos benéficos e suas possiveis aplicacdes sdo bem descritas, entretanto, poucas pesquisas
sdo realizadas para investigar seus potenciais toxicologicos (GARCIA et al., 2010). Dentre os
compostos quimicos mais utilizados na industria de alimentos, pode-se citar o dioxido de
titanio, utilizado como nanocépsula com potencial antimicrobiano e protegdo UV (WANG et
al., 2007), a prata e o zinco como agentes antimicrobianos (BRUNNER et al., 2006; HUSSAIN
et al., 2005;) e o dioxido de silicone utilizado em embalagens de alimentos (CHEN; VON
MICKECZ, 2005).

Existem diversas técnicas e processos utilizados para preservar os compostos
bioativos. Uma delas ¢ a nanoencapsulagdo, uma técnica promissora que gerou grande interesse
no campo cientifico devido a sua aplicagdo nas industrias alimenticia e farmacéutica. A
nanoencapsulacdo ¢ um processo no qual o composto bioativo ¢ coberto com material
transportador, formando cépsulas em escala nanométrica (REZAEI; FATHI; JAFARI, 2019).
Essa técnica permite preservar e melhorar a funcionalidade dos compostos bioativos, reduzir a
perda de volatilidade, melhorar a reatividade, bem como melhorar as estabilidades fisica e

biologica, e a vida 1til dos compostos bioativos. A nanoencapsulagcdo permite a formagao de
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barreiras de prote¢do contra luz, oxigénio, pH, umidade, calor, cisalhamento ou outras
condi¢cdes extremas (BAO et al., 2019; SHISHIR et al., 2018). Além disso, as nanocapsulas
possuem vantagens como alta penetracao na mucosa, maior adsor¢ao celular e propriedades de
liberacao controlada em relagao aos sistemas de administragdo tradicionais (SANTOS et al.,
2018). Sendo assim, a nanoencapsulagdo utilizando quitosana como material de parede ¢
promissora, devido a sua capacidade de formar interagdes i6nicas dependentes do pH com a
mucina e por sua capacidade de melhorar a penetragdo de grandes moléculas na superficie da
mucosa. A MM da quitosana ¢ uma das suas principais caracteristicas, que pode afetar sua
processabilidade e desempenho como veiculo carreador (ARYA et al., 2009).

Esquerdo et al. (2018) obtiveram nanoemulsdes contendo acidos graxos insaturados
a partir de 6leo de carpa utilizando quitosana e gelatina como fase aquosa. As nanoemulsdes
com indices acima de 70% (m/m) de quitosana e abaixo de 30% de gelatina (m/m),
permaneceram estaveis por mais de 7 dias, com adequados valores de indice de polidispersao
(<0,3) e potencial Zeta (31,5 mV). A nanoemulsdo quitosana: gelatina na propor¢ao de 90:10
foi a mais estavel, resultando em menor oxidagdo para os concentrados de acidos graxos
insaturados.

Rajabi et al. (2019) realizaram a nanoencapsulacdo de extrato de agafrao utilizando
quitosana e goma arabica por meio de gelifica¢do i6nica. Foram formados nanocomplexos para
reter os compostos bioativos do agafrdo, j4 que esses compostos degradam facilmente. O
tamanho, indice de polidispersdo e potencial Zeta das nanocapsulas produzidas foi na faixa de
183-295 nm; 0,272-0,612 e 20,5-50,5 mV, respectivamente.

Dentre as técnicas conhecidas para o desenvolvimento das nanocépsulas estdo a
emulsificacdo, complexacdo de inclusdo, nanoprecipitacdo e coacervacdo (BAZANA et al.,
2015; EZHILARASI et al., 2013; WALIA et al., 2019).

A velocidade de agitacao, por exemplo, € um dos parametros operacionais que
intervém diretamente no tamanho, morfologia e sistema de liberacao da nanocépsula. De forma
genérica, os estudos da mecanica de fluidos estdo diretamente relacionados com o tamanho
médio das gotas que constituem um sistema de dispersao liquida. Nesse sentido, a tensao de
cisalhamento atuando sobre a dispersao deve ser maior que a tensao interfacial e a viscosidade
do fluido, para que o regime turbulento possa ser atingido, o qual gera a redu¢do do tamanho
da cédpsula na escala nanométrica (GEANKOPLIS, 1998; LEMOS; MARIANO MARFIL;
NICOLETTI, 2017).
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3.7 TECNICAS DE NANOENCAPSULACAO

Muitas varidveis podem influenciar nas propriedades finais da formacao dos
nanoencapsulados, entre elas estdo as técnicas de encapsulagdo e os compostos usados, assim
como sua concentragcdo, massa molar, flexibilidade, cargas, interagdes, forgas iOnicas e as
variaveis ambientais como o pH, temperatura, agitacao, tempo de desenvolvimento do sistema.
De acordo com as propriedades dos nanoencapsulados formados pode-se caracteriza-los de
acordo com a quantidade de polimeros utilizados e com a técnica utilizada. (DE KRUIF et al.,
2004; TOLSTOGUZOV, 2003; TURGEON et al., 2007).

Existem véarias técnicas de nanoencapsulagdo, assim como: emulsificagdo,
complexo de inclusdo, nanoprecipitacdo, coacervagao ¢ outras. Todas essas técnicas sao
capazes de produzir capsulas carreadoras com escala nanométrica, isso €, 10 at¢ 1000 nm.

A nanoprecipitacdo também ¢ conhecida como deslocamento de solvente ou
deposicao do polimero pré-formado (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004). Esse método
ocasiona uma emulsifica¢cdo espontanea em que a fase interna organica que contém o composto
de interesse dissolvido em solvente organico, como o hexano por exemplo, ¢ aplicado na fase
aquosa externa. As moléculas lipofilicas e hidrofilicas da mistura obtida irdo se rearranjar e isso
fard que a substancia aplicada que ¢ hidrofilica se desloque para o interior das cépsulas
(GALINDO-RODRIGUEZ ET AL., 2004), e dessa forma ¢ obtido nanocédpsulas sem a
utilizacao de 6leos.

O complexo de inclusao trata-se do uso de um substrato (agente encapsulante) junto
a substancia que devera ser encapsulada. A encapsulagdo acontece com o auxilio de interacdes
fracas, como a for¢a de Van der Waals e com as interagdes hidrofobicas. Geralmente essa
técnica proporciona melhor estabilidade e eficiéncia de encapsulamento. O método de
complexo de inclusdo ¢ usado majoritariamente para encapsulamento de compostos volateis ou
muito instaveis, como as vitaminas por exemplo, sendo capaz de tornar a mistura inodora,
porém preservando o sabor (EZHILARASI et al., 2013).

A coacervagdo faz com que as moléculas interajam com suas cargas opostas
formando complexos moleculares que por repulsdao acabam fazendo que a mistura se separe em
duas fases. (STRAUSS; GIBSON, 2004) A fase precipitada, com maior massa molar, €
composta por um grande numero de polimeros, enquanto a fase sobrenadante ¢ pobre em
polimeros onde fica a maior parte do solvente. Os nanoencapsulados sdo formados pelas forgas
eletrostaticas devido as cargas opostas dos compostos misturados, pelas interagdes

hidrofobicas, e pontos de hidrogénio (EZHILARASI et al., 2013). Sendo assim, essa ¢ uma



35

técnica que simplifica a obteng¢do de nanoencapsulados com altas concentragdes, separando a
fase sobrenadante da mistura bifésica, ja que a mesma se compde basicamente do soluto.

A emulsificagcdo geralmente ¢ utilizada para nanoencapsular substancias em meio
aquoso através de nanoemulsdes. As nanoemulsdes sao dispersoes coloidais onde imerge um
liquido dentro do outro, assim formando goticulas de diferentes tamanhos imersas uma na outra
(SANGUASRI et al., 2006). A maior parte dos estudos sdo 6leos imergidos em adgua, porém ha
uma grande quantidade de estudos em agua imergidas em oleos (CHIESA et al., 2008). As
nanoemulsdes sao feitas com altas agitagdes e/ou grau de homogeneizagao. A alta turbuléncia
sobre a mistura de fases oleosas, aquosas, surfactantes e aditivos ocasiona a redugdo de suas
capsulas e posteriormente a precipitagdo por cavitacdo. Para ser possivel a redugdo das capsulas
pela turbuléncia em escalas manométricas € necessario agitacao entre 10.000 e 20.000 rpm

(MASON et al., 2006).

3.8 NANOELMULSOES — PROPRIEDADES

As nanoemulsdes sao emulsificagdes entre uma fase aquosa ¢ uma oleosa,
resultando em uma unica fase. As goticulas de 6leo sdo imergidas na fase aquosa em escalas
manométricas, ou seja, menores que 100 nm. As capsulas nessa escala apresentam diversas
vantagens sobre os microencapsulados (MASON ET AL., 2006), entre elas podemos destacar:

+ Alta 4rea superficial. Essa caracteristica melhora a percepcdo da palatabilidade
de substancias pouco soliveis em meios aquosos.

* Translucidez. Sendo possivel a aplicagdo em bebidas sem que altere suas
propriedades colorimétricas. As microencapsulacdes alteram essas propriedades ja que elas
tendem a ser leitosas e ndo translucidas.

* Baixa viscosidade.

* Menor quantidade de surfactantes.

As nanoemulsdes sdo pequenas estruturas em escala nanométrica que sao
translticidas (SHAH et al., 2010). Sdo capsulas que apresentam baixa tensdo interfacial, sendo
essa menor que 6-10 N/m, que proporciona a substancia capacidade de dissolver uma grande
variedade de substancias (SCHWUGER; SCHOMACKER, 1995). Sendo assim, eles podem
ser usados para compartimentar firmacos com diferentes dimensdes, propriedades fisico-
quimicas em diferentes meios dispersantes podendo aumentando o potencial de adsor¢do do
mesmo (CRUZ; UCKUN, 2001). Elas se comportam como fluidos newtonianos, apresentam

viscosidade semelhante a da agua, mesmo em elevadas concentra¢des devido a coalescéncia
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reversivel delas (SILVA, 2010). Esses compostos conseguem ser mais soluveis que solugdes
micelares e, por esse motivo, sdo tdo usados na industria farmacéutica (FORMARIZ, 2004).
Diferentemente das microemulsoes, as nanoemulsdes ndo sdo termodinamicamente
estaveis, mas metaestaveis, ou seja, estaveis até certo periodo ou condi¢do. A estabilidade da
capsula estd diretamente relacionada as condi¢gdes de preparo, levando em consideragdo a
estabilizacdo estérica, quais tensoativos ndo-idnicos ou poliméricos foram usados e o tamanho

das capsulas (FERNANDEZ et al., 2004; TAROS et al., 2004).

3.9 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

3.9.1 Eficiéncia de nanoencapsulacio

Para que seja possivel determinar a quantidade do composto que foi eficientemente
encapsulado ¢ necessario fazer uma andlise chamada de “eficiéncia de encapsulacdo”. Essa
analise consiste em primeiramente quebrar as nanocéapsulas, que pode ser feito através de um
tratamento com ultrassom disperso em solvente organico e um tampao. O teor do componente
encapsulado entdo ¢ quantificado por espectrofotometria especifica do composto a ser
analisado, como por exemplo, o licopeno é quantificado com um comprimento de onda (Amax)
de 515 nm, apos séries de diluigdes para encontrar um branco adequado. A eficiéncia de
aprisionamento e carregamento pode ser calculada a partir de uma equagao especifica. Além da
analise de eficiéncia de encapsulamento feito por espectrofotometria, também ¢ possivel fazer
através cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa (SINGEH EL AL,
2008).

3.9.2 Tamanho das capsulas

O tamanho das cépsulas € uma analise que € realizada a partir de photon correlation
spectroscopy (PCS) ou espalhamento de luz dindmico (DLS), que monitora a variagdo de luz
de acordo com as interferéncias que a amostra causa a partir do movimento Browniano. Essa
analise ¢ capaz de identificar os tamanhos das capsulas partindo do pressuposto que cépsulas
menores se locomovem mais rapido, assim como céapsulas maiores sdo mais lentas. Isso €
computado através da captacao de luz difratada pelas cépsulas dispersas na solucao analisada

(BABOOTA et al., 2007).
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3.9.3 Potencial Zeta

Amplamente conhecido, o potencial Zeta ¢ um método para determinar a carga
superficial das nanocapsulas quando elas sdo colocadas em liquido. O valor do potencial Zeta
¢ usado para fazer um andlises da estabilidade da dispersdo. Neste sentido, o valor vai depender
das propriedades fisico-quimicas do composto ativo, os polimeros; da presenca de eletrdlitos e
o poder de absor¢ao de cada um deles. Usualmente, para esta analise ¢ usada o espalhamento
de luz eletroforético. Segundo os estudos prévios, acredita-se que o potencial zeta de £30 mV
¢ suficiente para garantir a estabilidade fisica das nanocapsulas, no ambito da estabilidade por

repulsdo eletrostatica (MARIANO; OLIVEIRA; ASSIS, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram desenvolvidos sistemas de nanoemulsdes para
nanoencapsular licopeno extraido de tomates, utilizando como materiais de parede a quitosana
despolimerizada (por via &cida e por via oxidativa) e a gelatina bovina (tipo B), e caracterizar

as nanocapsulas formadas, conforme esta esquematizado na Figura 6.

Figura 6 — Resumo grafico dos sistemas de nanoemulsdes para nanoencapsular licopeno.

Chitosan ) Nanoemulsion

Lycopene

(b) = (©

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matérias primas

O tomate italiano (Solanum lycopersicum) foi obtida do comércio local da cidade
de Rio Grande-RS. A gelatina de pele bovina tipo B foi obtida da Sigma Aldrich (Sao Paulo,
Brasil). A quitina foi obtida dos residuos do camarao (Penaeus brasiliensis) mediante as etapas
de desmineralizacao, desproteinizacao, desodorizagdao e secagem. Posteriormente, a quitosana
foi obtida por desacetilagao alcalina da quitina de acordo com a metodologia de Moura et al.

(2015).
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4.2 METODOS

4.2.1 Extracao e quantificacio do licopeno

Para a extragao do licopeno da polpa do tomate italiano foi utilizada a metodologia
de Anthon, Barrett (2007). Primeiro, a polpa da casca e as sementes foram separadas. Pesou-se
0,1 g de polpa de tomate. Num frasco com tampa de rosca ambar foram adicionados a polpa
pesada e 8 mL de uma solucao de hexano, acetona e etanol (2: 1: 1). As amostras foram deixadas
no escuro e analisadas em triplicata. Para o branco, foram adicionados 100 uL de 4gua destilada
e 8 mL da solug@o de hexano, acetona e etanol. Em seguida, foi realizada agitacdo por 10 min
(minimo) a temperatura ambiente (25 £+ 1 °C), com agitagdo constante a 300 rpm (Fisatom, 752,
Brasil). Foram adicionados 1 mL de 4dgua e deixou-se descansar por 10 min. Finalmente, com
o espectrofotometro UV-VIS (Kasuaki, [L-593, Brasil) em 503 nm foi lida a absorbancia, para
depois determinar a concentragao de licopeno de acordo com a Equagao 1. A Figura 7 apresenta

um esquema da extra¢ao do licopeno de tomates italianos.

_ (ABSs5(3%537%8%0,55)

Licopeno (mg'kg;rl'esco)_ (m x172) v

sendo 537 (em g.mol) € a massa molar do licopeno, 8 (em mL) ¢ o volume do solvente misto,
0,55 (em mL) ¢ a propor¢ao do volume da camada superior para os solventes misturados, m ¢
a massa do tomate adicionado (0,10 g) e 172 (em mM) ¢ o coeficiente de extin¢do do licopeno

em hexano.

Figura 7 — Extragao de licopeno a partir do tomate italiano. (a) Tomate italiano. (b) Polpa de
tomate. (c¢) Separacao do licopeno sendo a fase superior a mistura de licopeno e hexano. (d)
Solugdo de licopeno.
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4.2.2 Obtencao da quitosana

A quitina foi extraida dos residuos do camarao (Penaeus brasiliensis) mediante as
etapas de desmineralizacdo, desproteinizacao, desodorizacdo e secagem (Figura 8). A obtengdo
da quitosana de 200 kDa foi realizada por meio da desacetilacdo alcalina da quitina (diametro
de 1 mm), com solu¢do de NaOH 45% (m/v), temperatura de 135+1 °C por 90 min e razao
massica de NaOH:quitina de 20:1 (MOURA et al., 2015). Posteriormente, a quitosana foi
purificada em solucdo de 4cido acético 1% e entdo centrifugada a 7000 x g por 30 min. A
precipitacdo total da quitosana ocorreu levando até pH 12,5 e depois até pH 7,0. Finalmente,
foi realizada a secagem em leito de jorro a 95°C e vazao de alimentagdo de suspensdo de 0,18
kgpasta/Kginertch até a umidade comercial (< 10%) (DOTTO et al., 2011), como esta mostrado na
Figura 9.

Figura 8 - Fluxograma do processo de obtencdo da quitina a partir dos residuos do camarao.



Residuos de camario
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Pré-tratamento
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Desmineralizacio
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Desproteinizacio
NaOH 5 % P/'V
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¥

Secagem

N
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Figura 9 — Fluxograma do processo de obten¢do da quitosana a partir da quitina seca.
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4.2.3 Redug¢ao da massa molar da quitosana

A redugdo da massa molar foi realizada mediante despolimeriza¢ao quimica por via
oxidativa. Para a despolimerizagdo oxidativa, a quitosana (1 g) foi dissolvida em 50 mL de HC1
(0,05 mol L'y a 25 + 1 °C durante 12 h, com agitacdo constante de 300 rpm (Fisatom, modelo
752, Brasil). Posteriormente, a reacao de despolimerizacao iniciou com a adi¢do de 5 mL de
H>0> (0,2 mol/L) sob agitacao a 300 rpm (Fisatom, modelo 752, Brasil) a 65 + 1 °C (FARIAS
et al., 2019). Para a via 4cida, a quitosana purificada e seca (1 g) foi dissolvida em 20 mL de

HCI (0,05 mol/L), durante 12 h, a temperatura ambiente (25 = 1 °C), com agitagcdo constante
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de 300 rpm (Fisatom, 752, Brasil). Subsequentemente, foi realizada a reagdo de
despolimerizagdo a qual se iniciou partindo da adi¢do de 100 mL de HCI (6,20 mol/L), a
temperatura controlada (65 £ 1 °C) e com agitacao constante de 300 rpm (Fisatom, 752, Brasil)
para atingir a concentracao final de 4acido de 5,15 mol/L.

As massas molares de 125 e 50 kDa foram obtidas a partir de diferentes tempos de
despolimerizagdo. Para a via acida, os tempos foram de 30 e 175 min, e para a via oxidativa os
tempos foram de 7 ¢ 100 min, respectivamente (FARIAS et al., 2019).

Ao final de cada procedimento, as solu¢des foram resfriadas rapidamente para
interromper a reagdo e, em seguida, uma solu¢do de NaOH (10% m/v) foi adicionada, até
alcangar um pH de 12,5. Apds, o pH foi ajustado para pH 7,0 com uma solu¢ao de HCI (10%
v/v). A quitosana despolimerizada passou por centrifugacio (Sigma, 6-16, Osterode am Harz,
Baixa Saxo6nia, Alemanha), a 7000 x g durante 30 min, eliminando assim produtos secundérios

que permaneceram no sobrenadante.

4.2.4 Caracterizaciao da quitosana

Para determinar a massa molar média viscosimétrica das amostras de quitosana foi
utilizado o método viscosimétrico, e se determinou o valor da viscosidade cinematica utilizando
um viscosimetro capilar tipo Cannon—Fensk (Schott Geraete, GMBH — D65719, Alemanha)
(ROBERTS; DOMSZY, 1982).

A viscosidade especifica foi calculada utilizando a Equagdo 2. No que diz respeito
a viscosidade intrinseca [n], foi calculada pelo ajuste da equagdo de Huggins (Equacdo 3) nos

resultados obtidos.

t-t
Nsp™ t_OO k @)
=[] +k[n]e ®)

sendo nsp a relagdo entre as viscosidades do polimero em solugdo e do solvente, t e to referem-
se aos tempos de escoamento da amostra e do solvente (s), respectivamente, nsp/c € a
viscosidade reduzida (mL/g), “c” é a concentragdo da solucdo (g/mL), [n] ¢ a viscosidade
intrinseca (mL/g) e k ¢ uma constante valida para cada polimero (adimensional) (ALSARRA

et al., 2002).
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A massa molar média viscosimétrica da quitosana foi calculada a partir do valor da
viscosidade intrinseca usando a equacao de Mark—Houwink—Sakurada (Equacao 4), citada por

Roberts e Domszy. (1982).

[n] = k[MM]? (4)

sendo k=1,81x10 mL/g e a=0,93, as quais sdo constantes que dependem do sistema solvente—
polimero (CERVERA et al., 2004; GALED et al., 2005; KUMAR, 2000).
Depois de verificados as diferentes massas moleculares das amostras de quitosana,

foram escolhidas as amostras de massas molares a serem trabalhados na nanoemulséao.

4.2.5 Desenvolvimento das nanocapsulas

O método utilizado para desenvolver as nanocépsulas foi a emulsificacdo (Figura
10). Assim, a preparacdo foi obtida utilizando uma aliquota de quitosana (0,55% m/v) obtida
por despolimerizagdo oxidativa. A quitosana foi adicionada a uma solucdo de acido acético (1%
m/v). A solucdo foi submetida a agitacdo constante de 300 rpm (Fisatom, 752, Brasil) e
temperatura ambiente controlada (25 + 1 °C) por 12 h. Paralelamente, gelatina tipo B (0,55%
m/v) foi previamente diluida em 4gua com agita¢do constante de 300 rpm (Fisatom, 752, Brasil)
e temperatura controlada (60 £ 1 °C) por 2 h. Posteriormente, as solucdes de gelatina foram
incorporadas, separadamente, gota a gota a uma taxa constante (I mL/min) nas solugdes de
quitosana sob agitagdo constante com agitador mecanico de 2.000 rpm. Em seguida, uma
solugdo de NaOH (0,1 mol/L) foi adicionada aos sistemas, mantendo o pH < 5,5, e uma solucao
de NaCl foi adicionado em uma concentragado total de 200 mM, sempre com agitagdo constante.
Posteriormente, o extrato de licopeno numa propor¢ao de 2 % v/v (em relagdo ao volume total)
e o surfactante (Tween® 80), 5% em relacdo a massa de quitosana, foram adicionados no
sistema quitina:gelatina, e 0 mesmo foi deixado em agitagdo mecanica por 10.000 rpm por 30
min (Kinematica, PT 2500E, EUA) (Figura 10). Por fim, as amostras foram congeladas a -10

°C por 30 min e, em seguida, armazenadas em refrigeracdo no escuro.
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Figura 10 — Método de emulsificagdo: (a) agitacdo a 2000 rpm; (b) agitacdo a 10000 rpm; (c)
obtencao das nanocéapsulas.

4.2.6 Eficiéncia de encapsulacio (%EE)

A eficiéncia foi avaliada de acordo com o método descrito por Zardini et al. (2017),
com pequenas modificagdes. A metodologia envolve a quantificacdo do licopeno presente na
superficie externa das nanocéapsulas e a quantidade de licopeno adicionada ao sistema. Um
volume de amostra de 500 uL foram adicionados a 8 mL de solugdo de hexano, acetona e etanol
(2: 1: 1), seguido de sonicagdo em banho (Eco - Sonics, Q3.0, Brasil) por 30 min.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (Sigma, 6-16, Osterode am Harz, Baixa
Saxonia, Alemanha) a 3500 x g por 30 min. A determinag¢do do licopeno foi realizada por
espectroscopia (Kasuaki, IL-593, Brasil) com detector UV/VIS a 503 nm. Todas as medigdes
para %EE foram feitas pelo menos em triplicata. A eficiéncia de encapsulamento (% EE) foi

calculada usando a Equagao 5.
Wotal-WEr
0% EE=—22""Free . 100 (5)

WTotal

sendo, Wil € @ massa do licopeno aplicado na formulagdo da dispersdo (g) € Wrre € a

quantidade de licopeno livre medida no sobrenadante (g).
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4.2.7 Estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes foi realizada a 7°C durante 30 dias.
O tamanho das nanocapsulas presentes nas nanoemulsdes (com diluicao de 500 vezes) foi
mensurado em triplicata usando espalhamento dinamico de luz (DLS) (LitesizerTM 500, Anton
Paar, Austria), com luz laser de 658 nm a 25°C e angulo de medigio automatico. O potencial
Zeta das nanoemulsdes foi determinado em triplicatas usando espalhamento de Iuz
eletroforético (ELS) (LitesizerTM 500, Anton Paar, Austria) a 25°C e ajuste automatico de

tensao.

4.2.8 Estabilidade da atividade antioxidante (%AA)

A estabilidade da atividade antioxidante dos bioativos contidos nas nanocapsulas
foi avaliada com o método de captura do radical 220-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS) desenvolvido por Cano et al. (1998). Este método baseia-se na descoloragao
do radical livre ABTSe+ (acido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico sal diamonio
98% pureza). Este radical foi obtido a partir da mistura de 5 mL da solugdo estoque de ABTS
7 mM e 88 uL de solugao de persulfato de potassio a 140 mM. A mistura permaneceu no escuro
entre 12 a 16 horas para a estabilizacdo do radical formado. Uma aliquota de 1,5 mL do radical
foi diluida em etanol 95% em um frasco protegido de luz até a estabilizacdo da absorbancia do
radical a 0,700+0,02 em comprimento de onda de 734 nm. Para a determinacao da capacidade
antioxidante das amostras, foram adicionados 1 mL da amostra e 3,0 mL da solu¢do diluida de
ABTSe+, a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A reducdo da absorbancia foi observada
ap6s 30 minutos de reagdo e para cada reagdo também foi realizada uma reagdo controle, com

um tubo de ensaio contendo apenas 1 mL de etanol 95%.

4.2.9 Analise estatistica

A andlise de ANOVA de uma via e duas vias foi usado para analisar os dados. Os
experimentos foram realizados em triplicata de forma independente. A diferenga significativa
entre as médias dos triplicados foi determinada teste de Tukey usando o software estatistico

SPSS.2 SPSS v.18.0 (IBM Corp., Armonk, New York, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONCENTRACAO DE LICOPENO EM TOMATES ITALIANOS

O licopeno extraido da polpa do tomate foi de 89,69 mg/kg, este valor foi superior
ao relatado por diversos autores na literatura. Periago et al. (2004) realizaram uma extragdo de
tomates crus com uma mistura de hexano, acetona e etanol na propor¢ao (2: 0,5: 0,5 v/v) onde
obtiveram uma concentracao de 30,78 mg/kg. De Souza (2017) obteve uma concentracao de
licopeno na polpa do tomate de 41,17 mg/kg, e Fattore et al. (2016) relataram valores na faixa
de 78,6 mg/kg. A maior quantidade de licopeno determinada pode estar relacionada ao alto
estado de maturagdo dos tomates italianos selecionados para as andlises, o que estd de acordo

com o que foi relatado por Kozukue e Friedman (2003).

5.2 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

5.2.1 Despolimerizacio da quitosana

A quitosana obtida foi submetida a reagdo de despolimerizacao quimica por meio
de duas vias distintas, a via acida e a via oxidativa, para obter quitosana com massa molar
reduzida (50 kDa e 125 kDa).

A Figura 11 apresenta as amostras de quitosana de 50 kDa. A primeira imagem
(Figura 11 (a)) ¢ a quitosana obtida por reacdo de despolimerizag¢do por via &cida, a qual foi
obtida em 175 min de reagdo. A segunda imagem (Figura 11 (b)) € a quitosana obtida por reagao
de despolimerizagdo por via oxidativa, a qual foi obtida em 100 min de reacdo. A via acida
gerou uma pasta de quitosana de cor mais escura em comparagdo com a pasta de quitosana
obtida por via oxidativa. Outra diferenca visivel foi a textura das pastas, sendo a pasta da via
acida mais seca, compacta, lisa e densa em comparacdo com a pasta da via oxidativa, a qual
tem uma textura levemente granular, maior quantidade de agua, menos densa e menos

compacta.

Figura 11 — Quitosanas de 50 kDa obtidas por despolimerizacao quimica: (a) por via acida e
(b) via oxidativa.
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(b)

A Figura 12 mostra as quitosanas de 125 kDa. A primeira imagem (Figura 12 (a))
apresenta a quitosana despolimerizada por via 4cida, a qual foi obtida em 30 min de rea¢do. A
segunda imagem (Figura 12 (b)) apresenta a quitosana despolimerizada por via oxidativa, a qual
foi obtida em 7 min de reagdo. Pode-se visualizar que a pasta obtida por via acida é mais escura
em comparacdo com a pasta da via oxidativa. Isto mostra um comportamento similar ao
apresentado nas quitosanas de 50 kDa. A primeira imagem, a pasta (Figura 12 (a)) apresenta
uma textura cremosa, pouco compacta em comparagio com a segunda imagem, a pasta (Figura

12 (b)), a qual apresenta textura granular, mais compacta e mais seca.
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Figura 12 — Quitosanas de 125 kDa obtidas por despolimerizagdo quimica: (a) por via acida e
(b) via oxidativa.

(b)

Ao comparar as duas vias de despolimerizagdo, temos que ressaltar que a via
oxidativa foi consideravelmente mais rdpida em comparagdo com a via acida. Além disso, o
rendimento da via oxidativa também foi maior. Sendo assim, esta via foi escolhida para o

desenvolvimento das nanocapsulas.
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5.2.2 Determinacio da massa molar da quitosana

Foi determinada a massa molar da quitosana obtida através da reacdo de desacetilacdo. A Tabela 1 apresenta os parametros de

viscosidade especifica e viscosidade reduzida.

Tabela 1 — Parametros da viscosidade especifica e viscosidade reduzida das amostras de quitosana.

dessectilacho Parmetros
200 kDa 125 kDa 50 kDa
Con(cge/lllltlggoes (adimgﬁ:ional) n% (mb/e) (adimrelz:ional) n% (mb/e) (3dim‘:181:i01131) n% (ml/e)
0,001 0,27+0,01 267,80+9,27 0,14+0,00 19,07+0,57 0,10:£0,00 9,97+0,00
0,003 0,93+0,01 311,09+2,63 0,16+0,00 17,00+0,45 0,14+0,00 9,60:0,00
0,006 2,4440,02 406,86+3,03 0,19+0,00 17,27+0,38 0,19:0,00 10,73+0,24
0,009 5,75+0,02 639,01+2,72 0,32+0,01 19,02+0,51 0,22+0,00 11,77+0,22
0,012 9,64+0,06 803,69+4,70 0,38+0,00 18,44+0,21 0,22+0,00 10,40+0,00

*Valor médio + desvio padrao (n=3).

Nsp: Viscosidade especifica

nsp

o viscosidade reduzida



53

Tabela 2 - Parametros de viscosidade intrinseca e a massa molar média viscosimétrica das
amostras de quitosana.

Reacio de desacetilacio Parametros
[n] (mL/g) MM (kDa)
172,44+0,19 225,8
14,19+0,02 154,0
3,23+0,15 31,37

*Valor médio + desvio padrao (n=3).
[n]: viscosidade intrinseca
(MM): massa molar média viscosimétrica da quitosana

Através da analise das Tabelas 1 e 2, pode—se verificar que os resultados foram
similares aos reportados por Moura et al. (2015) e Farias et al. (2019).

Depois de ter verificado que os tempos de despolimeriza¢do foram similares aos
reportados pela literatura, foram escolhidas trés quitosanas (triplicatas) com as massas molares
para desenvolver as nanoemulsdes. Como também, a via para serem obtidas as quitosanas com

estas massas molares foi a via oxidativa, devido a facilidade de operagao e alto rendimento.

5.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (%EE)

A eficiéncia de encapsulagdo variou ligeiramente entre as formulagdes com
diferentes massas molares de quitosana, que corresponderam a 98,53%; 97,83%; 97,75% e
96,73% para os sistemas de 50 kDa, 100 kDa, 150 kDa e 200 kDa, respectivamente. A alta
eficiéncia das nanocapsulas apontou que a metodologia utilizada foi eficiente, que compreende
uma boa relagcdo entre os materiais da parede (quitosana-gelatina), o ntcleo (licopeno) e o
surfactante. Este ultimo e a gelatina desempenham papéis importantes na interagao e boa
retengdo de moléculas lipofilicas no nicleo (MARTINEZ - HERNANDEZ, CASTILLEJO &
ARTES - HERNANDEZ, 2019; VASCONCELOS ET AL., 2020). Os resultados sio superiores
aos descritos na literatura (SINGH; NEUPANE; PANDA; KOHLI, 2017), que foi de 84,50%.
A eficiéncia de encapsulagdo do licopeno depende significativamente dos materiais de parede
e da concentracdo do licopeno, pois ¢ muito provavel que a medida que a concentragao do

licopeno aumenta, os pontos de ligagao no material de parede podem se tornar saturados e assim
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a eficiéncia ser cada vez menor. Na Tabela 3 também podemos observar os tempos de reagdo
de despolimerizacdo por via oxidativa, que foram escolhidos para obter as massas molares de

50, 100, 150 e 200 kDa.

Tabela 3 - Eficiéncia de encapsulacdo (%EE) das nanocépsulas para as diferentes massas
molares pela via oxidativa

Sistemas com diferentes massas Tempo de reaciao % EE
molares de quitosana (kDa) (min)

50 85 98,53

100 15 97,83

150 9 97,75

225 0 96,73

*Valor médio + desvio padrao (n=3).

5.4 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA

A estabilidade fisico-quimica de todas as emulsdes produzidas foi estudada
considerando as mudangas nos valores do tamanho das nanocapsulas (Figura 13) e do potencial
zeta (Figura 14).

No dia 0 de analise, todos os experimentos mostraram tamanho de capsula em torno
de 340 nm (Figura 13). Portanto, as capsulas produzidas por meio da emulsificagdo podem ser
classificadas como nanocépsulas. Porém, em 5 dias, o aumento na faixa de massa molar da
quitosana de 50-150 a 200 kDa resultou no aumento em relagdo ao tamanho de capsula de
aproximadamente 35%. Este efeito foi ainda mais pronunciado apos 30 dias, aumentando
aproximadamente 590% em relagdo ao dia 1. Além disso, quitosana com massas molares de
150 e 100 kDa apresentaram aumento no tamanho de cépsula em torno de 150%,
respectivamente, somente apds 30 dias e 20 dias. Ademais, o tamanho de cépsula da quitosana
com massa molar de 50 kDa permaneceu praticamente inalterado durante todo o tempo (de 338

a 390 nm).
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Figura 13 - Tamanho das nanocapsulas produzidas com quitosanas de diferentes massas
molares obtidas por via oxidativa.
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Os resultados podem sugerir que a redugdao da massa molar da quitosana pode ter
favorecido a estabilidade estérica, que ¢ alcangada pela adsorcdo adequada da quitosana-
gelatina-surfactante-licopeno. A quitosana com massa molar mais baixa poderia ter sido
adsorvida mais facilmente e compactada quando comparada a de massa molar mais alta. A
estrutura mais estendida da massa molar maior pode ter ocasionado floculagdo de deplecdo
devido a presenca de superficie livre. Esta superficie livre pode ter causado interacao atrativa
entre nanocapsulas, que superou a interacdo repulsiva entre elas, resultando em floculagao

(MCCLEMENTS, 2016; LI; XIA, 2011).

Figura 14 - Potencial zeta das nanocapsulas produzidas com quitosana de diferentes massas
molares obtidas por via oxidativa.
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A magnitude do potencial zeta ¢ geralmente referida como indicativo de
estabilidade fisico-quimica por repulsdo eletrostatica (CHIRAYIL et al., 2017). No entanto, o
deslocamento no plano de cisalhamento estd associado a areas livres ao longo das nanocépsulas.
Neste sentido, todas as nanoemulsdes apresentaram valores semelhantes em relacdo ao
potencial zeta (~ 1-2 mV) ao longo de todo o armazenamento (Figura 14). Os baixos valores
podem ser atribuidos & interagdes entre os grupos carboxilicos carregados negativamente (pl ~
5,0) da gelatina e os grupos amina carregados positivamente (pKa ~ 6,3) da quitosana (DE
FARIAS etal., 2019; QIAO ET AL., 2017). Portanto, os baixos valores de potencial zeta foram
apenas um aspecto negativo quando associados a nanoemulsdes que apresentaram falta de
estabilidade estérica (100-200 kDa).

Porém, vale ressaltar que ndo foi verificada nenhuma separagdo de fases para
qualquer das nanoemulsdes durante todo o tempo de armazenamento, conforme mostrado nas

Figuras 15 e 16.

Figura 15 — (a) Quitosanas despolimerizadas (0,55 %) com diferentes massas molares em
solucao de acido acético 1 %; (b) Solucao de gelatina (0.55 %).



57

(b)

Figura 16 — (a) Sistemas de nanoemulsdes depois de 1 dia. (b) Sistemas de nanoemulsdes
depois de 16 dias.
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5.5 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (%AA)

A atividade antioxidante foi calculada pelo método ABTS (Figura 17), o licopeno

sem encapsulamento e os quatro sistemas de nanoemulsdes foram avaliados do dia 1 ao dia 11.
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O licopeno ndo encapsulado resultou no dia 0 em torno de 58% de atividade
antioxidante (AA), sendo que as nanocéapsulas apresentaram valores de %AA na faixa de 88%
a 97% no dia 0, para os respectivos valores de massas molares. Apds 11 dias de andlise, as
nanoemulsdes apresentaram pequena variagdo, sendo, respectivamente, de 59% a 75% de AA.
Ja o licopeno sem encapsulagdo apresentou redugdo acentuada, que foi de 22,83% de AA,

conforme os valores de %AA apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Atividade antioxidante do licopeno e das nanocapsulas com diferentes massas

molares.
Licopeno Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 11
Ndo encapsulado o0 1 (75 428640618 5141+133" 2326« 1,18
(%om/m)

50 kDa (%m/m) 87,91+ 0,222 87,37+ 1,73%° 69,68 + 6,899 71,36 + 1,08
100 kDa (%em/m) 92,13 +0,24*®® 7338 +5,54% 7881 +630% 7536+ 7,98%

150 kDa (%m/m) 94,93 + 3,972 80,73 + 0,984 7424 +0,52¢ 72,98 + 0,474
200 kDa (%em/m) 97,32 + 1,032 74,19+ 0,214 77,67 +10,76°¢ 59,75 + 3,67°'%

* Médias precedidas pela mesma letra minuscula na mesma coluna dentro de cada forma de quitosana no mesmo
projeto experimental ndo foram significativamente diferentes (p> 0,05).

O tratamento estatistico indicou que as amostras tiveram diferenca significativa
tanto ao longo dos dias, assim como, entre os tratamentos com as diferentes massas molares
(p< 0,05), conforme mostrado na Tabela 4. Porém, todas as nanocapsulas foram capazes de
preservar a atividade antioxidante apos 11 dias (~59% — 76%AA), mesmo apresentando
diferenca significativa, foi possivel verificar essa porcentagem de preservacdo, diferindo
claramente com o licopeno nao encapsulado que teve uma perda de 33,75%AA.

A nanoemulsdo que mais preservou as propriedades antioxidante foi o sistema
desenvolvido com quitosana de 50 kDa, a qual apresentou uma redu¢do de apenas 16,55 % na
atividade oxidante. Yen, Yang e Mau (2008) avaliaram o efeito antioxidante de diferentes
massas molares de quitosana, extraida a partir de residuos de caranguejo, e concluiram que
todas apresentaram boas propriedades antioxidantes. Porém, as propriedades antioxidantes mais
eficazes foram exibidas pelas quitosanas com menores massas molares.

A atividade antioxidante da quitosana deve-se a forte capacidade de doagdo de
hidrogénio da quitosana. Uma baixa massa molar € uma concentragdo mais alta tém uma
influéncia positiva na atividade antioxidante da quitosana, tal e como foi estudado por Youn et

al. (2001), que avaliaram quitosana com 30, 90 e 120 kDa, sendo que o aumento na
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concentragdo de quitosana 30 kDa resultou no aumento dos grupos amina totais responsaveis
por sequestrar mais radicais. Tomida et al. (2009) também mostraram que as quitosanas de
baixas massas molares (2,8, 17,0 e 33,5 kDa) inibem a oxidagao da albumina sérica, resultando
na reducdo do estresse oxidativo na uremia em comparagdo com as quitosanas de massas

molares mais altas (62,6-931 kDa).

Figura 17 - Estabilidade antioxidante de nanocéapsulas produzidas com quitosana de
diferentes massas molares.
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O aumento da atividade de eliminacao do radical ABTS e da capacidade de reducao
nas amostras pode ser devido ao colapso da regido cristalina pela diminui¢cdo da massa molar,
resultando no aumento da solubilidade e da reatividade em solugdo. Foi relatado que a
despolimerizagdo esta associada a diminui¢do no indice de cristalizagdo com a diminuicao da
interacao intermolecular (Van der Waals) e ligagdes de hidrogénio. Em quitosana de baixa
massa molar, o par solitario de elétrons ou compostos de hidrogénio de C— O e N-H pode ser
mais acessivel. De acordo com Chen et al. (2003), a quitosana com baixa massa molar apresenta
maior atividade antioxidante, os grupos hidroxila ou amino podem ser destruidos por

despolimerizagdo adicional de amostras de inferior massa molar. Portanto, a atividade



61

antioxidante das nanocapsulas foi globalmente aumentada a medida que a massa molar da

quitosana diminuiu, e este comportamento pode ser observado na Figura 17.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho estudou o efeito da quitosana de massa molar no desenvolvimento de
nanocapsulas compostas de licopeno, utilizando o método de emulsificagdo. Foi possivel
desenvolver um sistema de nanoemulsdes para nanoencapsular o licopeno, utilizando quitosana
despolimerizada e gelatina como materiais de parede, assim como sua caracterizagao.

Este trabalho estudou o efeito da quitosana de massa molar reduzida no
desenvolvimento de nanocapsulas compostas de licopeno, utilizando o método de
emulsificagao.

Todas as nanocépsulas mostraram alta eficiéncia de encapsulagao (> 96,73%).

Em relacdo a estabilidade fisico-quimica, o tamanho de particula das nanocapsulas
com massa molar da quitosana de 50 kDa ndo apresentou grande alterag¢do (338 a 390 nm) ao
longo do tempo de armazenamento de 30 dias, o que revelou a melhor estabilidade estérica.

Todas as nanocapsulas foram eficientes enquanto a estabilidade do potencial Zeta
(1 =2 mV) nos 30 dias de armazenamento.

A atividade antioxidante do licopeno reduziu em 21% para as nanocépsulas com
quitosana de 50 kDa, e reduziu em 60% para o licopeno sem encapsulamento nos 11 dias
observados. Portanto, as nanocépsulas produzidas com quitosana de baixa massa molar (50

kDa) foram as mais adequadas para serem posteriormente aplicadas na industria de alimentos.
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7 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Foram gerados 8 L de residuos de solu¢do de NaOH, os quais foram armazenados
em um galdo de descarte de 20 L de polietileno de alta densidade (PEAD), corretamente
rotulados com o nome do residuo e a data. Posteriormente, esses residuos sdo encaminhados

para a unidade de gerenciamento de residuos da FURG.
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