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RESUMO

O dleo de cartamo (SO) ¢ obtido a partir da prensagem a frio das sementes de Carthamus
tinctorius. Em sua composi¢ao, estdo presentes acidos graxos essenciais, principalmente o
acido linoleico (®-6) e oleico (®-9), além de polifenois, tocoferdis e outros bioativos. O SO
apresenta potencial como antidiabético, termogénico, cardioprotetor, atividade citotéxica em
algumas células tumorais, acdo anti-inflamatoria e antioxidante. A baixa solubilidade aquosa e
a elevada possibilidade de degradacdo oxidativa constituem situagdes indesejadas para
aplicacdo alimentar, que podem ser contornadas por meio da incorporagdo do o6leo em
nanoparticulas lipidicas. Diante disso, o objetivo deste estudo foi desenvolver carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo SO, determinar suas caracteristicas e avaliar a
capacidade de protecdo da agdo antioxidante do SO por meio da sua encapsulagdo. As
nanoparticulas foram produzidas pelo método de homogeneizacdo a quente seguido por
sonicacdo em sonda de ultrassom. A formulagdo otimizada (CLN-SO) apresentou morfologia
esférica, tamanho de 222,0 + 2,0 nm e potencial zeta de -43,0 £ 3,5 mV. O teor de 6leo
superficial e a eficiéncia de encapsulagdo foram respectivamente 24,1 +£3,0 ¢ 49,0 £ 2,8 %,
sendo a encapsulagdo corroborada por estudos de espectroscopia no infravermelho, difragao de
raios-X, calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria. Os estudos de analise térmica
também demonstraram elevada termoestabilidade (até 228 °C) e a obtengdo de um produto de
caracteristicas fisico-quimicas proprias. A formulagdo apresentou estabilidade por até 90 dias
em dispersdo aquosa, conforme os parametros avaliados. O CLN-SO liofilizado apresentou
baixo teor de umidade e atividade de 4gua (0,0066 = 0,0032 % e 0,55 + 0,03, respectivamente),
valores considerados de baixo potencial para contaminacdo microbiologica e reagdes de
degradacao. O SO apresentou consideravel atividade antioxidante frente a inibi¢do dos radicais
DPPH (ECso = 4,4 mg/mL e 74,86 mg equivalentes de BHT/g de 6leo). Na concentragdo de
25 mg/mL foi observada redu¢do de quase trés vezes na atividade antioxidante do SO apds a
encapsulacdo, indicando protecdo dos compostos que exercem esta atividade. Estes resultados
sugerem, portanto, que a formulacao desenvolvida apresenta caracteristicas adequadas para a

administracgdo oral, sendo assim uma alternativa promissora para suplementacdo alimentar.

Palavras-chave: Antioxidantes. Acido linoleico. Bioativos. Suplementacio alimentar.



ABSTRACT

Safflower oil (SO) is obtained from the cold pressing of Carthamus tinctorius seeds. Essential
fatty acids, mainly linoleic (0-6) and oleic acid (®»-9), are present in the composition, as well
as polyphenols, tocopherols and other bioactive agents. SO has potential as antidiabetic,
thermogenic, cardioprotective, cytotoxic activity in some tumor cells, anti-inflammatory and
antioxidant. Its low aqueous solubility and the high possibility of oxidative degradation are
undesirable situations for food application, which can be overcome by incorporating the oil
within lipid nanoparticles. Therefore, the main goal of this study was to develop nanostructured
lipid carriers (NLC) containing SO, to determine its characteristics and to evaluate the potential
for protection of the antioxidant activity by the encapsulation of SO. Nanoparticles were
produced by the hot-melt homogenization method followed by sonication in an ultrasound
probe. The optimized formulation (NLC-SO) showed spherical morphology, mean diameter of
222.0 = 2.0 nm and zeta potential of -43.0 £3.5 mV. The surface oil content and the
encapsulation efficiency were respectively 24.1 & 3.0 and 49.0 + 2.8 %, and this encapsulation
was corroborated by other studies, such as infrared spectroscopy, X-ray diffraction, differential
scanning calorimetry and thermogravimetry. Thermal analysis studies also demonstrated high
thermostability (up to 228 °C) and a product of their own physicochemical characteristics was
obtained. The formulation presented stability for up to 90 days in aqueous dispersion, according
to the evaluated parameters. Freeze-dried NLC-SO presented low moisture content and water
activity (0.0066 + 0.0032% and 0.55 + 0.03, respectively), values considered of low potential
for microbiological contamination and degradation reactions. SO showed considerable
antioxidant activity as scavenger of DPPH radicals (ECso = 4.4 mg/mL and 74.9 mg BHT
equivalents/g of oil). At the concentration of 25 mg/mL SO, a reduction of almost three times
in the antioxidant activity was observed after the SO encapsulation, indicating protection of the
compounds responsible for this activity. These results suggest, therefore, that the developed
NLC-SO formulation presents suitable characteristics for oral administration, thus being a

promising alternative in food supplementation.

Keywords: Antioxidants. Bioactive. Food Supplements. Linoleic acid.
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1 INTRODUCAO

O dleo de cartamo (SO) € obtido a partir da prensagem a frio das sementes de Carthamus
tinctorius, uma planta pertencente a familia Asteraceae, conhecida popularmente como
acafrdo-amarelo, uma cultura amplamente cultivada em todo o mundo. Em sua composigao,
estdo presentes como componentes majoritarios os acidos graxos insaturados (AG),
principalmente os acidos linoleico e oleico. Também sao descritos em composi¢do minoritaria
os componentes da fragdo insaponificavel, entre eles polifendis e tocoferdis. Ha dois tipos de
SO brutos disponiveis, o com alto teor de acido linoleico (kigh linoleic) e com alto teor de acido
oleico (high oleic), além de diversos dleos refinados. O SO apresenta ainda como propriedades
farmacoldgicas o potencial antidiabético, termogénico, aumento de prote¢do cardiovascular;
atividade citotoxica em algumas células tumorais (HepG2, MCF-7 e HeLa), além de atividade
anti-inflamatoria e antioxidante. Estas perspectivas engrandecem o interesse na potencial
aplicacdo do SO em alimentos.

Apesar do uso difundido de dleos vegetais como o de cartamo e sua relevancia na
industria de alimentos, ha diversas limitagdes que comprometem seu uso como fonte de
bioativos. A baixa solubilidade em agua, baixa estabilidade oxidativa e potencial degradacao
com tempo de armazenagem representam limitagdes ligadas ao oleo, principalmente quando
nao ocorre processo de refino (6leo bruto). Desta forma, a micro e nanoencapsulagdo podem
ser alternativas para resolug¢do destas limitacdes, uma vez que o 6leo passa a ser incorporado
no interior de uma particula e, com isto, ndo esta diretamente exposto a degradacdo mediada
por fatores externos. Em nanossistemas lipidicos, a interagdo de compostos hidrofébicos como
0 SO com a matriz lipidica geralmente € favorecida, o que auxilia na incorporagdo € manutengao
deste tipo de material no interior das particulas, resultando em ampliacdo da prote¢do dos
componentes bioativos do o6leo contra a degradacdo (SARI et al, 2015; OPREA e
GRUMEZESCU, 2017).

Dentre os nanocarreadores propostos para as areas de medicamentos, cosméticos e
alimentos, as nanoparticulas lipidicas sdo bastante favoraveis para a incorporacdo de tais
compostos lipofilicos (DARAEE et al., 2016; ZENG et al.,2016; CHU et al.,2017; SALGADO
etal.,2019; ZANETTI et al., 2019). Os materiais utilizados na sua composicao (lipides solidos,
liquidos e tensoativos) sdo biocompativeis, de baixa toxicidade e de uso histérico em
formulagdes para uso humano (DURA'N et al., 2013). Além disso, diversas caracteristicas de
processo tornam facil a producdo das nanoparticulas em larga escala, sem utilizacdo de

solventes organicos para sua obtencdo, além da ampla disponibilidade de lipides adequados
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para a utilizagdo em aplicagdes alimentares (SABLIOV et al, 2015; OPREA e
GRUMEZESCU, 2017; RAFIEE e JAFARI, 2018; BATTAGLIA e UGAZIO, 2019).

Diante disso, a incorporagao do SO em nanoparticulas lipidicas torna-se uma alternativa
vidvel e interessante para promover o carreamento do Oleo e seus componentes bioativos,
favorecendo a solubilidade deste em meio hidrofilico e a estabilidade contra a degradagao.
Assim, espera-se que a a¢ao antioxidante também seja protegida, podendo perdurar por mais
tempo. Considerando que o consumo de SO possui indicativo de atividade benéfica a satde,
aliado ao crescente interesse de consumo como suplemento alimentar, as nanoparticulas
lipidicas contendo SO podem representar um produto tecnoldgico interessante com potencial

para ser utilizado no consumo humano.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oleos vegetais e suplementacio de bioativos

Oleos e gorduras vegetais sio lipides extraidos de partes das plantas como as sementes
ou, menos frequentemente, de outras partes, como os frutos. Assim como as gorduras, os 6leos
sdao constituidos predominantemente por misturas formadas por acidos graxos (AG) e seus
ésteres na forma de triacilglicerdis, resultantes da sua esterificagdo com o glicerol. Oleos sdo
frequentemente denominados como lipides liquidos por se manter neste estado fisico a
temperatura ambiente e ao nivel do mar, enquanto as gorduras ou manteigas vegetais se mantém
em estado so6lido (DEVI e KHATKAR, 2016).

Os triglicerideos e 4cidos graxos sdo a maior fracdo da composicdo dos oleos vegetais,
compondo a porcao saponificavel destes. Em menores fragdes dos dleos, estdo presentes ainda
fitoesterois, tocoferdis, polifenois, carotenoides, terpenos, glicolipidios, fosfolipides,
pigmentos e substancias aromaticas volateis. Estes componentes minoritarios, em grande parte
sdo constituidos por material insaponificavel e apresentam diversos perfis de polaridade
(WINKLER-MOSER e BREYER, 2011; CALDER, 2015; GANESH ¢ HETTIARACHCHY,
2016; HERNANDEZ, 2016; BARRERA-ARELLANO et al., 2019).

Dentre as diversas aplicagdes na industria farmacé€utica, cosmética e bioenergética
(PITTS et al., 2007, BOSKOU, 2015; MBA et al., 2015; SINGH ¢ NIMBKAR, 2016;
BYERLEE et al., 2017), os oleos vegetais podem ser empregados na produ¢do de tintas,
vernizes e lubrificantes, e sdo particularmente utilizados como alimentos e fontes de bioativos.
Os o6leos de soja, canola, girassol e milho sdo exemplos comuns de 6leos vegetais obtidos de
sementes com aplicagdo alimentar (COSTA-SINGH et al.,2012; DING et al.,2015; BYERLEE
et al., 2017; BARRERA-ARELLANO et al., 2019); o azeite de oliva e o dleo de palma sdo
exemplos de 6leos obtidos de outras partes das frutas para mesmo fim (TAN et al., 2009;
MARTINEZ-GONZALEZ e MARTIN-CALVO, 2018).

A grande maioria dos componentes bioativos neste contexto sdo acidos graxos
insaturados e poli-insaturados, como acido oleico (18:1; ®-9), acido linoleico (18:2; w-6) e
linolénico (18:3; ®-3), estes dois ultimos considerados 4cidos graxos essenciais (AGE)

(Figura 1).
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Figura 1. Acidos graxos poli-insaturados e insaturados: acido linolénico (A), acido
linoleico (B), acido oleico (C). Representacido apenas da formula estrutural, sem

considerar os varios isomeros.
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Por outro lado, no dleo de coco e palma, os acidos graxos predominantes sao saturados
(82% dos lipides totais para ambos), sendo que cerca de 67% do 6leo de coco ¢ composto pela
mistura de acidos laurico (12:0), miristico (14:0) e palmitico (16:0); no 6leo de palma este valor

pode ser até 5% maior (SACKS et al., 2017).

Figura 2. Representacio esquemaitica do processo geral de obten¢do e refino de 6leos
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Os 0dleos vegetais sdo considerados brutos quando sdo utilizados apos a sua obtencao,
normalmente por método de prensagem a frio (Figura 2). Como ainda ndo sofreram processo
de refino quimico, a prevaléncia dos componentes bioativos ¢ maior, uma vez que neste
processo ocorre perda de grande parte destes compostos devido ao uso de solventes
(WINKLER-MOSER e BREYER, 2011; CALDER, 2015; GANESH ¢ HETTIARACHCHY,
2016; HERNANDEZ, 2016; BARRERA-ARELLANO et al., 2019).

A composi¢ao e as concentragdes dos componentes bioativos sdo variadas para 6leos
vegetais de diferentes fontes, principalmente considerando os 6leos brutos, ndo-refinados. Além
das diversas fontes vegetais, a variagdo na concentragdo dos bioativos pode estar relacionada
com condig¢des climaticas do local, método de cultivo, processo de extragdo realizado, se houve
alguma forma de refino e condi¢des de armazenamento do 6leo (PRESCHA et al., 2014). Na
tabela 1 estdo descritos os bioativos de ocorréncia em 6leos de diversas fontes vegetais com
aplicacdo alimentar.

Por possuir maior propor¢do de componentes bioativos em sua matriz, os 6leos brutos
tornam-se matérias-primas atraentes para aplicacdo em alimentos. Além disso, podem
apresentar inclusive outras aplicagdes potenciais, como bases na dissolu¢do de compostos como
vitaminas, antioxidantes e outros ativos lipofilicos. Na industria de alimentos, sdo empregados
também como modificadores de textura e agregadores de sabor. Estes 6leos possuem ainda
resisténcia térmica interessante, exibindo elevada temperatura de ebulicdo e decomposigdo,
aliado a baixa toxicidade e elevada biocompatibilidade, condicdo que amplia ainda mais a
possibilidade de aplicacdo alimentar (DA SILVA e JORGE, 2014; YARA-VARON et al.,
2017). Considera-se outra vantagem interessante o fato de que 6leos vegetais sdo obtidos a
partir de recursos renovaveis, o que gera menor impacto ambiental na cadeia de produgao (TAN

et al.,2009).
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Tabela 1. Composicao de bioativos relatada para o6leos vegetais passiveis de aplicacio

alimentar

Oleo vegetal

Principais componentes bioativos

Referéncias

Oleo de abacate

acido oleico (c. 63%)
[-sitosterol e outros fitoesterois
a-tocoferol e outros tocoferois

carotenoides, como a luteina

(NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et
al., 2018);

(KRUMREICH et al., 2018);
(DUARTE et al., 2016);
(ADARAMOLA et al., 2016).

Oleo de améndoas

acido oleico (entre 64 e 82%)
B-sitosterol e outros fitoesterois

o-tocoferol e outros tocoferois

(FERNANDES et al., 2017);
(PARDO et al., 2016);
(SIQUEIRA et al., 2016);
(SORKHEH et al., 2016);
(AHMAD, 2010).

Oleo de amendoim

acido oleico (c. 45%),

acido linoleico (c. 32%)
arginina e resveratrol
B-sitosterol e outros fitoesterois

y-tocoferol e outros tocoferdis

compostos fenolicos e flavonoides

(ZAABOUL et al., 2018);
(SACKS et al., 2017);
(LIST, 2016);

(ARYA et al., 2016);
(ZHU et al., 2015).

Oleo de cartamo

acido linoleico (c. 75%)
[-sitosterol e outros fitoesterois

o-tocoferol e outros tocoferois

(KHALID et al., 2017);
(MATTHAUS et al., 2015).

Oleo de chia

acido linoleico (c. 62%)

carotenoides e tocoferois

(BODOIRA et al., 2017).

Oleo de coco

polifendis e tocoferodis

(WALLACE, 2019);
(KAPPALLY et al.);
(YEAP et al., 2015);
(MARINA et al., 2009).

Oleo de linhaca

acido a-linolénico (c. 52%)
y-tocoferol e outros tocoferois

vitamina A

(AYELIGN e ALEMU, 2016).

Legenda: c. = cerca de.
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2.1.1 Nutrientes bioativos

A ingestdo de alimentos nao se limita apenas a satisfacdo do apetite ou mesmo
fornecimento de nutrientes. A composicao da dieta afeta as fungdes fisioldgicas e também o
balango energético global do organismo (BJORK et al., 2016). Estes componentes que
influenciam as fungdes fisiologicas podem ser definidos como nutrientes bioativos e estes, em
sua grande maioria, favorecem a manutencao ¢ ganho em beneficios a saude (VIEIRA DA
SILVA et al., 2016).

Os nutrientes bioativos estdo disponiveis em fontes vegetais e animais. Em fontes
vegetais s3o considerados os acidos graxos (AG) insaturados e poli-insaturados, vitaminas,
fibras e substancias antioxidantes. Em fontes animais estdo presentes principalmente
aminoacidos essenciais e 0s AG poli-insaturados da série do ®-3, presentes em abundéancia no
6leo do figado de determinados peixes de aguas profundas, como o salmdo (NOOMHORM et
al.,2014).

Dentre os AG considerados nutrientes bioativos, um destaque especial ¢ dado aos AG
essenciais, devido ao fato da inaptiddo do organismo humano em sintetiza-los a despeito de sua
necessidade. Assim, tém destaque o 4cido linolénico (®-3) e o 4cido linoleico (®-6), cuja
producdo endogena por mamiferos € considerada pouco significativa frente a necessidade para
manter o equilibrio das funcdes fisiologicas, devendo assim ser obtidos por meio da
alimentagao. O consumo didrio indicado em adultos € de cerca de 0,4 e 2 g/dia, para ®-3 e ®-6,
respectivamente (CALDER, 2010). Além destes AG essenciais de ocorréncia vegetal, também
merece destaque como bioativo o acido oleico (®-9), um 4&cido graxo monoinsaturado nao
essencial (JOHNSON, 2014), que apresenta propriedades antioxidantes (DERBYSHIRE,
2018).

Na série do ®-3, ha cinco AG que merecem destaque devido a suas agdes fisiologicas:
o acido a-linolénico (LA, 18:3), acido estearidonico (SDA, 18:4), acido eicosapentaenodico
(EPA; 20:5), acido docosapentaenodico (DPA, 22:5) e acido docosahexaenoico (DHA; 22:6)
(Figura 3) (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2018). Para o LA ¢ relatada atividade anti-
inflamatoéria, antioxidante, hipocolesterolémica, hipolipidémica, hipotensora e vasoconstritora
(RODRIGUEZ-LEYVA et al., 2010). O EPA, além de acdo anti-inflamatoria, antioxidante e
hipotensora, pode promover melhora de sensibilidade a insulina (FIGUERAS et al., 2010). O
DHA possui acdo hipolipidémica e anti-inflamatoria, esta ultima possivelmente via reducdo dos

niveis de interleucina 6 e proteina quimiotatica de mondcito (MCP-1), ambos mediadores
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quimicos responsaveis pelo recrutamento seletivo de monocitos, neutrofilos e linfocitos,
gerando quimiotaxia através da ativagdo de receptores acoplados a proteina G (RYAN et al.,

2009; MURUMALLA et al., 2012).

Figura 3. Conversao dos AG da série -6 e 3 gerando os diversos derivados de importiancia
fisiologica, dando destaque as reacdes bioquimicas que ocorrem no organismo e apenas
em plantas.

ACIDOS GRAXOS 6 ACIDOS GRAXOS m-3

/\/\/:W\/\/\)CL AlS-desaturase i
OH  (em plantas) OH
Acido linoleico (18:2, w-6) Acido a-linoleico (18:3, »-3)
l A6-desaturase l Ab6-desaturase
Acido y—linolénico (18:3, »-6) Acido estearidénico (18:4, »-3)
| ELovLse2 . - | ELoVLse2
. CICLOXIGENASE CICLOXIGENASE ;
Acido dihomo-y-linolénico (20:3, v-6) Série 2 Série 3 Acido eicosatetraenoico (20:4, »-3)
l AS-desaturase PGAZ, E2, 12 PG B3, D3, E3, 13 l AS-desaturase
w R TX A2 TX A3 £ g 5
Acido araquiddnico (20:4, ©-6) = > Acido eicosapentaencico (20:5, ©-3)
l ELOVLS5e2 LIPOXIGENASE LIPOXIGENASE l ELOVL5e2
. Série 4 Série 5 .
Acido docosatetraenoico (22:4, -6) LT B4, C4, B4 LT B5. C5. D5 Acido docosapentaenoico (22:5, ©-3)
| ELOVL.2 | LOVL2
Acido tetracosatetraenoico (24:4, ©-6) Acido tetracosapentaenoico (24:5, w-3)
l Ab-desaturase .Mitocﬁndria l Ab-desaturase

Acido tetracosapentaenoico (24:5, w-6) Acido tetracosahexaenoico (24:6, @-3)

l B-oxidacao H l B-oxidagio

Acido docosapentaenoico (22:5, ©-6) Acido docosahexaenoico (22:6, »-3)

Legenda: PG = prostaglandinas, LT = leucotrienos, TX = tromboxano, ELOVL = elongase de 4cidos graxos (do

inglés, elongation of very long chain fatty acids protein)

Em praticantes profissionais de esportes, a suplementacao por -3 tem sido relacionada
com melhora da resisténcia fisica, sugerindo associagao com redu¢ao da demanda de oxigénio
ao longo do exercicio (PHILPOTT et al., 2019). O consumo de peixe e 6leo do figado de peixe,
fontes alimentares ricas em ®-3, estd associado com redu¢do na mortalidade relacionada a
doenga cardiovascular (DCV) e morte subita cardiaca. Entretanto, o consumo de ®-3
isoladamente ndo demonstrou eficacia em prevengdo secundaria de DCV em pacientes com
multiplos fatores de risco (MOHANTY et al., 2017; WATANABE e TATSUNO, 2017;
DERBYSHIRE, 2018). Atualmente, o ®-3 ¢ denominado de Classe II pela Associacao

Americana do Coragdo (American Heart Association, dos Estados Unidos), o que indica que o
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seu beneficio de consumo ¢ moderadamente maior que o seu risco de consumo, podendo-se
assumir que ele pode ser util e eficaz nas agdes que propde (ELAGIZI et al., 2018).

Na série do -6 (Figura 3), o AG de cadeia mais curta ¢ o acido linoleico, que se torna
o precursor dos demais AG ®-6 de cadeia mais longa, incluindo os endocanabinoides, lipoxinas
e eicosanoides, derivados do acido araquidénico (20:4, ®-6), como as prostaglandinas e
leucotrienos, todos de agdo estreitamente relacionada a processos inflamatdrios, dentre outras
acoes fisiopatoldgicas (ALVHEIM et al., 2014; CALDER, 2015; RAMSDEN et al., 2015).

Além de atuarem como precursores do acido araquidonico, os ®-6 atuam como
componentes estruturais das membranas celulares, na forma das moléculas de fosfolipide,
componentes da bicamada lipidica. O comprimento e o grau de satura¢do dos acidos graxos
determinam como as moléculas de fosfolipidios se agrupam e, consequentemente, afetam a
fluidez da membrana, a transdugdo do sinal e a expressao dos receptores celulares (MORI e
HODGSON, 2013).

O consumo alimentar de ®-6 também foi relacionado com influéncias benéficas no
metabolismo das lipoproteinas, reduzindo a pressdo arterial e em parte o risco de DCV. Em
populagdes com elevadas taxas de consumo do -6, como os tailandeses e israelenses, em que
pode constituir até 10% do aporte energético total, ¢ observado baixo risco de incidéncia para
DCV. Em contrapartida, a baixa ingestdo didria de 4cidos graxos ®-6 (< 3%) pode induzir
problemas cardiovasculares por baixos indices de AGE no organismo (MORI e HODGSON,
2013). Por outro lado, a protecdo da ocorréncia de DCV ¢ controversa, uma vez que na
observagdo de 53 individuos com risco de DCV, que consumiam elevadas por¢des de -6,
apenas um infarto do miocardio foi evitado, indicando baixa relagao entre o consumo e protecao
cardiovascular (HOOPER et al., 2018). Por fim, ¢ sugerido que o acido linoleico tenha
beneficios a longo prazo que apontam para prevencao do diabetes tipo 2 (WU et al., 2017).

Além dos AGE, as vitaminas também sdo nutrientes bioativos essenciais amplamente
encontrados em fontes vegetais. Sao compostos que, mesmo necessarios em menor frequéncia
para manter a saide do organismo, sdo essenciais € ndo podem ser adquiridas de outra forma
que ndo por meio dos alimentos. Dentre as vitaminas presentes nas fontes vegetais, tem-se as
vitaminas A, E, K e seus compostos relacionados (COMBS, G. F. e MCCLUNG, J. P., 2017).

A vitamina A (Figura 4A) est4 presente nos alimentos na forma de retinol (em fontes
animais) e os carotenos (fontes vegetais), sendo o betacaroteno a provitamina A mais
comumente presente em frutas e leguminosas (BENDIK et al., 2014). Ainda que presente em

fontes animais, normalmente estd associada a gorduras saturadas e colesterol nestas fontes, de
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forma que seu consumo em vegetais ¢ mais incentivado (COMBS, G. F. e MCCLUNG, J. P.,
2017; WIRTH et al., 2017). Em tomates, além de alfa e betacaroteno, estdo também presentes
licopeno, luteina e zeaxantina, com propriedades antioxidantes ¢ de melhora da fungdo
imunologica. Além disso, estes compostos reduzem o risco para obesidade, diabetes,
hipercolesterolemia, DCV e alguns tipos de cancer (PERVEEN et al., 2015; DA SILVA
CARVALHO et al., 2016). Dentre as agdes da vitamina A, estdo a manutencao de uma visao
saudavel, inducao de fatores de crescimento para diversas células, incluindo as epiteliais
podendo ainda atuar como antioxidantes, especialmente o betacaroteno. Sua concentragao
diaria de consumo indicada ¢ de até 1300 ug em equivalente de retinol por dia (COMBS, G. F.
e MCCLUNG, J. P., 2017).

A vitamina E (Figura 4B) compreende os tocoferdis e os tocotrienois, cuja fonte
principal sdo 6leos de origem vegetal. Dentre as func¢des biologicas propostas, destaca-se sua
atuacdo como antioxidante lipofilico (RIZVI et al., 2014), em que a vitamina E age como um
sequestrador de radicais livres, doando um atomo de hidrogénio (H) para inativa-los. Devido a
sua caracteristica lipofilica, a vitamina E pode ser incorporada nas membranas celulares,
protegendo-as de danos oxidativos (DAUQAN ef al., 2011; RAEDERSTOREFF ef al., 2015;
GALLI et al., 2017; GUPTA et al., 2018). A vitamina E estd indicada para consumo didrio de
até 15 mg por dia. Ela est4 presente em praticamente todos os 6leos aplicados na alimentagao,
sendo estes, 0leos de canola, palma, amendoim, oliva, milho, soja e principalmente girassol,
neste em concentragdo de 41 mg/100g (COMBS, G. F. J. e MCCLUNG, J. P., 2017).

A vitamina K (Figura 4C) ¢ um grupo de compostos lipofilicos derivados do isopreno,
tendo como precursor a fitomenadiona (vitamina K1). Apresentam essencial atividade pro-
coagulante, uma vez que sdao necessarias na sintese de proteinas que atuam como fatores de
coagulacdo. Os valores considerados indicados para consumo diario ainda ndo foram bem
definidos, entretanto, especulam-se indicacdes de até¢ 100 pg por dia para se obter os beneficios
desta vitamina. Elas sdo obtidas principalmente em verduras de folhagem verde, como os
brécolis (141 pg/100 g) e até 5 vezes mais na couve (817 ug/100 g). Em 6leos vegetais, a
vitamina K pode ser encontrada em 6leo de canola, milho, oliva, amendoim e principalmente
6leo de soja, este ultimo com maior teor entre eles (184 ng/100g) (COMBS, G. F. J. e
MCCLUNG, J. P., 2017).
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Figura 4. Representacio estrutural das principais vitaminas encontradas em oOleos
vegetais: vitamina A, representada pelo beta-caroteno como fonte de 2 moléculas de
retinol (A); vitamina E, representada pelo alfa-tocoferol e alfa-tocotrienol (B); vitamina
K, representada pela fitomenadiona (vitamina K1).
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Outros compostos bioativos presentes em 0leos vegetais sdo os pertencentes a classe
dos polifenois, que sdo compostos fenolicos contendo uma ou mais hidroxilas ligadas a um anel
aromatico. Incluem os acidos fendlicos, flavonoides e proantocianidinas, que constituem um
mecanismo de protecdo das plantas contra o estresse oxidativo. Em 6leos brutos, sdo observados
os acidos fendlicos homogentisico, 4-hidroxibenzoico, caf€ico, galico, p-cumarico, sindpico e
feralico, mas ocorrem ainda outros polifenois como tirosol, vanilina, siraldeido, &cido veratrico,
kaempferol e rosmanol (TOLBA et al., 2016), todos com atividade antioxidante variada
(OZCAN et al., 2014).

O mecanismo de acao antioxidante destas substancias est4 relacionado com capacidade
de neutralizar radicais livres, reduzindo a ocorréncia de reacdes como auto-oxidacao lipidica
(ZHANG e TSAOQO, 2016). O 4cido cafeico tem demonstrado potencial atividade antioxidante e
efeitos protetores para aterosclerose, reduzindo os niveis de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (MAGNANI et al., 2014). Estes polifendis demonstram também potencial
acdo anti-inflamatoria associada a inibi¢do de interleucina 1B, uma citocina pro-inflamatoria

relacionada a dor e condigoes autoimunes (REN e TORRES, 2009; ZHANG e TSAO, 2016).
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Por fim, em Oleos vegetais no estado bruto, podem estar presentes em baixas
concentragdes as fibras soluveis, com capacidade de atuar como prebidticos, ou seja, sdao
nutrientes bioativos nao digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento ¢ a atividade de
uma ou mais bactérias da microbiota intestinal, colaborando com a melhora da satde
(BERNAUD e RODRIGUES, 2013). A inulina, um polissacarideo da frutose, encontrada em
pequenas proporgdes nos alimentos vegetais, ¢ considerada uma fibra soluvel que possui
atuacdo no organismo como prebidtico, contribuindo na manuten¢do da flora intestinal
(BERNAUD e RODRIGUES, 2013; VASSIMON et al., 2016).

A partir desta analise, pode-se observar que ha uma grande variedade de bioativos que
sdo nutrientes essenciais presentes naturalmente em 6leos vegetais. A facilidade de obtengao, o
custo, a fonte de origem (animal ou vegetal) e principalmente os possiveis beneficios a satde
com reducdo dos riscos de desenvolvimento de doengas gerados pelo consumo de bioativos
definem seu potencial para utilizagdo na composicao de alimentos funcionais (AF) (ANVISA,
1999; NISHIDA et al., 2007; TEMPLE e STEYN, 2016; SHAO, 2017).

A incorporagdo de nutrientes bioativos em AF demonstra indicios de ser uma estratégia
atraente para despertar o interesse do consumidor, que busca alimentos com alegacdo de
propriedades benéficas na manutencdo da satde e bem-estar (NOOMHORM et al., 2014;
SCHULZE et al., 2018). Quando o produto contém ingredientes bioativos cuja origem advém
de fonte natural, com reduzida interferéncia de processos quimicos para sua obtengdo, o
interesse pode ser ainda maior (HUNG et al., 2016; BIMBO et al., 2017). De fato, em 2013,
foi relatado que o valor do mercado global de AF foi de US$ 168 bilhdes com estimativas de
crescimento para até US$ 300 bilhdes em 2020. Com perspectivas de mercado em ascensao,
inimeras empresas de alimentos tém ampliado seus investimentos no desenvolvimento de

novos produtos funcionais (SANTERAMO et al., 2018).

2.2 Oleo de cartamo, perfil e aplicacdes

O cartamo (Carthamus tinctorius L.), conhecido popularmente como agafrdo amarelo,
é uma herbacea de cultura agricola polivalente originaria da Africa e Asia, pertencente a familia
Asteraceae (GALANT et al., 2015; LUCAS et al., 2016). Suas flores de cores brilhantes
(Figura 5) possuem pigmentos naturais utilizados na industria de alimentos e tecidos (SINGH

e NIMBKAR, 2016).
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Figura S. Flores e sementes do cartamo (Carthamus tinctorius L.).

Fonte: HARRIS, 2019

As sementes de cartamo sdo compostas por 38-48% de 6leo, 15-22% de proteinas e
11-22% de fibras. Das sementes prensadas a frio € extraido o 6leo bruto rico em acidos graxos
poli-insaturados, que apresenta consideravel potencial de aplicacao na produgdo de biodiesel,
fabricacdo de tintas, vernizes, industria de cosméticos e alimentos (GALANT et al., 2015). Por
outro lado, as fibras residuais do processo de prensagem sao beneficiadas e podem ser utilizadas
para alimentar criagdes (AYDENIZ et al., 2013).

Os AG insaturados e poli-insaturados contidos no o6leo extraido das sementes sdo
relatados como responsaveis por grande parte dos seus beneficios a saude. Particularmente
destacam-se os ®-6 e ®-9, responsaveis por auxiliar no controle do colesterol, reduzindo niveis
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que por consequéncia reduzem também as chances
de desenvolvimento de aterosclerose (SCHWINGSHACKL et al., 2018).

O ¢6leo de cartamo (SO, do inglés safflower oil) destaca-se por ser uma fonte importante
de 4cido linoleico (w-6), com alto teor; entretanto, os dcidos graxos estdo presentes no SO em
proporg¢des variadas, conforme seja obtido de diferentes fontes. Existem basicamente dois perfis
de SO, o 6leo com alto teor de w-6 (>66%, high linoleic) e com alto teor de ®-9 (>83%, high
oleic) (SACKS et al., 2017). Essa quantidade pode ser ainda variada conforme a linhagem de
cultivo, método de beneficiamento empregado na obtencdo do dleo e condi¢des climaticas do

local de plantio (SALABERRIA ez al., 2016), de forma que em linhagens de cartamo cultivadas
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no Marrocos, observou-se 77-80% de acido linoleico (BEN MOUMEN et al., 2015), enquanto
que em amostras da Polonia, a quantidade observada foi em torno de 67% (PRESCHA et al.,
2014).

Além dos AG, estdo também presentes tocoferdis, principalmente a-tocoferol, que foi
encontrado no 6leo bruto em concentracao de até 2031 mg/kg (AYDENIZ et al., 2013). Para
SO refinado, a concentracao de tocoferois € menor, por exemplo, 266 £+ 13 mg/kg em amostras
originarias da Espanha (MARQUEZ-RUIZ et al., 2014) e 624 + 34 mg/kg em amostras da India
(BHATNAGAR et al., 2009). Em 6leos brutos, pode ser encontrada concentracao de tocoferois
até trés vezes maior que em 6leos refinados (AYDENIZ et al., 2013). A composi¢do de acidos
graxos e tocoferois totais presentes em amostras de SO obtidos por diferentes processos estao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Composicao percentual de acidos graxos e concentracdo de tocoferdis

(mg/kg oleo) em diferentes amostras de 6leo de cartamo.

Tocoferodis totais

Material Composiciao AG (%) Referéncia
(mg/kg)
71,1 £2,9 (18:2)
, 18,7+ 1,0 (18:1) (BHATNAGAR
Oleo refinado 624 + 34
2,7+0,2 (18:0) et al., 2009)

7,5+ 0,8 (16:0)
74,7+ 0,7 (18:2)
) 13,7+0,5 (18:1) (MARQUEZ-
Oleo refinado 266+ 13
2,6 +0,1 (18:0) RUIZ et al., 2014)
7,2+ 0,2 (16:0)

81,4 +3,7 (18:2)

Oleo por 11,1+ 1,3 (18:1)
) 397+ 13 (LEE, 2004)

prensagem a frio 1,6 £0,3 (18:0)

5,5+0,1 (16:0)

76,9 £4,1 (18:2)
Oleo por 12,3+2,2 (18:1) (AYDENIZ et al.,

2030+ 16

prensagem a frio 2,5+0,4 (18:0) 2013)

6,8 = 0,6 (16:0)

Legenda: AG = acidos graxos, 16:0 — acido palmitico, 18:0 — acido estearico 18:1 — acido oleico (®-9), 18:2 —

acido linoleico (w-6)
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No d6leo ocorre ainda a presenca de fitosterois, principalmente o [-sitosterol
(1038,26-1130,13 mg/kg), um bioativo relacionado a protecao cardiovascular (MATTHAUS et
al., 2015; KHALID et al., 2017). Carotenoides também estdo presentes (1,14-1,34 mg/kg)
principalmente no SO bruto, sendo -caroteno e B-criptoxantina os carotenoides dominantes
(BEN MOUMEN et al., 2015).

Desta forma, como o 6leo bruto obtido por técnica de prensagem a frio, ndo refinado,
apresenta teor mais elevado de antioxidantes, fitoesterois e outros bioativos importantes, e ainda
passa por poucos processos de obtencao e purificacdo sem requerer refinacdo quimica, apenas
uma simples filtragdo ou centrifugagdo para remover materiais suspensos, torna-se mais
interessante € conveniente para industria de alimentos a sua utilizagcdo em produtos comestiveis
de qualidade do que os 6leos refinados (PRESCHA et al., 2014).

O SO apresenta ainda propriedades farmacoldgicas atraentes para aplicagdo como
ingrediente funcional, com consumo diario podendo gerar efeitos antidiabéticos auxiliando no
controle dos niveis de insulina; ampliacdo da fun¢do termogeénica, esta principalmente se aliada
a habitos saudaveis de alimentacdo e pratica de exercicios fisicos; aumento da protecao
cardiovascular; atividade citotoxica em células tumorais (HepG2, MCF-7 e HeLa); atividade
anti-inflamatodria e antioxidante. Estas perspectivas engrandecem o interesse da industria em
potencial a aplicacdo do SO em alimentos, resultando em necessidade de maiores pesquisas
relacionadas ao seu consumo, especialmente estudos clinicos que relacionem seus componentes
bioativos com a atividade funcional observada (HANN et al.; CAMPANELLA et al., 2014;
DEHARIYA e DIXIT, 2015; HARRIS et al., 2017; KHALID et al., 2017, CAPOBIANCO et
al., 2018; FERNANDES et al., 2018).

2.3 Aplicacao da nanotecnologia em alimentos

A nanotecnologia ¢ a ciéncia que pesquisa materiais com intuito de criar, manipular e
explorar estruturas em escala nanométrica, ou seja, na faixa de tamanho de 1-1000 nm
(CHELLARAM et al., 2014). Em escala nanométrica, observa-se que os materiais adotam
propriedades Unicas que ndo estavam presentes em escala macrométrica. Assim, com as
mudangas na escala do material, podem ser alteradas tanto as propriedades fisico-quimicas,
como cor, solubilidade, viscosidade, difusividade, resisténcia e toxicidade, quanto as
propriedades bioldgicas, como a farmacocinética e a biodisponibilidade (TAMJIDI et al., 2013;
DORDPEVIC et al., 2014; DIMITRIJEVIC et al., 2015).
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Estas modificagdes ocorrem devido as intera¢des individuais de atomos e moléculas,
gerando possibilidade de novas aplicacdes funcionais, em praticamente todas as areas e setores,
incluindo agricultura, vestuario, cosmética, petroquimica e, de forma especial, na industria
farmacéutica e de alimentos (CHELLARAM et al., 2014; BAJPAI et al., 2018; HOSNE ASIF
e HASAN, 2018; MORADKHANI et al., 2018; SAMADDAR et al., 2018). Quando associada
a area da saude a nanotecnologia ¢ conhecida como nanobiotecnologia. Assim, com aplica¢ao
na industria alimentar, a nanobiotecnologia possibilita alteracdo no perfil de liberacdo e
disponibilidade de micronutrientes e bioativos em componentes alimentares. Ao encapsular
bioativos, os nanocarreadores podem gerar ndo sé a libera¢do controlada, mas também mascarar
ou preservar sabores, aromas e outros compostos volateis, reduzir a ocorréncia de oxidagdo e
outras reagdes de degradacdo, protegendo assim os compostos bioativos (OPREA e
GRUMEZESCU, 2017).

A encapsulacdo de bioativos em nanocarreadores, por exemplo, pode ampliar o poder
de protecdo das embalagens de alimentos, devido a liberagdo controlada que sustenta o
fornecimento prolongado de componentes bioativos com ag¢des como antimicrobiana ou
antioxidante. Biofilmes contendo nanoparticulas carregadas com extrato de folhas da planta
aloe vera, contendo bioativos com potencial atividade antimicrobiana, possibilitou um periodo
mais longo de conservacao do alimento embalado (TORRES-GINER et al., 2017; SALGADO
etal.,2019).

Os sabores e aromas sdo moléculas organicas de baixo peso molecular muito volateis e
sensiveis ao ar, calor, luz e umidade (BAKRY et al., 2016). Desta forma, ¢ possivel aplicar a
nanoencapsulacao para preserva-los, ou seja, reduzir a ocorréncia de volatilizagdo e reagdes de
degradacao. Além disso, pode-se obter materiais em po, pasta ou em dispersdes liquidas, sendo
que, principalmente nas formas de po e pasta, os materiais ocupam menos espaco na estocagem,
sdo mais leves e menos dispendiosos para transportar, tornando-se mais atrativos para processos
industriais (ELTAYEB et al., 2013; SAIFULLAH et al., 2019).

Para proteger componentes bioativos propicios a oxidagdo, como nutrientes essenciais
com alto valor nutricional, tem-se na micro e nanoencapsulacdo ferramentas promissoras
(DASGUPTA et al., 2015). A micro e nanoencapsulagdao de 6leo de peixe e seus derivados
(principalmente EPA e DHA), e outras fontes de AG insaturados como ®-3 e ®-6, t€ém sido
mais amplamente estudadas, buscando-se a protecdo contra oxidacdo destes nutrientes
bioativos. Entretanto, a capacidade de protecao pela nanoparticula demonstra ser dependente

da interagdo deste 6leo bioativo com a matriz de encapsulagdo, que deve inibir o contato de
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radicais livres e oxigénio com o nucleo oleoso (TANEJA e SINGH, 2012; MADUREIRA et
al.,2016; SALMINEN et al., 2016; HELLER et al., 2019; KAZUO, 2019).

Assim, em nanossistemas lipidicos ocorre excelente incorporacdo de compostos
hidrofobicos, como 6leos vegetais. Como a interagdo com a matriz lipidica se torna facilitada,
a incorpora¢cdo e manuten¢do destes bioativos nas particulas ¢ favorecida, culminando em

ampliagdo de prote¢ao dos possiveis bioativos presentes nos 6leos (SARI et al., 2015).

2.4 Nanoparticulas lipidicas

Diversos materiais podem ser utilizados na confeccdo de sistemas carreadores
nanoestruturados, incluindo diversos polimeros (quitosana, policaprolactona, acido polilatico,
acido poliglicolico, etc.), metais e outras substancias inorganicas (ouro, prata, ferro, 6xido de
zinco, etc.), estruturas de carbono (nanotubos, fulerenos, etc), e lipides diversos (triglicerideos,
acidos graxos, 6leos, esteroides, etc.). Os nanocarreadores lipidicos incluem as nanoemulsoes,
que sao nanodispersdes aquosas de lipides liquidos (6leos) e, as nanoparticulas lipidicas, na
forma de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) ou carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) (DARAEE et al., 2016; ZENG et al., 2016; CHU et al., 2017;
SALGADO et al., 2019; ZANETTI et al., 2019).

As nanoparticulas lipidicas apresentam vantagens associadas a utilizagdo de lipides em
sua constituicdo, como menor toxicidade e maior biocompatibilidade, uma vez que podem ser
utilizadas substincias constituintes do organismo na matriz da nanoparticula (DURA'N et al.,
2013). Além disso, a facilidade de produgao das nanoparticulas em larga escala, a auséncia de
necessidade de utilizacdo de solventes organicos, juntos com a elevada disponibilidade de
lipides adequados para a utilizagdo alimentar, tornam as nanoparticulas lipidicas muito
interessantes para a producdo industrial (SABLIOV et al., 2015; OPREA e GRUMEZESCU,
2017; RAFIEE e JAFARI, 2018; BATTAGLIA ¢ UGAZIO, 2019).

Neste contexto, a maioria dos compostos bioativos, como os AG, carotenoides,
tocoferdis, flavonoides, polifendis, fitoesterois, dentre outros, além de sabores, aromas e
conservantes apresentam natureza hidrofébica e, com isto, sdo facilmente soliveis em matriz
lipidica. Assim, as nanoparticulas lipidicas tornam-se sistemas promissores para encapsular tais
compostos, sendo que a presenca de lipidios digeriveis ainda pode facilitar a absor¢ao de
compostos bioativos no intestino delgado por aumentar a quantidade de micelas mistas
disponiveis para solubilizar e transportar compostos hidrofébicos (POUTON, 2006; PORTER
et al., 2007; MCCLEMENTS e RAO, 2011; MADUREIRA et al., 2016).
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Introduzidas no inicio dos anos 90, as primeiras nanoparticulas lipidicas propostas
foram as NLS, que s@o nanoparticulas com uma estrutura cristalina organizada podendo reter
diferentes componentes bioativos dentro de sua rede lipidica (WEISS et al., 2008). As NLS
sao derivadas das nanoemulsdes o0leo em agua (O/A), mas utilizam lipides sélidos em vez de
liquidos (6leos) e, portanto, permanecem na forma solida tanto na temperatura ambiente como
na temperatura do corpo humano (CRUZ et al., 2015). Ainda que as NLS fornegam boa
estabilidade e solubilidade em diferentes meios e possibilidade de liberagdao controlada, por
outro lado, possuem limitagao na capacidade de carreamento de farmacos e tendem a expulsar
os ativos incorporados na matriz cristalina organizada durante o armazenamento. Estes
empecilhos ocorrem principalmente naquelas preparadas com lipides altamente purificados e
de composi¢do mais simples, como triestearina ou trimiristina (DAS e CHAUDHURY, 2011).

Para contornar os problemas associados as NLS, no final da década de 90, sdo propostos
os CLN, a segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas caracterizadas por possuirem lipides
liquidos em sua matriz. Estes 6leos tém a capacidade de desestruturar a organizacao cristalina
da matriz lipidica, ampliando o potencial de encapsulacdo e¢ a estabilidade da substancia
encapsulada. Apesar da presenca de lipides liquidos, a matriz dos CLN também ¢ sélida tanto
em temperatura ambiente quanto corporal (DAS e CHAUDHURY, 2011; NASERI et al., 2015;
BELOQUI et al., 2017).

Considerando teor de 6leos presentes e a estrutura da matriz lipidica derivada, os CLN
podem ser classificados em trés tipos (Figura 6): imperfeito (tipo I), amorfo ou sem estrutura
(tipo II) e multiplo (tipo III). Assim, na presenga de pequenas quantidades de 6leos (tipo I), as
diferencas nas estruturas dos lipides tornam a matriz imperfeita e desordenada, oferecendo
maior espago para acomodag¢ao de fArmacos e bioativos. No tipo I, com ainda maior quantidade
de oleos, ambos os tipos de lipides sdo misturados de forma que evitem a cristalizagao e assim,
reduzem também a expulsdo do farmaco. Nesta estrutura, a matriz lipidica ¢ sélida, mas ndo
cristalina. O tipo III apresenta um elevado conteudo de lipides liquidos, o que favorece a
formagdo de minusculos compartimentos oleosos no qual os farmacos e bioativos podem se
acomodar (BATTAGLIA ¢ GALLARATE, 2012; GABA et al., 2015; BELOQUI et al., 2017)

A produgao das nanoparticulas lipidicas pode ser feita por homogeneizacdo a quente ou
a frio. No método de producao por homogeneizagao a quente os lipides (liquidos e sélidos),
surfactantes e a fase aquosa dispersante sdo aquecidos acima da temperatura de fusao do lipide
solido. Ainda quentes, sdo misturados (obtendo uma emulsdo) e logo em seguida submetidos a

técnicas de alta energia para formacao de particulas em escala nanométrica com o resfriamento
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a temperatura ambiente. Este método ¢ indicado para bioativos que suportam temperaturas tao

elevadas quanto as de fusdo do lipide sélido escolhido (SALVI e PAWAR, 2019).

Figura 6. Classificacdo dos CLN em relacdo a composicio da matriz lipidica: imperfeita
(Tipo I), amorfo (Tipo II) e multiplos (Tipo III).

Lipides solidos

com diferentes dimensdes Lipide solido

Composto lipofilico Lipide amorfo Lipide liquido /

Tipo 1 Tipo II Tipo IIT

Fonte: KATOUZIAN et al., 2017, p. 18. Adaptado.

A homogeneizagdo a frio por outro lado, ¢ uma alternativa ideal para a
nanoencapsula¢do de bioativos sensiveis ao calor, pois o preparo acontece em temperaturas
abaixo do ponto de fusao do lipide sélido. Neste método, os ingredientes bioativos sdo dispersos
em uma fase lipidica previamente fundida em tempo minimo suficiente, sendo a mistura
prontamente resfriada em banho de nitrogénio liquido. Apos solidificacdo, o tamanho das
particulas € reduzido por moagem para chegar em escala micrométrica. As microparticulas sdo
entdo dispersas em solucdo aquosa de tensoativos resfriada e posteriormente submetida as
técnicas de alta energia (MULLER et al., 2002; KATOUZIAN et al., 2017). Em ambos os
métodos, ¢ essencial para a formacdo das nanoestruturas o acoplamento com técnicas de alta
energia, sendo a sonicacdo e homogeneizacdo a alta pressdo (HAP), as mais importantes
(ABBAS et al., 2013).

A técnica por sonicacdo gera ondas ultrassonicas de alta intensidade que reduzem o
tamanho das particulas lipidicas, principalmente através dos efeitos de cavitacdo. Ainda que
muito aplicada em desenvolvimento de novas formulacdes, esta técnica ¢ demasiadamente
dificil de escalonar, pois implica em limitagdes na utilizacdo de sondas em escala que atenda
necessidades industriais (SALVIA-TRUJILLO et al., 2017). Na HAP, por outro lado, sdo

geradas intensas forcas disruptivas devido a elevada pressdo exercida, que podem quebrar as
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particulas até faixas nanométricas (QIAN e MCCLEMENTS, 2011). Sua principal vantagem ¢
a facilidade de escalonamento industrial, mesmo se utilizada sonicacdo durante o
desenvolvimento (GABA et al., 2015).

Os principais ingredientes utilizados nas formulagdes de CLN sao lipides solidos,
lipides liquidos e tensoativos. As matrizes lipidicas sdo compostas por misturas de uma ampla
variedade de lipidios digestiveis naturais ou sintéticos. Alguns dos lipides s6lidos mais comuns
incluem colesterol, ceras (carnauba, de abelhas), gorduras vegetais, palmitato de cetila,
monoestearato de glicerol, palmitoestearato de glicerila (Precirol ATO 5), e especialmente os
glicerideos derivados do acido berrénico (Compritol 888 ATO) (FANG et al., 2013; GESZKE-
MORITZ e MORITZ, 2016; MOHAMMADI et al., 2017). O Compritol ¢ composto por uma
mistura de mono-, di- e triglicerideos do 4cido berrénico (22:0) de ponto de fusdo relativamente
alto (~70 °C), cuja mistura complexa traz inuimeros beneficios na producdo de nanoparticulas
lipidicas, como maior eficiéncia de encapsulagdo e maior estabilidade fisica (SOUTO et al.,
2006; KATOUZIAN et al., 2017).

Para lipides liquidos, podem ser utilizados os triglicerideos de cadeia média (TCM),
além dos oOleos vegetais em geral, como 6leo de soja, canola, algoddo, linhaga, girassol, etc. e
acidos graxos (&cido linoleico, linolénico e oleico), especialmente levando em consideragdo a
encapsulacdo como bioativos (CRUZ et al., 2015; SABLIOV et al, 2015; OPREA e
GRUMEZESCU, 2017; RAFIEE e JAFARI, 2018).

Por fim, como emulsionantes ou tensoativos importantes para a estabilizacdo das
matrizes lipidicas, podem-se utilizar moléculas de diferentes cargas. Como exemplos, tém-se
as lecitinas e os fosfolipidios como tensoativos neutros, os surfactantes ndo-ionicos (poloxamer,
Span e Tween) e os tensoativos anidnicos (como os sais biliares: colato, glicocolato e
taurocolato de s6dio) (SHAH et al, 2015; LIN et al, 2017). Além destes, podem ser
adicionados mono- e diglicerideos, colesterol, dlcoois e acidos carboxilicos de cadeia curta
(butanol e acido butirico, por exemplo), como agentes solubilizantes e, sdo considerados
co-surfactantes, tendo a capacidade de aumentar a eficiéncia de encapsulacdo de compostos

bioativos (FATHI et al., 2012).

2.4.1 Nanoparticulas lipidicas desenvolvidos para entrega de dleos bioativos

Os oleos vegetais possuem caracteristicas individuais dependentes da fonte e forma de

obtencdo. Dentre estes, existem alguns que sdo frequentemente utilizados como lipides liquidos

em micro e nanoestruturas para aplicacao alimentar. Os 6leos de oliva, linhaga, canola, milho,
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amendoim e girassol sdo exemplos destes (ABDELWAHAB et al., 2013; TAMIIDI et al.,
2013; MCCLEMENTS, 2015; CHANG et al., 2016; KATOUZIAN et al., 2017; OPREA e
GRUMEZESCU, 2017).

O o6leo de oliva foi empregado como lipide liquido na matriz de CLN para carreamento
de timoquinona, um fitoativo presente em plantas do género Nigella L. com atividade anti-
inflamatéria demonstrada. A atividade do composto foi melhorada por mudangas na dindmica
de efeitos farmacocinéticos das nanoparticulas em comparacao ao 6leo (ABDELWAHARB et
al.,2013). O 6leo de linhaga também foi utilizado na matriz lipidica de CLN para encapsulagao
de quercetina, o que levou a ganho em estabilidade e aumento em solubilidade de 1300 vezes
em meio hidrofilico (HUANG et al., 2017). A vitamina A, um bioativo lipossoluvel, foi
previamente solubilizada em 4cido oleico (®-9), e este foi empregado como lipide liquido na
constru¢ao de CLN com diametro na faixa de 60-330 nm , 98% de encapsulagao e estabilidade
fisico-quimica por até 60 dias, indicando boas condi¢des para aplicagao como produto funcional
alimentar (KONG et al., 2011).

Além destes 60leos mais usuais, ocorre relatos cientificos da encapsulagdo de dleos mais
exdticos € menos usuais, como o 6leo obtido de sementes das plantas do género Echium,
pertencente a familia Boraginaceae. A encapsulagdo deste 6leo possibilitou melhora da
estabilidade e protecdo contra oxida¢do dos 4cidos graxos essenciais (®-3) presentes em sua
composi¢io (AZIZI et al., 2018). Oleos de fontes pouco usuais podem possuir compostos
bioativos mais raros, tornando-se materiais interessantes para possivel aplicacido em CLN
voltados para suplementac¢do oral. Esses materiais oleosos, em nanoparticulas, aumentam a
solubilidade de compostos hidrofobicos, melhoram a biodisponibilidade, promovem liberagao
controlada e protegem os bioativos durante a fabricacdo e o armazenamento, contribuindo para
a ampliacdo dos beneficios em saude resultantes do seu consumo (PATHAKOTI et al., 2017;
PINTO et al., 2018).

Apesar de terem sido propostos no final dos anos 90, ainda h& poucos relatos de
aplicacdo de CLN na industria de alimentos, porém tém se tornado foco de interesse por parte
de pesquisadores em todo o mundo (KATOUZIAN et al., 2017). Diante disto, a caracterizacao
mais aprofundada das nanoparticulas desenvolvidas pode trazer informacdes relevantes e

inovadores relativas a encapsulacdo de 6leos bioativos vegetais em nanoparticulas lipidicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6leo de cartamo

voltados para aplicacao alimentar.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os CLN-SO quanto ao didmetro médio, homogeneidade e potencial zeta;

- Analisar a morfologia dos CLN-SO por microscopia eletronica de varredura;

- Determinar a estabilidade preliminar da formulagao;

- Realizar secagem da dispersao das nanoparticulas por liofilizagao;

- Determinar a eficiéncia de encapsulacao do 6leo nas nanoparticulas;

- Avaliar a umidade e atividade de 4gua do p¢ liofilizado;

- Definir o tempo de molhabilidade das nanoparticulas liofilizadas;

- Avaliar a variacao da cor do 6leo de cartamo com o processo de encapsulacao;

- Avaliar o perfil de composi¢ao quimica dos CLN-SO e componentes relacionados utilizando
espectrofotometria de absor¢ao molecular na regido do infravermelho;

- Investigar o comportamento térmico dos CLN-SO, e seus constituintes por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG);

- Analisar o perfil de cristalinidade dos constituintes e dos CLN-SO por meio de difragao por
raios X;

- Avaliar a atividade antioxidante do 6leo de cartamo antes e ap0Os o processo de encapsulagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Oleo de cartamo foi adquirido de Pazze Industria de Alimentos (Panambi, Brasil).
Compritol® 888 ATO (berrenato de glicerila; mistura de mono-, di- e triglicerideos do 4cido
berrénico (C22) foi fornecido pela Gattefossé (Lyon, Franca). Tween® 80 de grau super-
refinado (Polissorbato 80; monooleato de sorbitano etoxilado) e Crodamol® GTCC
(triglicérides do acido caprico e caprilico; triglicérides de cadeia média — TCM) foram cedidos
pela Croda Inc (Edison, EUA). A lecitina de soja foi fornecida por Cargill (Krefeld, Alemanha)
e o Pluracare F127 (Poloxamer 407) foi cedido pela Chemspecs (Sao Paulo, Brasil).

No estudo de atividade antioxidante foi utilizado 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
fornecido por Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha) e butil hidroxitolueno (BHT) fornecido
por Sulfal (Belo Horizonte, Brasil).

Todos os demais reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico ou

cromatografico.

4.2 Desenvolvimento das nanoparticulas

A etapa de desenvolvimento das nanoparticulas contendo SO levou em consideragdo a
busca pela otimizacdo dos melhores pardmetros de tamanho, indice de polidispersdo (IP) e
potencial zeta (PZ), utilizando componentes aplicaveis em produtos alimentares, que além
disso, possibilitasse maxima incorporagdo de 6leo bioativo com minima alteracdo dos demais
parametros (SILVA et al., 2016).

Para a composi¢do das nanoparticulas, Compritol 888 ATO foi utilizado como lipide
solido para composic¢ao de matriz e o SO contendo bioativos, configurou o lipide liquido. Foram
propostos Tween 80, poloxamer 407 e lecitina de soja na composi¢ao do sistema tensoativo.

Inicialmente foram propostas formulagdes contendo 5% em lipides totais em relagdo a
dispersdao aquosa, na propor¢ao de 4:1 entre Compritol e SO. A composicdo do sistema
tensoativo (concentragdo total 1%) foi entdo variada: mistura (1:1) entre lecitina de soja e
Tween 80 (CLN A) e poloxamer 407 apenas (CLN B). Em seguida, mantendo 5% de lipides
totais, foi também testada a propor¢do de 1:1 entre Compritol e SO, com os seguintes sistemas
tensoativos, mistura (1:1) entre lecitina de soja e Tween 80 (CLN C), poloxamer 407 apenas

(CLN D) e Tween 80 apenas (CLN E).
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O segundo estudo envolveu uma tentativa de elevar o potencial de incorporagdo do SO
nas nanoestruturas. Assim, mantendo a propor¢do de 1:1 entre Compritol e SO, foi proposto o
aumento para 10% no total de lipides, com sistema tensoativo composto por mistura (1:1) entre
lecitina de soja e Tween 80 no total de 1% (CLN F) e 2% (CLN G). Por fim, foi proposto o
aumento para 20% no total de lipides, com 2% de sistema tensoativo (CLN H). O desenho

experimental do desenvolvimento dos nanocarreadores encontra-se disposto na Tabela 3.

Tabela 3. Desenho experimental do desenvolvimento das nanoparticulas contendo é6leo de

cartamo
Formulacido Proporcao de lipides Total de lipides SO (%) Sistema tensoativo
(solido:liquido) (%) (%)
CLN A 4:1 5% 1,0 L(0,5) T(0,5)
CLNB 4:1 5% 1,0 P(1,0)
CLNC 1:1 5% 2,5 L(0,5) T(0,5)
CLND 1:1 5% 2,5 P(1,0)
CLNE 1:1 5% 2,5 T(1,0)
CLNF 1:1 10% 5,0 L(0,5) T(0,5)
CLN G 1:1 10% 5,0 L(1,0) T(1,0)
CLNH 1:1 20% 10,0 L(1,0) T(1,0)

Legenda: L = Lecitina, T = Tween 80, P = Poloxamer 407, SO = 6leo de cartamo.

4.3 Preparo das nanoparticulas

O método de homogeneizacdo a quente associado a sonicacdo com sonda de ultrassom
foi escolhido como método de preparo dos CLN (Figura 7). Inicialmente, os lipides e
emulsificantes foram aquecidos juntos a 85 °C, até completa fusdo e homogeneizacdo. Em
seguida, o SO foi adicionado a esta mistura, homogeneizado e entdo disperso em 10 mL de
agua previamente aquecida 2 mesma temperatura, sob agitacdo por 2 minutos. A emulsdo
formada foi imediatamente submetida a homogeneizagdo com uma sonda de ultrassom de alta
intensidade Q55 sonicador; Qsonica (Newton, EUA) durante 10 minutos em amplitude de 40%.
Ap0s este tempo, a formulagao foi resfriada a temperatura ambiente para formagao dos CLN.
O pH foi ajustado para 7,0 + 0,05 com solucdes de hidréxido de sédio ou acido cloridrico 0,1 M

e os produtos obtidos foram armazenados a 4 °C.
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Figura 7. Representacio esquematica do preparo dos nanocarreadores

b

=T

: T — Resfriamento

Adicdo da FA a FO, ambas aquecidas a 80-85°C Emulsdo O/A Sonicag¢do com agitagdo manual

»

Legenda: FA = fase aquosa, FO = fase oleosa, O/A = 6leo em agua.

4.4 Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas

4.4.1 Determinacao do didmetro hidrodindmico e indice de polidispersao

O diametro médio e o indice de polidispersao (IP) foram determinados pela técnica de
espalhamento dinamico da luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), a 25 °C, com 173°
para incidéncia do laser, utilizando um contador de particulas com raio laser monocromatico
Zetasizer Nano ZS; Malvern Instruments (Worcestershire, Inglaterra). As formulagdes foram
diluidas 10 vezes na fase externa da formulagdo previamente a leitura. As determinagdes foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como média + DP. O valor méximo

aceitavel para considerar a amostra monodispersa foi IP igual ou inferior a 0,3.

4.4.2 Determinacio do potencial zeta

O PZ foi determinado pela técnica de DLS associado a mobilidade eletroforética
utilizando o Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments; Worcestershire, Inglaterra), em angulo
fixo de 173° e temperatura de 25 °C. As formulagdes foram diluidas 10 vezes na fase externa
da formulagdo previamente a leitura. As determinacdes foram realizadas em triplicata e os

resultados foram expressos como média = DP.
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4.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia dos CLN foi demonstrada em imagens obtidas por microscopia eletronica
de varredura (MEV), utilizando-se um microscopio de varredura modelo VEJA-LMH-
TESCAN (Kohoutovice, Republica Tcheca) a uma tensdo de aceleracdo de 20 kV, disponivel
no Departamento de Quimica da UFVIM. As amostras foram diluidas previamente na fase
externa da formulagdo (1:10), depositadas sobre laminulas de vidro dispostas sobre fitas de
carbono e mantidas em dessecador por no minimo 24 horas em temperatura ambiente. A
metalizacdo foi realizada em ouro/paladio através da técnica de pulverizagdo no metalizador
Quorum Q150R (Laughton, Reino Unido). As imagens obtidas foram processadas e analisadas

através do software proprio do equipamento.

4.5 Avaliacio da estabilidade

A fim de avaliar a estabilidade fisico-quimica da dispersao de nanoparticulas, trés
frascos de CLN foram armazenados protegidos da luz e conservados em temperatura de 4 °C
por 90 dias. Em intervalos de 0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias, uma aliquota foi retirada e os
seguintes parametros foram avaliados: didmetro médio, IP, PZ e pH. Todos os resultados foram

expressos como média + DP.

4.6 Secagem por liofilizaciao

O procedimento de secagem dos CLN foi realizado em Liofilizador Labconco modelo
FreeZone® de 4,5 Litros (Kansas, EUA), com sistema condensador operando em -50 °C,
pressao de 0,37 mBar, por 24 horas, disponivel do Departamento de Farmacia da UFVIM. As
amostras foram dispostas em frascos de liofilizacdo em volumes de 1 mL e previamente
congeladas em banho de nitrogénio por pelo menos 5 minutos. O rendimento percentual do
processo foi determinado a partir da massa do pé liofilizado obtido frente ao valor tedrico
esperado. O ensaio foi realizado em 10 amostras e os resultados foram expressos como

média + DP.
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4.7 Caracterizacao do po liofilizado

4.7.1 Contetido total de 6leo, contetido de éleo livre e eficiéncia de encapsulacio (EE)

Para determinac¢do do teor de oleo livre presente na superficie das nanoparticulas,
utilizou-se o método gravimétrico proposto por HARDAS et al. (2000) e ESFAHANI et al.
(2019), com modificacdes. Para isto, foram misturados 1,5 mL de acetona ¢ 250 mg de po
liofilizado de nanoparticulas e submetidos a vortex durante 1 min, seguido de centrifugagdo a
3000 rpm por 20 min (25 °C) em centrifuga Cientec, CT 5500 DR (Piracicaba, Brasil),
disponivel no laboratério de pesquisa do Departamento de Farmacia da UFVIM. O
sobrenadante foi filtrado em filtro Qualy, J.Prolab (Sdo José dos Pinhais, Brasil) e o papel de
filtro foi lavado com acetona duas vezes. A solugdo acetdnica filtrada (contendo oOleo
superficial) e o precipitado de nanoparticulas com 6leo encapsulado foram levados em estufa a
60 °C por 2 h para evaporar o solvente completamente e, em seguida foram pesados.

Para determinagdo do 6leo encapsulado, utilizou-se 0 mesmo método com alteragdes
(HARDAS et al., 2000; ESFAHANI et al., 2019). Assim, 200 mg de p6 submetido a remocgao
ou nao do 6leo superficial foram misturados com 2 mL de acetona e submetidos a aquecimento
em banho-maria até¢ no maximo 70 °C, para completa fusdo das nanoparticulas e, exposi¢ao do
6leo encapsulado. A emulsao foi ao vortex por 1 min para completa solubilizag¢do dos lipides
liquidos. Em seguida a mistura foi arrefecida e novamente levada ao vortex por 1 min, o que
leva dispersao dos lipides agora solidificados. A suspensao foi entdo centrifugada a 3000 rpm
por 20 min (25 °C), filtrada e o filtro foi lavado com acetona por 2 vezes. A fase acetonica, o
filtro e os lipides sdlidos foram secos em estufa a 60 °C por 2 horas e quantidade de 6leo restante
(contendo os tensoativos) e lipide solido foi determinada gravimetricamente.

Para a determinagdo do 6leo total, este mesmo método foi realizado com o p6 nao
submetido a remocao do 6leo superficial.

O calculo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) expressa em porcentagem (%) foi

determinado por meio da equacao 1:

Oleo encapsulado (m
EE (%) = b (mg) x 100 (1)
Oleo total (mg)
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4.7.2 Conteudo de umidade

A determinagdo da umidade das nanoparticulas liofilizadas foi realizada pelo método
gravimétrico, mantendo as amostras de SO e nanoparticulas liofilizadas em estufa de
aquecimento, localizada no Departamento de Farmécia da UFVJM, a temperatura de 105 °C

até atingir peso constante (AOAC, 1990; ANVISA, 2010).

4.7.3 Atividade de agua

A atividade de 4gua (aw) foi determinada por leitura direta das nanoparticulas
liofilizadas e do SO puro, no equipamento Aqualab, modelo 4TE (Washington, EUA),
localizado no Departamento de Engenharia de Alimentos da UFVJM. As analises foram

realizadas em triplicata e foram determinados média + DP (QUEK et al., 2007).

4.7.4 Molhabilidade

Esta analise foi realizada conforme o método proposto por FUCHS et al. (2006) com
alteragdes. 100 mg de po foi espalhado na superficie de 10 mL de dgua destilada a 25 °C sem
agitacdo. O tempo necessario para a sedimentacdo das particulas de po, ou desaparecerem da
superficie da agua, foi medido e os dados foram usados para analise da performance do pd

liofilizado.

4.7.5 Colorimetria

O po liofilizado foi submetido a analise em colorimetro Konica Minolta CM-5 (Toquio,
Japao), com iluminante D65, observador a 10°, reflectancia especular incluida (RSEX) e
sistema de cor CIELAB, localizado no Departamento de Engenharia de Alimentos da UFVIM.
As medicoes de cor foram obtidas colocando amostras de SO e CLN-SO liofilizadas em lamina
de vidro com um fundo opticamente claro (GOMEZ-ESTACA et al.,2012; LAGO e NORENA,
2017; NGUYEN et al.,2018; ESFAHANI et al., 2019). Para determinacao do grau de diferenca

de cor entre 0 SO e 0os CLN-SO, foram calculados os valores de AE* por meio da equagdo 2:
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AE* = \JAL*2 + Aa*?2 + Ab*? )
onde: AL* ¢ a variagdo nas coordenadas de luminosidade, a* sdo coordenadas de cores entre

vermelho e verde e, b* entre o amarelo e azul. Onde: variagoes de L* vai de 0 a 100, a* e b* de

-60 a 60.
4.7.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Foram obtidos espectros de absor¢ao FTIR (do inglés Fourier transform infrared
spectroscopy) dos componentes da formulagdo e das nanoparticulas liofilizadas (branco e CLN
contendo SO). A estabilidade térmica do SO foi também analisada por FTIR ap6s exposicao a
85 °C por 12 minutos, para verificar possivel sinal de degradagdo durante o tempo de preparo
das nanoparticulas.

Foi utilizado nas analises espectrofotometro FTIR Varian modelo 640-IR (Santa Clara,
United States), equipado com modo de reflectincia total atenuada (ATR, Pike Technologies,
modelo GladiATR), na regido de 400 a 4000 cm™', com resolucdo 4 cm™ e 32 acumulagdes,

disponivel no Departamento de Quimica da UFVIM.
4.7.7 Analise térmica

Para avaliar o comportamento térmico do CLN-SO (liofilizado) e seus constituintes
isolados, foram utilizadas as técnicas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG).

As curvas DSC foram obtidas na célula DSC60 Shimadzu® (Téquio, Japdo) sob
atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL/min, razdo de aquecimento de
10 °C/min, com aquecimento de 30 a 400 °C, cadinho de alumina fechado e massa de amostra
com exatamente cerca de 1,5 mg.

As curvas de TG foram obtidas na termobalanga DTG60 Shimadzu® (Toquio, Japao)
com razao de aquecimento de 10 °C/min, aquecimento de 30 a 600 °C, atmosfera dinamica de
nitrogénio com vazdo de 50 mL/min, em cadinho de aluminio e massa de amostra com
exatamente cerca de 2,5 mg. Ambos os equipamentos para realizacdo do DSC e TG estiveram

disponiveis no Departamento de Quimica da UFMG.
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4.7.8 Difracao de raios X

A difracao de raios X (DRX) foi realizada utilizando o difratometro RXD-6000
(Shimadzu; Quioto, Japao) disponivel no Departamento de Quimica da UFVJM. Amostras de
CLN previamente liofilizado e os componentes sélidos puros (Compritol® 888 ATO e lecitina
de soja) foram submetidos a andlise direta no equipamento. Empregou-se a radiacdo Cu Ka,

(A =1,540560 A) e 26 variando de 10 a 50°, com velocidade de varredura de 0,06° 26-s'.

4.8 Estudos de atividade antioxidante

Para determinagdo da atividade antioxidante do oleo livre e das nanoparticulas
liofilizadas, utilizou o método de captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
(BHATNAGAR et al., 2009). O ensaio consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical
DPPH?®, de coloracdo violeta intensa, que pode reagir com um agente antioxidante ou uma
espécie radicalar (R*®), sendo reduzido a 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) de coloragao

amarela, obtendo consequente decréscimo da absorbancia em 515 nm (Figura 8).

Figura 8. Representacio esquematica da reacio de reducio do radical DPPH*® por acao

de agente antioxidante
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Legenda: AH = forma reduzida do antioxidante. A®, forma oxidada do antioxidante.

Em um ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 2 mL de cada dilui¢ao dos

tratamentos (SO, CLN contendo 6leo ou BHT, este tltimo utilizado como padrdo) para frascos
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de penicilina contendo 2 mL de solug¢ao de radical DPPH® a 60 uM. O frasco foi vedado e
mantido em incubacdo por um intervalo de 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. O SO foi testado na faixa de 25-0,78 mg/mL e uma curva-padrao de BHT foi tracada na
faixa de concentracdo de 1000-7,8 ng/mL, para calculo do equivalente de BHT/g de SO. Os
CLN contendo SO (CLN-SO) foram diluidos conforme o SO para concentragao de 25 mg/mL,
para analise comparativa.

Foi realizada a leitura das absorbancias do meio reacional contendo diferentes
concentragdes dos tratamentos em 515 nm com espectrofotdmetro BELphotonics modelo
SP 2000 UV (Piracicaba, Brasil), disponivel no Departamento de Farmacia da UFVIM,
utilizando acetona como branco para zerar o equipamento. Realizou-se controle contendo
somente o reagente radical DPPH® e acetona (com maximo de absorbancia em torno de 0,5,
representando 0% de inibi¢do do radical).

Os resultados da absorbancia foram convertidos em porcentagem de inibigao através da

equagao 3:

Ac — Aam
Inibicio (%) = — i~ 100 (3)

onde: Ac ¢ a absorbancia do controle e Aam ¢é absorbancia da amostra.

4.9 Analise estatistica

Valores de médias e desvios-padrao (DP) foram calculados em todos os experimentos
executados no trabalho. O estudo estatistico foi realizado por meio de andlise de variancia
(ANOVA) one-way, com pos-teste de Tukey. Um modelo de regressao ndo-linear foi utilizado
para determinar os valores de ECso. O software utilizado no tratamento dos dados foi o
GraphPad Prism 6.0. Para todas as andlises, as diferencas foram consideradas significativas

quando o valor de p foi menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Influéncia da composicdo sobre as caracteristicas das nanoparticulas de oleo de

cartamo

Foram preparadas diversas formulagdes de CLN contendo SO e os resultados de
caracterizacdo quanto ao didmetro hidrodindmico médio, IP e PZ estao dispostos na Tabela 4.
No primeiro estudo, a proposta inicial foi uma concentracio de 5% total de lipides na dispersao
aquosa, na propor¢ao de 4:1 entre Compritol e SO. Ambas formulagdes propostas (CLN A e
CLN B) apresentaram diametro médio entre 260-300 nm, com distribui¢do monodispersa (IP <
0,3) e potencial zeta negativo acima de 30 mV. Aumentando a propor¢do do SO em relagdo ao
Compritol para 1:1, obteve-se redu¢do no tamanho médio (p<0,05) de todas as formulagdes
propostas (CLN C, D e E), sendo que o CLN C apresentou o menor didmetro (206,0 + 1,5 nm),
com IP caracteristico de distribuicdo monodispersa (0,20 + 0,02) e elevado potencial zeta
negativo (-49,0 £ 1,3 mV).

Levando em conta a composi¢ao do CLN C, buscou-se elevar a incorporacao do SO,
mantendo a mesma propor¢ao entre os lipides, mas aumentando a concentragdo total de matriz
lipidica para 10% na dispersdo aquosa. Para formulacdo contendo 1% de tensoativos (CLN F),
obteve-se aumento de tamanho para 277,0 + 1,1 nm quando comparado a CLN C. Ao aumentar
a concentracdo total de tensoativos para 2% (CLN G), observou-se redug¢do no tamanho
(222,0 £2,0 nm), conforme esperado (p<0,05). Todas as formulagdes apresentaram [P
caracteristico de distribuicdo monodispersa (IP < 0,3) e potencial zeta negativo maior
que 30 mV.

Por fim, foi proposta formula¢do contendo 20% de matriz lipidica (CLN H), afim de
incorporar quantidade ainda maior do SO. Entretanto, o ganho significativo em tamanho
(350,0 £ 6,6 nm) (p<0,05) e o potencial zeta mais préximo da neutralidade (-4,3 = 2,6 mV),
tornaram esta formulagdo desfavoravel para a finalidade pretendida, o que levou a escolha do

CLN G para os estudos posteriores, que passa a ser relatado a partir deste ponto como CLN-SO.
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Tabela 4. Componentes das formulacdes desenvolvidas e resultados da caracterizacio.

Formulacao SO Tamanho (nm) 1P PZ (mV)
CLN A 1,0% 262,0 £ 3,8 0,27 +£0,01 -50,0+4,2
CLNB 1,0% 302,0+ 7,2 0,19 +0,03 -34,0+4,9
CLNC 2,5% 206,0+ 1,5 0,20 + 0,02 -49,0+1,3
CLND 2,5% 250,0+3.3 0,14 + 0,01 -31,5+2,7
CLNE 2,5% 238,0+ 8,0 0,21 +£0,02 -31,0+3,9
CLNF 5,0% 277,0+1,1 0,24 £ 0,01 -30,0£3.5
CLN G 5,0% 222,0+2,0 0,22 + 0,01 -43,0+3,5
CLNH 10,0% 350,0+ 6,6 0,28 + 0,09 -43+2,6

Legenda: IP = indice de polidispersdo; PZ = potencial zeta; L= lecitina, T = Tween, P = poloxamer

Em relagdo ao CLN-SO (Figura 9), foi observado que 10% das nanoparticulas
apresentam diametro inferior a 122,0 £ 0,3 nm (D10), 50% da populagdo apresenta didmetro
inferior a 255,0 = 0,2 nm (D50) e 90% das nanoparticulas apresenta diametro inferior a
459,0 + 0,3 nm (D90).

A andlise de distribui¢do de tamanho do CLN-SO, revelou ainda, que 45% das
nanoparticulas apresentam didmetro médio inferior a 220,0 nm e 99,8% apresentam didmetro

médio inferior a 800,0 nm.

Figura 9. Histograma e grafico de distribuicdo de tamanho dos CLN-SO (n=3).
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A morfologia do CLN-SO foi avaliada na sequéncia por MEV, conforme as imagens
contidas na figura 10. Em magnitude de 30.000x (figura 10A), é possivel visualizar a mintiscula
presenca de uma nanoparticula, claramente sem ocorréncia de agregados ao redor. Uma forma
esferoide pode ser observada em magnitude de 60.500x (figura 10B) e o didmetro observado

(199,2 nm) esté dentro do esperado em relagdo ao previamente obtido por DLS.
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Figura 10. Micrografias eletronicas de varredura de nanoparticulas lipidicas de 6leo de

cartamo em magnitude de 10.000x (A) e 50.000x (B).

~500mm_

5.2 Estabilidade da nanodispersao

A estabilidade preliminar dos CLN-SO, avaliados na forma de dispersdo aquosa e
armazenados em temperatura de 4 °C, se mostrou constante ao longo de 90 dias em relagdo a
todos os parametros avaliados, didmetro médio, IP, PZ e pH (Figura 11).

O diametro ao longo do estudo se manteve abaixo de 254 nm e o IP nao foi maior que
0,3, indicando sistema monodisperso e estavel. O PZ ao longo do estudo de estabilidade se
manteve proximo de -30 mV, caracteristica que favorece a manuten¢do da estabilidade
eletrostatica na formulagdo, evitando possivel formagdo de agregados entre as nanoparticulas.
Por fim, o pH da formulagdo se manteve proximo da neutralidade ao longo dos 90 dias, variando

de 7,05 para 6,04.
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Figura 11. Estabilidade dos CLN-SO ao longo de 90 dias, em relacio ao diametro e IP (A),
potencial zeta (B) e pH (C), armazenadas a 4 °C.
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Legenda: * p<0,05 (em relag@o ao tempo zero).

5.3 Caracterizacao das nanoparticulas lipidicas liofilizadas

O processo por liofilizagdo foi realizado com sucesso nas condi¢cdes propostas
(temperatura de -50 °C, pressdo de 0,37 mBar, por 24 horas) e com elevado rendimento
(97,4 +2,1 %).

No estudo de andlise de conteido de o6leo, a recuperagdo encontrada foi
significativamente igual a 100% em todas as analises e os resultados encontram-se descritos na
tabela 5. O teor de oleo livre/superficial foi de 24,1 + 3,0%, enquanto que o teor de 6leo
encapsulado foi de 23,2 +4,3%. Assim a EE do SO foi de 49,0 +2,8%, levando em
consideragdo apenas o 0leo realmente encapsulado, ndo superficial.

Como pode ser visto na tabela 5, foi encontrado um baixo percentual de umidade no p6
liofilizado (0,0066%) e a aw também foi menor que 0,6 (0,5 = 0,03). Como esperado, a
molhabilidade foi baixa, perto de 30 minutos (Tabela 5), um tempo adequado para
nanoparticulas lipidicas revestidas de surfactante, que tenderiam a formar uma dispersdo em

vez de solubilizar em agua.
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Tabela 5. Caracterizacido do CLN-SO liofilizado: dleo superficial (%), eficiéncia de

encapsulacio (%), teor de umidade (%), atividade de agua e molhabilidade (min).

Parametros CLN-SO
Teor de 6leo superficial 24,1+23%
EE 49,0 £2,8 %
Teor de umidade 0,0066 = 0,0032 %
Atividade de H20 (aw) 0,5+ 0,03
Molhabilidade 30,9 £ 0,6 min

Legenda: EE = eficiéncia de encapsulacao.

Para defini¢do das cores de uma amostra, tem-se como uma ferramenta eficiente a
técnica de comparacdo por meio do espaco de cores CIE-Lab. As cores sdo descritas por
parametros de luminosidade (L*), coordenada a* (conteudo de vermelho: +a*, conteudo de
verde: -a*) e coordenada b* (contetido de amarelo: +b*, conteudo de azul: -b*). Pela variacao
de cores AE*, pode-se confirmar se houve ou ndo a mudanga efetiva de cor. Para o SO livre,
observaram-se valores de luminosidade (L*) em 32,3 + 0,07, indicativo de mais proximidade
com cores escuras, entretanto para os CLN-SO foi observada luminosidade mais clara (72,9 +
5,4) (p<0,05). Tanto no 6leo, quanto nos CLN-SO, foi observado a caracteristica de cor no
verde (a* proximo de -0,9 para ambos) (p<0,05) (tabela 6) e pela coordenada b* evidenciou-se
a presenca de cor predominantemente amarela em ambos SO (9,1 + 1,6) e CLN-SO (4,4 + 0,7).
Por fim, o valor de AE* foi de 40,9.

As coordenadas C* e h*, também possuem importancia na andlise da variagao de cor.
Por meio da coordenada C* se obtém os valores de croma (cor em grego), que indicam os niveis
de saturagdo da cor. Os valores de h*, sdo indicativos das diferencas de tonalidade (QUEK ef
al., 2007). No SO foi observado valores indicando saturagao de cor mais reduzida (4,5 = 0,7)
do que nos CLN-SO (9,2 £ 1,6) (p<0,05). Ocorre ainda leve diferenca de tonalidade entre o

6leo e as nanoparticulas. Os valores encontrados no ensaio de cor, estdo descritos na tabela 6.
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Tabela 6. Parametros de cores CIE-Lab e CIE-LCh de SO antes e ap6s nanoencapsulacio

e liofilizacao.

Parametros de cor SO CLN-SO
L* 32,3+0,07 72,9+ 5,4
a* -0,88 £ 0,01 -0,89 £ 0,08
b* 4,4+0,7 9,1+1,6
C* 4,54+0,7 92+1,6
h* 101,40°+ 1,7 95,75°+ 1,5

Legenda: L*= luminosidade (branco ao preto), a*= vermelho ao verde, b* = amarelo ao azul, C* = saturagéo,
h* = tonalidade.

5.3.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Como no método de preparo das nanoparticulas envolve aquecimento até 85 °C para
emulsificacdo, a manuten¢do da qualidade do SO, foi primeiramente avaliada por FTIR no 6leo
antes e apoOs aquecimento. Analisando a sobreposicdo dos espectros obtidos (Figura 12) ¢
possivel constatar que o aquecimento até a temperatura de 85 °C ndo alterou as caracteristicas

do oleo.

Figura 12. Sobreposicao dos espectros de absorc¢ao por FTIR do 6leo de cartamo antes e

apos aquecimento a 85 °C.
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O espectro do SO estd mais detalhado na Figura 13, bem como os espectros dos demais

componentes das nanoparticulas. O SO exibe espectro com bandas em 3050 e em 2800 cm’!
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correspondente a vibragdes de estiramento C-H de alcanos e vibragdes de estiramento C=0 em
1738 em’!, associado a carbonila de 4cidos carboxilicos. Cadeias hidrocarbonicas longas podem
ser confirmadas pela presenca de absor¢des proximas a 1460 e 1375 cm™! caracteristicas
respectivamente, das deformagdes angulares dos grupos CH; e CH3 (LACEY et al., 1998).

O Compritol ¢ uma mistura de mono-, di- e triglicerideos do acido berrénico. Assim,
foram observadas bandas de absor¢io com alongamento C-H a 2815 ¢ 2849 cm™! e alongamento
C=0 em 1738 cm’!, caracteristico de carbonila de grupamentos 4cidos, ambas presentes no
4cido berrénico, além de estiramentos entre 1070 e 1150 cm™' referentes a grupamentos de
éteres C-O-C, associado possivelmente a ligagao do acido graxo ao glicerol (RAHMAN et al.,
2010). O TCM, um triglicerideo de cadeia média, mostra bandas de absor¢ao caracteristicas de
alongamento C=0, localizado a 1744 cm™!. Outros picos importantes podem ser encontrados na
regido de estiramento C-H em 2854, 2923 e 2956 cm™!, bem como um pico menos intenso em
3007 cm™! (KIEFER et al., 2016).

As bandas do Tween 80 em 2938 e 2869 cm™' estdo associadas com vibragdes de
alongamento indicativo da presenca do metileno (-CHz). Assim como no SO, a banda em
1730 cm™! ¢ originaria do alongamento C=0 de grupos éster. Para a lecitina de soja, as bandas
fosfolipidicas presentes na fosfatidilcolina foram evidenciadas entre 1765 € 970 cm™'. Trés
bandas s3o caracteristicas, sendo a primeira entre 1765 e 1720 cm™! devido a vibragio C=0; a
segunda esta localizada entre 1200 e 1145 cm’!, indicando a vibragdo do POz; e a terceira banda
entre 1145 ¢ 970 cm™! caracteristico da ligagdo P-O-C (NZAI e PROCTOR, 1999).

Em relacdo as nanoparticulas, os espectros de absor¢do dos CLN-TCM (branco) e
CLN-SO (Figura 14) apresentaram perfil muito semelhante entre si, mesmo considerando
serem lipides de cadeia média e de cadeia mais longa, respectivamente. Assim, sugere-se que

em ambas as formulacdes o 6leo foi incorporado de forma semelhante na matriz lipidica.
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Figura 13. Espectros de absorc¢io no IV dos componentes da formulacio.
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Legenda: CLN = carreadores lipidicos nanoestruturados, SO = 6leo de cartamo, TCM = triglicérides de cadeia

média (caprico e caprilico).

Figura 14. Espectros de absorc¢io no IV de CLN contendo TCM como lipide liquido na
matriz lipidica e CLN-SO.
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Legenda: CLN = carreadores lipidicos nanoestruturados, SO = 6leo de cartamo, TCM = triglicérides de cadeia

média (caprico e caprilico).
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5.3.2 Analise térmica

A avaliagdo do comportamento térmico das nanoparticulas foi realizada por anélise
de DSC e TG. Os ensaios estabelecem a relacao entre propriedades da amostra e sua
temperatura, aquecendo ou resfriando de maneira controlada. As curvas de DSC
correspondendo ao CLN-SO, SO, Compritol, Tween 80 e lecitina de soja sdo mostradas na

Figura 15.

Figura 15. Curvas de DSC do CLN-SO e dos componentes isolados, incluindo o dleo de

cartamo, sob atmosfera de nitrogénio e razio de aquecimento de 10 °C/min.
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Legenda: CLN = carreadores lipidicos nanoestruturados, SO = dleo de cartamo.

O evento endotérmico observado na curva de DSC do Compritol em Tt = 69,60 °C
indica a temperatura do ponto de fusdo dessa substancia (SOUSA et al., 2017). A perda de
massa para o Compritol ocorreu em rampa Uinica com inicio em Tt = 225 °C e 89% de perda.
Nao foi observado evento térmico na curva de DSC do Tween 80, pois este material encontra-

se em estado liquido a temperatura ambiente e, portanto, nao foi possivel observar a fusao nas
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condi¢des testadas nem tao pouco outro evento térmico. Entretanto, foi observado no ensaio de
TG um evento iniciando em Tsart = 175 °C com 99% de perda de massa. Para lecitina de soja,
foi observado na curva DSC, um acentuado sinal endotérmico iniciado aproximadamente em
Tstart = 112 °C. Este sinal esté relacionado a decomposi¢do do material, pois no ensaio de TG
até a temperatura de Tswre = 100 °C a lecitina de soja perde 72% de massa (tabela 7). Para o 6leo
de cartamo, observamos um leve evento exotérmico em aproximadamente 166 °C, também sem
perda de massa no ensaio de termogravimetria.

Por fim, a curva de DSC da formulagdo CLN-SO apresentou um unico evento
endotérmico em Tonset = 55,89 °C sem perda de massa na curva TG, indicando se tratar da fusao

da formulagao.

Tabela 7. Temperatura de decomposico (Tstart em °C) e perda de massa (%) obtidos nas

curvas TG das formulag¢des de CLN-SO e componentes isolados.

Amostra Tstart (°C) Perda de massa (%)
CLN-SO 228 93
SO 290 98
Compritol 888 ATO 215 89
Tween 80 175 99
Lecitina de soja 100 72

Legenda: CLN = carreadores lipidicos nanoestruturados, SO = dleo de cartamo.

5.3.3 Difracao de raios X

A difracdo de raios-X apresenta como resultado os valores do comprimento presente
nos espagamentos curtos e longos da trelica lipidica. A Figura 16 mostra os dados obtidos por
difragdo de raios-X para componentes solidos do CLN (Compritol e lecitina de soja) e para o

CLN-SO liofilizado.
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Figura 16. Difratograma dos componentes solidos e CLN contendo dleo de cartamo apods
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Legenda: CLN = carreadores lipidicos nanoestruturados, SO = 6leo de cartamo.

Para a lecitina de soja foi observado apenas um pico amplo de menor intensidade em
20°, sugerindo que suas caracteristicas sao amorfas (WANG et al., 2014). Os picos de difragao
referentes ao Compritol estdo representados por sinal com alta intensidade em 21,22° e outro
de menor intensidade em 23,43°, apresentando espagamentos curtos (0,420 e 0,382 nm),
caracteristicos da forma B’ (CASTRO e FERREIRA, 2008; FINI et al., 2011). Em contraste, a
formulacao (CLN-SO) mostrou reflexdes ligeiramente mais amplas e de menor intensidade,
quando comparado ao lipideo puro (Compritol), o que pode ser um indicativo da presenca de
uma trama lipidica menos organizada. Um terceiro pico de menor intensidade em
19,06° (0,460 nm) foi observado no difratograma referente ao CLN-SO, indicando a possivel
formacao de formas Pi. Esse fato confirma a presenca também de formas intermediarias no
CLN-SO com rede cristalina de menor perfei¢do em comparagao com o lipide puro (CASTRO

e FERREIRA, 2008; FINI et al., 2011).

5.4 Atividade antioxidante

Foi observado que o SO apresentou resposta dose-dependente, isto ¢, a atividade de
inibi¢do do radical DPPH foi proporcional a concentracdo de SO utilizada. A curva de atividade
inibitoria do SO teve elevada correlagdao de dados (r = 0,9626), sendo observado ECso de

4,4 mg/mL. A curva-padrdo obtida para o BHT também apresentou elevada correlagdo
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(r=0,9961), o que permitiu calcular o equivalente em atividade antioxidante do BHT, que foi
74,86 mg equivalentes de BHT/g de SO.

Os CLN-SO foram avaliados em funcao da concentracdo maxima de SO (25 mg/mL),
para comparagao com o 6leo livre. Foi observado uma redugao de quase trés vezes na atividade

de inibicdo do radical DPPH®* pelo CLN-SO (19,5 £ 0,6%), frente ao SO (53,5 +0,9%)

(p<0,05). Os resultados da analise estdo descritos na figura 17.

Figura 17. Estudo comparativo da atividade de inibicdo do radical DPPH para SO e
CLN-SO (25 mg/mL) p<0,05 em relaciao ao SO.
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Legenda: CLN = carreadores lipidicos nanoestruturados, SO = 6leo de cartamo, * p<0,05.
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6 DISCUSSAO

O dleo de cartamo (SO) possui em sua composicao substancias bioativas associadas a
potenciais beneficios na manutencao da saude, mas que sdo passiveis de facil degradacao apos
a extracdo do 6leo. Além dos AGE, vitaminas e outros componentes da fragao insaponificavel,
estdo os diversos antioxidantes, que podem ser inativados por agdo externa, por meio de raios
ultravioleta, calor, atividade enzimatica, condi¢des acidas, dentre outros (MARQUEZ-RUIZ et
al., 2014; OZCAN et al., 2014; PRESCHA et al., 2014; MATTHAUS et al., 2015). Para
contornar este problema, a incorporagdo de Oleos vegetais em nanoparticulas lipidicas
constituindo os CLN tem sido uma proposta interessante para promover prote¢ao da atividade
antioxidante (AZIZI et al., 2018). Além disso, as nanoparticulas lipidicas podem promover
aumento da estabilidade dos 6leos no trato gastrointestinal (TGI) e favorecer a absorc¢ao, desta
forma promovendo aumento na biodisponibilidade (BELOQUI et al., 2016; BELOQUI et al.,
2017).

Assim, neste trabalho foram propostos CLN contendo SO voltados para uso em
alimentos ou consumo humano, buscando parametros 6timos de tamanho das particulas,
distribuicdo em frequéncia e PZ. O tamanho reduzido das nanoparticulas aumenta sua area
superficial, o que aumenta a solubilidade e absor¢do dos bioativos, além de favorecer as
propriedades farmacocinéticas, como aumento da biodisponibilidade e até mesmo maior
captagdo celular (DANAEI et al., 2018). Por outro lado, valores elevados de PZ (>30 mV,
negativo ou positivo) aumentam a probabilidade de a dispersdo coloidal ser estavel, pois nesta
condicdo as particulas carregadas se repelem por mecanismo de repulsdo elétrica e, desta forma,
contornam a tendéncia natural de agregacdo (HEURTAULT, 2003). Assim, o tamanho, o IP e
o PZ foram utilizados como pardmetros de avaliagdo das formulagdes durante o processo de
otimizagao.

A formulagdo considerada otimizada (denominada ao final CLN-SO) apresentou valor
coerente do didmetro médio (222,0 + 2,0 nm), por DLS assim como observado nas imagens
obtidas por MEV. O diametro médio observado foi considerado adequado para administragao
oral, uma vez que podem apresentar internalizacdo em maior extensdo do que particulas em
escala micrométrica (BELOQUI et al., 2017). Para administragcdo oral, ¢ importante que o
tamanho das nanoparticulas seja o menor possivel e isto pode levar a maior captagdo por células
intestinais e maior biodisponibilidade oral, como ja observado para captagdo in vitro de
nanoparticulas de cumarina por células intestinais Caco-2 e ap6s a administracdo oral destas

nanoparticulas em ratos (LI ef al., 2016). Além disso, valores de IP abaixo de 0,3, conforme foi
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encontrado no CLN-SO (0,22 + 0,005) demonstram distribui¢do de tamanho bastante estreita ¢
monodispersa que pode contribuir com a estabilidade fisica das nanoparticulas, evitando o
fendmeno de agregacao (TAMIIDI et al., 2013; DANAEI et al., 2018).

O PZ da formulagdo de trabalho foi considerado elevado (>30 mV em moédulo), o que
pode ser considerado um indicativo de boa estabilizag@o eletrostatica da nanodispersao. Neste
ambiente, a tendéncia ¢ pela repulsdo das nanoparticulas entre si e ndo pela agregacao (DAS e
CHAUDHURY, 2011; TAMIJIDI et al., 2013). Além do elevado PZ negativo, a formulacao
também contém em sua composi¢do um tensoativo etoxilado (Tween 80), de forma que este
grupamento etoxilado hidrofilico e relativamente longo pode promover impedimento estérico
entre as particulas, contribuindo também para a estabilizagdo fisica (BELOQUI et al., 2017).
De fato, foi observada estabilidade das nanoparticulas em dispersao aquosa por até 90 dias sob
refrigeracdo (4 °C), sem grandes alteracdes dos valores de didmetro médio, IP e PZ,
confirmando alta estabilidade do sistema proposto.

O oleo livre (superficial ou ndo encapsulado) ¢ uma fragdo do 6leo total que pode ser
extraido por solvente organico e ¢ representativo da quantidade de dleo disponivel mais
superficialmente nas nanoparticulas. O grupo de ESFAHANI et al. (2019), relata que a
quantidade de 6leo na superficie esta relacionada com a proporg¢do entre o 6leo e os materiais
solidos utilizados na composi¢ao. Na formulacao proposta, a propor¢do ¢ de 1:1 entre o lipide
solido (Compritol) e o 6leo (SO), de forma que ¢ possivel que a acomodagao do oleo se dé
também em grande fracdo na regido superficial das nanoparticulas. De toda forma, esta
condicdo favorece o efeito burst, o que faz com que elevada quantidade de 6leo se desprenda
da matriz rapidamente ou tenha mais potencial para sofrer degradagdo. Entretanto, no ensaio de
eficiéncia da encapsulagdo foi utilizado como diluente, a acetona, um solvente organico com
elevado poder de dissolugdo para dleos vegetais (YARA-VARON et al., 2017), o que pode ter
solubilizado uma quantidade de 6leo relativamente mais profunda nas nanoparticulas. Por outro
lado, em ambiente biologico sem presenca de solventes organicos, a fracdo de 6leo que se
desprende da matriz lipidica pode ser menor.

Por meio dos ensaios de FTIR e TG, foi possivel observar que o método de
homogeneizagdo a quente proposto ndo foi capaz de promover degradacdo do SO, sendo
observada degradacao apenas em 290 °C. A incorporacao do SO foi comprovada pelos dados
de FTIR, DRX, DSC e TG devido ao diferente comportamento observado para CLN-SO em
relacdo aos componentes isolados. Com relagdo as curvas de DSC, o formato alargado e com
bordas parcialmente simétricas do sinal € tipico de sistemas complexos, tais como o0s

carreadores multicomponentes. Também € observada diminui¢@o na entalpia de fusdo dos CLN
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em comparac¢ao ao lipide solido puro, caracterizando menor grau de cristalinidade dos CLN (LI
et al., 2009; GONULLU et al., 2015; ARGIMON et al., 2016). Além disso, os dados de DSC
e TG confirmam a obtengao de formulagdo com caracteristicas fisico-quimicas proprias, uma
vez que ndo existem eventos térmicos nas curvas do CLN-SO que possam ser atribuidos
pontualmente a alguma das matérias-primas utilizadas, o que confirma também que
quantitativamente as propor¢des utilizadas entraram exclusivamente na composi¢do do sistema
carreador (BUNJES e UNRUH, 2007).

O ensaio de perda por dessecacdo indica a quantidade de dgua presente no sistema,
enquanto a atividade de dgua, fornece informagdes quanto ao teor de agua livre disponivel para
sofrer reagdes bioquimicas. Ambos os fatores sdo importantes para prever a estabilidade de pos
secos, uma vez que alto teor de dgua e atividade podem causar aglomeragdo de particulas,
crescimento microbiano acelerado, oxidagao lipidica aumentada e, consequentemente, vida ttil
mais curta (QUEK et al., 2007; CARVALHO et al., 2016).

Os CLN-SO apresentaram valores de atividade de dgua satisfatorios para se esperar que
a proliferacdo de microrganismos nao seja favorecida, assim como a rancidez oxidativa. Em
estudos de GOCK et al. (2003), foi observado que produtos com teores abaixo de 0,6 estdo
dificilmente propicios ao crescimento microbiano e, a partir de 0,65, inicia-se a proliferagdo de
microrganismos especificos, sendo que até¢ 0,75, somente algumas bactérias halofilicas,
leveduras e fungos xerofilicos podem se desenvolver. Os resultados obtidos em perda por
dessecagdo, indicam também baixa presenga de 4gua no CLN-SO, confirmando efetividade do
processo de secagem por liofilizagdo. Portanto, os resultados do contetido de agua da
formulacdo indicam baixa suscetibilidade a reacdes de hidrdlise e crescimento de
microrganismos (GURTLER et al., 2014).

A dispersibilidade dos CLN-SO em 4gua esta relacionada com sua molhabilidade, ou
seja, a capacidade de hidratag¢do da particula (DA COSTA et al., 2013). Tendo em vista que a
matriz ¢ composta em sua maior propor¢do por lipides, revestido por tensoativos, espera-se
mais lenta interagdo com a agua que substancias hidrofilicas. Assim, o tempo de molhabilidade
encontrado para o CLN-SO foi considerado relativamente baixo (30 minutos) € na mesma faixa
que o encontrado para microparticulas de 6leo essencial de orégano, com matriz composta de
materiais hidrofilicos, como goma arabica, amido modificado e maltodextrina (22 minutos)
(DA COSTA et al., 2013).

Em relagdo aos parametros colorimétricos, foi observado que a cor do CLN-SO
apresentou diferenca consideravel frente ao SO. Este fato ¢ atribuido por incorporagdo do SO

em nanoparticulas compostas por Compritol, um lipide sélido de cor branca na mesma
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proporcdo (ABURAHMA e BADR-ELDIN, 2014). O sistema em presenca do lipide sélido
demonstrou diferenca de 55,69% na luminosidade (AL* = 40,59) e 50,43% na cromaticidade
(AC*=4,62), com L* tendendo mais para cor branca, ¢ o C* tendendo para saturagdo,
indicando influéncia do Compritol na mudanga destes parametros. Em ambos, SO e CLN-SO,
observou-se caracteristica de predominio da cor levemente verde (+a*, valores baixos) e mais
intensamente amarela (+b*, valores mais elevados). Entretanto, os valores de h* sofreram baixa
variagdo (5,57%), sugerindo baixa variagdo na tonalidade, apesar da diferenca de luminosidade
e cromaticidade. A variagdo de cor observada (AE*=40,86), sugere estar principalmente ligada
a influéncia do AL*, deixando a cor mais clara, tendendo ao branco, e a varia¢ao na intensidade
do amarelo (Ab*=4,67). Estes resultados indicam também a efetividade da mistura do SO e do
Compritol formando as nanoparticulas, conforme observado nos estudos anteriores (FTIR,
DSC, TG e DRX), levando a possibilidade de protecao do 6leo contra fatores de degradagado de
seus componentes bioativos (LAGO e NORENA, 2017).

Dentre as atividades que podem ser atribuidas ao SO considerando os seus bioativos, a
acdo antioxidante tem destaque. A relacdo pode ser atribuida a presenca de tocoferdis e AG
insaturados (principalmente o ®-6 € o ®-9, neste caso). Na concentracdo de 25 mg/mL de SO
(6leo bruto), foi observada significativa reducdo (em torno de trés vezes) na atividade
antioxidante do SO apo6s a encapsulacdo, indicativo de protecdo parcial dos compostos
antioxidantes pela nanoencapsulagao.

A formulacdo de nanoparticulas de SO liofilizadas apresentaram caréter lipofilico
estabelecido e caracteristicas de sistemas nanoestruturados, com condi¢des adequadas de
dispersibilidade em meio aquoso, o que as torna versateis para aplicacdo alimentar. Tais
nanoparticulas podem ser incorporadas, por exemplo, em suplementacdes na forma de bebidas
de base aquosa ou emulsionadas. Neste caso, a adi¢do poderia ser feita diretamente em agua
para o preparo de bebidas lacteas ou diretamente nestas ja previamente preparadas, como
proposta no fornecimento de compostos bioativos por meio de suplementagdo alimentar,
resultando em produtos alimentares funcionais. Considerando o ponto de fusdo dos CLN-SO
(55,8 °C), sua incorporacdo em bebidas lacteas ndo acarretaria em perda de qualidade da
nanoestrutura, pois a conservacao destes produtos € realizada em temperatura em torno de 4 °C
e seu prazo de validade ¢ relativamente proximo ao observado na estabilidade preliminar

apresentada pelas nanoparticulas em dispersdes liquidas (90 dias).
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7 CONCLUSAO

Os CLN-SO desenvolvidos foram caracterizados como sendo uma formulagdo com
caracteristicas fisico-quimicas proprias, diferente de seus componentes isolados. As
nanoparticulas apresentaram morfologia esférica, didmetro médio compativel com a
administracao oral, homogéneo ¢ monodisperso, com elevado PZ negativo. O teor de
encapsulacao do SO foi compativel com o esperado para a proporcao entre lipide s6lido e SO
proposta nesta formulagao. Outros estudos como FTIR, DRX, DSC e colorimetria forneceram
indicios que corroboraram com a encapsulacdo do 6leo bioativo. A analise termogravimétrica
indicou estabilidade térmica da formulacdo até 228 °C contra degradagdo quimica e, junto com
DSC, confirmou a obten¢do de um sistema com caracteristicas fisico-quimicas proprias.

Os estudos de conteido de umidade e atividade de agua forneceram indicios de
estabilidade da formulacao liofilizada frente a proliferacdo de microrganismos e potencial para
reacdes bioquimicas de degradagdo. A formulagao foi também estavel em dispersdo aquosa até
90 dias de armazenamento em 4 °C, conforme os parametros avaliados. Por fim, nos CLN-SO
observou-se reducdo no potencial imediato de atividade antioxidante, indicando ganho na
protecao desta atividade devido a encapsulacao do dleo.

Os CLN podem proporcionar ganho de beneficios e versatilidade ao incorporar 6leos
vegetais em sua matriz lipidica, principalmente em se tratando de 6leos vegetais brutos, onde
estdo presentes maiores concentracdes dos componentes bioativos. Tendo em vista a grande
variedade de oOleos vegetais com possibilidade de incorporacdo em nanocarreadores, o
desenvolvimento e estudo de novas nanoestruturas lipidicas contendo estes Oleos apresenta
elevado potencial de inovacdo. A exemplo, os nanocarreadores desenvolvidos poderiam ser
incorporado em bebidas lacteas, afim de enriquecer estes alimentos tornando-os ainda mais

atrativos para o consumo humano.
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