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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
nanoparticulas de zeina com adequada estabilidade fisica para liberacdo
de y-orizanol, uma mistura de ésteres do acido trans-ferdlico com
alcoois triterpénicos. Apesar de suas propriedades funcionais, o
emprego deste fitoesterol em alimentos tem sido consideravelmente
limitado devido a sua baixa solubilidade em &gua e baixa
biodisponibilidade. Sendo assim, o emprego de nanoparticulas surge
como uma estratégia viavel para promocdo da dispersibilidade do -
orizanol em agua, e protecdo destas moléculas frente & degradagdo fisica
e quimica. Dentre os materiais utilizados no preparo de nanoparticulas
para o emprego em alimentos, a zeina surge como uma alternativa
interessante, sobretudo por ser uma proteina insolivel em agua e capaz
de incorporar substancias hidrofobicas. No entanto, as nanoparticulas de
zeina tendem a apresentar baixa estabilidade em meio aquoso,
principalmente devido a interacdes hidrofébicas, o que dificulta seu
emprego, sobretudo em produtos majoritariamente aquosos. Diferentes
moléculas vém sendo utilizadas como o intuito de estabilizar
fisicamente nanoparticulas de zeina, destacando-se os tensoativos e 0
polissacarideos, que atuam conferindo estabilizacdo eletrostatica e/ou
estérica as nanoparticulas proteicas. Desta forma, foram desenvolvidas
nanoparticulas de zeina na auséncia de tensoativos (NZ) e na presenca
de Kolliphor P188 (NZx), e foram estudados os efeitos da interacéo
destes sistemas com o0s polissacarideos alginato de s6dio, goma arabica,
e quitosana de alta, média ou baixa massa molar. Observou-se que todos
os polissacarideos proporcionaram um aumento no potencial zeta das
nanoparticulas, e as interacdes entre 0s nanocarreadores e 0s
polissacarideos puderam ser caracterizadas por espectroscopia no
infravermelho e microcalorimetria exploratoria diferencial. Porém, em
estudo de estabilidade fisica acelerada, verificou-se que o alginato de
sodio e a goma arabica reduzem significativamente a estabilidade fisica
das nanoparticulas, enquanto a quitosana proporcionou um aumento
significativo da estabilidade fisica do sistema nanoparticulado.
Adicionalmente a interacdo entre as nanoparticulas e o alginato de sédio
proporcionou uma reducdo da eficiéncia de liberacdo do vy-orizanol,
enquanto ndo houve diferenca nas amostras que interagiram com a goma
arabica, e aquelas incubadas com quitosana demonstraram um aumento
significativo da eficiéncia de dissolugdo. O efeito antioxidante do -
orizanol foi maximizado através da encapsulacdo dos fitoesterdis
quando comparado com o y-orizanol livre, demonstrando maior



atividade antioxidante quando as nanoparticulas que interagiram com
quitosana foram avaliadas. Sendo assim, a quitosana apresenta melhor
capacidade de estabilizacdo das nanoparticulas de zeina, apresentando,
também, um aprimoramento das propriedades fisico-quimicas, de
liberagdo do y-orizanol, e da atividade antioxidante dos fitoesterdis.
Dentre as amostras avaliadas, as nanoparticulas estabilizadas com
quitosana de média massa molar, NZ-QMMM, apresentaram
propriedades mais promissoras, sendo selecionadas como a formulagéo
mais propicia para emprego na industria aimenticia.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Zeina. y-orizanol. Estabilizacéo
com polissacarideos.



ABSTRACT

This study aims to develop physically stable zein-based
nanoparticles for the delivery of y-oryzanol. Nonetheless, the use of -
oryzanol, a mixture os trans-ferulic acid triterpene alcohols esters, in the
food industry has been limited due its low water solubility and low
bioavailability. Therefore, the use of nanoparticles seem to be a viable
approach to overcome the y-oryzanol physicochemical problems and
protect it against physical and chemical degradation. Among food grade
biomaterials used to prepare nanoparticles, zein is a interesting
candidate since it is a water insoluble protein capable of incorporating
hydrophobic bioactive substances. However, zein-based nanoparticles
tend to have low physical stability in aqueous media, mainly due to
hydrophobic interactions, which makes it difficult to use them, above all
in aqueous products. Different molecules have been used to enhance
physical stability to zein nanoparticles. Among them, surfactants and
polysaccharide have been widely used due their properties to provide
electrostactic and/or steric stabilization to protein-based nanocarriers.
Thus, zein nanoparticles were developed in the absence of surfactant
(NZ) and in the presence of Kolliphor P188 surfactant (NZk). The effect
of sodium alginate, Arabic gum, and chitosan (high, medium and low
molecular weight) on NZ and NZx stabilization were studied.
Polysaccharide-nanoparticles interaction were verified by nanocarriers
phydicochemical properties changes, as well as infrared spectroscopy
and differencial scan micro-calorimetry. Accelerated physical stability
assay showed that sodium alginate and Arabic gum were able to
decrease significantly the physical stability of nanoparticles, while
chitosan highly increase protein-polysaccharide core shell nanoparticles
stability. Besides that, sodium alginate-nanoparticles interaction
provided a decrease on dissolution efficiency of y-oryzanol, while there
was no changes when Arabic gum was used. On the other hand, when
chitosans were used a significant increase on dissolution efficiency were
observed. The antioxidant effect of y-oryzanol was maximized by
phytosterols encapsulation, compared with free y-oryzanol, showing
higher antioxidant activity when nanoparticles interacted with chitosan.
So, chitosans shown higher zein nanoparticles stabilization capability,
promoting, also, an enhancing of physicochemical, y-oryzanol release,
and phytosterols antioxidant activity properties. Among all formulations
evaluared, medium molecular weight chitosan stabilized nanoparticles
prepared in the absence of surfactant (NZ-QMMM) shown more



promising properties, being selected as the drug delivery system more
likely to be able to be used on food industry.

Key words: Nanoparticles. Zein. y-oryzanol. Zein-based
nanoparticles stabilization.
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Alimentos funcionais vém ganhando importancia no mercado,
apresentando um grande nimero de produtos, sendo desenvolvidos com
0 propdsito de promover a salde do consumidor (MENRAD, 2001), e
incluem: (1) alimentos que contenham substancias bioativas de forma
natural; (2) alimentos suplementados com substancias bioativas; e (3)
derivados de ingredientes alimentares introduzidos em alimentos in
natura (GRAJEK; OLEJNIK; SIP, 2005).

Vérias substancias, e/ou micro-organismos, sao utilizados a fim
de agregar valor nutricional e terapéutico em alimentos, como 0s
probidticos, polifenois, chalconas, vitaminas, minerais, entre outros
(KWAK; JUKES, 2010). Algumas alternativas incluem compostos ou
extratos provenientes de plantas utilizados para o melhoramento das
propriedades dos alimentos. Uma das propriedades mais estudadas
destes compostos é sua atividade antioxidante. Além da importancia dos
antioxidantes como conservantes naturais, estes compostos/extratos
podem também proporcionar propriedades funcionais ao alimento
(CALEJA et al., 2015).

Dentre os compostos bioativos mais empregados para conferir
propriedade funcional aos alimentos, destacam-se substancias dentro das
classes dos flavonoides, dos lipideos (como os fitoesterdis), pigmentos
como os carotenoides, vitaminas, proteinas, carboidratos e minerais
(MCCLEMENTS, 2012). Os fitoesterois vem sendo empregados devido
a suas caracteristicas antioxidantes, possibilitando o aumento da
estabilidade do alimento frente ao estresse oxidativo. Podem atuar
conferindo atividade antioxidante no organismo humano, e também
apresentam acdo hipocolesterolémica, induzindo a reducdo dos niveis
plasméticos de colesterol e/ou reduzindo a absorgdo intestinal do
colesterol. Estas caracteristicas promovem um forte apelo ao
desenvolvimento de produtos que favorecem a atividade protetora contra
doencas coronarianas, cancer, distirbios cerebrais, entre outras (CHEN
etal., 2011; MARANGONI; POLI, 2010; WONG, 2014).

Entre os fitoesterdis, destaca-se o y—orizanol, extraido a partir do
farelo do arroz. Consiste em uma mistura de ésteres do acido trans-
fertlico com &lcoois triterpénicos, que tem atraido a atengdo das
indUstrias farmacéutica, cosmética e alimenticia devido as suas
atividades hepatoprotetora (CHOTIMARKORN; USHIO, 2008),
redutora do colesterol plasmatico, redutora da biossintese hepética do
colesterol, redutora da absorcdo do colesterol, aos efeitos
antiatereosclerético (RONG; AUSMAN; NICOLOSI, 1997), anti-
inflamatdrio, antioxidante, e antialérgico (AKIHISA et al., 2000;
NAGASAKA; CHOTIMARKORN; SHAFIQUL, 2007; OKA et al.,
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2010; YASUKAWA et al., 1998). Sendo assim, o emprego do y-
orizanol vem sendo fundamentado na potencial aplicacdo como: (1)
antioxidade em alimentos, retardando a lipoperoxidagdo do produto; e
(2) atuando como antioxidante no individuo (WINKLE-MOSER et al.,
2015).

Porém, os fitoesterdis presentes no y-orizanol apresentam baixa
estabilidade frente a temperatura (KHUWIJITJIARU; TAENGTIENG;
CHANGPRASIT, 2004), e baixa solubilidade em meios aquosos
(devido a presenca de alcoois triterpénicos), o que, consequentemente,
limita a absorgdo intestinal e a biodisponibilidade do vy-orizanol,
dificultando, assim, seu uso em sistemas alimentares, principalmente
aqueles com elevado teor de agua (HAKALA et al., 2002; WINKLER-
MOSER et al., 2015). Concomitantemente, a adicdo de ingredientes
funcionais a produtos alimentares frequentemente implica em problemas
de formulagdo, tais como alteragBes sensoriais, problemas de
estabilidade do produto, de aparéncia do alimento, possivel reducdo da
biodisponibilidade de alguns nutrientes, além da provavel ocorréncia de
interacdes entre 0 composto adicionado com a complexa matriz do
alimento (PATEL; VELIKOV, 2011).

Uma das principais estratégias para otimizar o uso do y-orizanol é
através da sua encapsulacdo em sistemas de liberagdo nano- ou
microparticulados. As nanoparticulas sdo sistemas capazes de proteger
compostos frente a degradacdo quimica ou fisica, bem como possibilitar
0 aumento da capacidade de dispersdo em agua de moléculas lipofilicas
e proporcionar a liberagdo localizada e de forma controlada desta
substancia, proporcionando um aumento na biodisponibilidade do
fitoesterol (DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2013).

Nanoparticulas proteicas tém sido bastante estudadas para
aplicacdo na industria alimenticia, sendo preparadas a partir de materiais
biocompativeis, biodegradaveis, de grau alimenticio e através de
processos facilmente escalonaveis (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY,
2012). A zeina é a principal proteina de armazenamento do milho,
consiste de quatro grupos fundamentais: o-, B-, y-, ¢ 8-zeina, sendo
considerada uma importante matriz para encapsulacdo de moléculas
lipofilicas, pois mais da metade dos seus residuos de aminoéacidos sdo
apolares, configurando uma natureza hidrofébica a proteina (HU;
MCCLEMENTS, 2014). Devido a esta caracteristica e reduzida carga
(préxima ao ponto isoelétrico), as nanoparticulas de zeina estao sujeitas
a fortes interacdes hidrofdbicas e fraca repulsdo elétrica, culminando na
agregacdo das particulas e na reducéo da estabilidade fisica do sistema
(HU; MCCLEMENTS, 2014; ZHANG et al., 2014). Tal condicdo, no
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entanto, pode ser evitada mediante a estabilizacdo das particulas de
zeina através de eletrodeposicdo de polissacarideos na superficie da
proteina, promovendo impedimento eletrostatico e estérico, otimizando
a estabilidade fisica do sistema (LUO; TENG; WANG, 2012; ZHANG
etal., 2014).

Sendo assim, este projeto busca o desenvolvimento de
nanoparticulas de zeina para liberagdo de y-orizanol visando o aumento
das estabilidade fisica das nanoparticulas proteicas em solucdo através
da estabilizacdo com Kolliphor P188 e/ou polissacarideos (alginato de
sodio, goma arabica e quitosana de baixa, média e alta massa molar),
bem como promover o aumento da capacidade de incorporagdo do
fitoesterol y-orizanol em meio aquoso, determinar o mecanismo de
liberagdo do y-orizanol a partir das nanoparticulas de zeina, e conferir
propriedades antioxidantes ao alimento, quer seja elevando sua
estabilidade frente a agentes oxidantes, ou proporcionando agdo
antioxidante ao organismo humano.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoparticulas de zeina, contendo y-orizanol, pela
técnica de anti-solvente e caracteriza-las quanto a estabilidade e
potencial antioxidante.

1.1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver nanoparticulas de zeina contendo y-orizanol pela
técnica do anti-solvente;

e Auvaliar o potencial estabilizante de tensoativo Kolliphor P188 e
de diferentes polissacarideos sobre as nanoparticulas de zeina;

e Caracterizar as nanoparticulas de zeina contendo y-orizanol
guanto ao tamanho de particula, potencial zeta, indice de
polidispersdo, caracteristicas  morfoldgicas, eficiéncia de
encapsulagdo e teor de y-orizanol;

e Avaliar possiveis interacbes quimicas e/ou fisicas entre as
nanoparticulas de zeina e os polissacarideos;

e Auvaliar a estabilidade fisica das nanoparticulas através de
método acelerado;
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e Avaliar o perfil de liberagdo do v-orizanol através das
nanoparticulas e determinacdo do mecanismo de liberacdo dos
fitoesteradis;

e Avaliar a atividade antioxidante do y-orizanol contido nas
nanoparticulas de zeina pelo método do DPPH.
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2.1 y-ORIZANOL

O y-orizanol é um fitoesterol, composto por uma mistura de pelo
menos 10 diferentes ésteres do 4acido trans-fertlico (&cido trans-
hidroxicindmico) com Alcoois triterpénicos, sendo majoritariamente
constituido por ferulato de cicloartenol, ferulato de 24—
metilenocicloartanol, e ferulato campesterol, e menores concentragdes
de ferulato de A™—estigmastenol, ferulato de estigmasterol, ferulato de
A’-campestenol, ferulato de A’-sitostenol, ferulato de sitosterol,
ferulato de campestanol, e ferulato de sitostanol (Figura 1) (XU;
GODBER, 1999). A principal diferenca entre os ésteres do &cido
feralico com esteroides encontrados no arroz e em outros cereais é a
predominancia de porcBes dimetilesterdis, como o ferulato de
cicloartenol e o 24-metilenocicloartanol, no farelo do arroz, enquanto
porcGes de dimetilesterdis, como o sitosterol, campesterol, e suas
respectivas formas saturadas, sdo os fitoesterois majoritarios em outras
fontes naturais como o milho, o trigo e a aveia (NYSTROM et al.,
2007).

Os fitoesterdis sdo sintetizados a partir do esqualeno, via 2,3-
epoxido de esqualeno. Ap6s ciclizacdo do 2,3-epdxido de esqualeno, o
cicloartenol é o primeiro fitoesterol produzido na via metab6lica (Figura
2). O 24-metilenocicloartanol e o campesterol podem ser considerados
intermediarios na biossintese do campestanol a partir do cicloartenol.

Miller e Engel (2006) observaram que, quanto maior a proporcao
de ferulato de 24-metilenocicloartanol e ferulato de campesterol, menor
a proporcdo dos ésteres fertlicos de cicloartenol (antecessor na
biossintese) e campestanol (sucessor na biossintese). No entanto, a
biossintese dos ésteres fertlicos de fitoesterdis é pouco conhecida, €
pode estar relacionada a razdo de esterois livres disponiveis para a
sintese de ésteres ferllicos, ou podem ser independentes da
concentragcdo de esterdis, mas regulada por esterificacdo substrato-
especifico. Quanto a varia¢do do teor de y-orizanol frente ao estagio de
maturacdo do grdo do arroz, e diferentes cultivares, os autores
observaram que existe um aumento significativo no teor de y-orizanol
em grdo maduros quando comparados com os grdos imaturos do mesmo
cultivar, porém, sem alteracdo do perfil dos fitoesterois. No entanto, ndo
houve diferenca estatistica no teor de y-orizanol quando comparados a
gréos de diferentes cultivares e de mesma maturacdo, e o perfil de
fitoesterodis (composigdo do y-orizanol) € alterado em fungéo do cultivar.
Estes resultados indicam que o grau de maturidade ndo influenciou a
composi¢do do y-orizanol, e que esta foi afetada, no trabalho citado, por
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fatores, provavelmente, decorrentes das condi¢es genéticas, de cultura,
e/ou plantio do arroz.

Figura 1 — Estrutura quimica dos pr|n0|pa|s constituintes do y-orizanol.
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Fonte: Adaptado de Xu; Godber (1999).
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Figura 2 — Rota parcial da biossintese dos principais esterdis contidos
no y-orizanol

e e -
\ \ P
\ o N on
o i
Esqualeno 2,3-Epoxidode 24 i icloartanol

Campestanol " Campesterol

Fonte: Adaptado de Miller e Engel (2007).

B-sitosterol

Heinemann e colaboradores (2008) também evidenciaram que
existe uma diferenga significativa entre os teores de y-orizanol entre
diferentes cultivares das subespécies Oryza sativa indica e Oryza sativa
japonica, sendo ainda o teor de fitoesterdis mais elevado na segunda
subespécie. Britz e colaboradores (2007) avaliaram o teor e composi¢do
do y-orizanol de Oryza sativa indica, Oryza sativa japonica, e Oryza
glaberrima originérias de diferentes partes do mundo, em funcéo da
temperatura de plantio, e observaram que um aumento em 4,5 °C na
temperatura de cultivo resultou em uma grande aumento do ferulato de
24-metilenocicloartanol em cinco das seis linhagens estudadas, e em
guatro destas cinco houve ainda um pequeno aumento no teor de
ferulato de cicloartenol, além de elevar o teor de ferulato estigmastenol
e/ou estigmasterol no arroz Arborio, e elevar o teor de ferulato de
sitosterol e ferulato de campestanol no arroz Kaybonnet. Sendo assim,
verificou-se, na pesquisa mencionada, que fatores como diferentes
cultivares, temperatura, subespécies, e tempo de maturacdo do grdo do
arroz tendem a alterar o teor ¢ a composi¢do do y-orizanol, e estas
alteragdes podem ocasionar variagdo nas suas propriedades funcionais.

O y-orizanol vem recebendo maior atencdo das industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética devido a seus beneficios para a
salde, como: acdo hepatoprotetora (CHOTIMARKORN; USHIO,
2008), reducdo do colesterol plasmatico, reducdo da biossintese hepatica
do colesterol, reducdo da absorcdo do colesterol, efeito
antiatereosclerético (RONG; AUSMAN; NICOLOSI, 1997), efeito anti-
inflamatorio, antioxidante, e antialérgico (AKIHISA et al., 2000;
NAGASAKA; CHOTIMARKORN; SHAFIQUL, 2007; OKA et al.,
2010; YASUKAWA et al., 1998).
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Sabe-se que o processo oxidativo se inicia com a formacéo de
espécies radicalares que, independentemente de sua origem ou estrutura,
podem interagir com um substrato (RH), como os lipideos, formando
um radical alquilico R*® devido & subtracio do préton H* do substrato. O
radical formado pode, sequencialmente, interagir com o oxigénio, dando
origem ao radical peroxila (ROO®), que, por sua vez, devido a reacéo
em cadeia, atua como espécie radicalar e interage com uma nova
molécula de substrato, formando o hidroperéxido ROOH, e um novo
radical R** (Figura 3). Esta reacdo ocorre de forma ciclica, até que duas
espécies radicalares interajam entre si, formando a etapa de terminagéo
(AMORATI; FOTI; VALGIMIGLLI, 2013; POKORNY;
YANISHLIEVA; GORDON, 2001). Substancias que apresentam
propriedade de emparelhamento de elétrons para estabilizacdo das
espécies reativas radicalares sdo conhecidas como antioxidantes diretos.
Estes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de agéo
como primarios e secundarios. Os antioxidantes primarios sdo moléculas
gue inibem ou retardam o0 processo oxidativo através da doacdo de
atomos de hidrogénio ou elétrons, promovendo a estabilidade quimica
das espécies reativas de oxigénio (ERQOS), interrompendo as reacdes de
cadeia do processo oxidativo. Podem atuar estabilizando os radical
alquilinicos (R®) e peroxila (ROO®) dos estagios de iniciacdo e
propagacdo, respectivamente. Entre o0s antioxidantes primarios,
destacam-se 0s compostos fendlicos e polifenois, como o &cido ferdlico,
gue doam atomos de hidrogénio para estabilizar a EROS e consistem na
principal classe de antioxidantes utilizados pelas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica. Ja os antioxidantes secundarios englobam
moléculas que atuam por diferentes mecanismos, incluindo quelantes de
metais, ligacdo ao oxigénio, conversdo de peréxidos em espécies nao-
radicalares, absorvedores de radiacdo UV, ou desativadores de oxigénio
singlete, retardando a reacdo de auto-oxidacdo (GORDON, 1990;
GUNSTONE, 2004; MAISUTHISAKUL,; SUTTAJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007).
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Figura 3 — Representacao esquematica do processo oxidativo de
lipideos e mecanismos de ataque de agentes antioxidantes.
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%\ kl
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ROOH RH ROOH + A-
Fonte: Adaptado de Amorati, Foti e Valgimigli (2013).

Islam e colaboradores (2009) demonstraram, através de estudos
in vitro, que ferulato de cicloartenol, ferulato de 24-
metilenocicloartanol, ferulato de sitosterol, e &cido ferdlico
apresentaram forte atividade doadora de hidrogénio, e atividade
antioxidante comparavel ao a-tocoferol. No entanto, a porcéo esteroidal
cicloartenol, quando isolada, ndo apresentou atividade antioxidante ou
efeito sequestrante de radicais livres, sugerindo que o potencial
antioxidante destes compostos esta relacionado com a porc¢édo ferulica
das moléculas. Entretanto, a porcdo cicloartenol inibiu significantemente
a produgdo de espécies reativas de oxigénio em modelo celular,
sugerindo que devido a similaridade estrutural ao colesterol, a porcéo
cicloartenol pode atuar estabilizando a bicamada lipidica celular,
possibilitando a reducdo do dano oxidativo, e induzindo o aumento do
potencial sequestrador de radicais livres. Por fim, os autores relatam que
ferulato de cicloartenol, ferulato de 24-metilenocicloartanol, ferulato de
sitosterol, assim como a porgéo esteroidal cicloartenol isolada, inibiram
significantemente a atividade do fator nuclear x B (NF-xf) em modelo
celular in vitro. O NF-xf é um regulador da expressdo de genes pro-
inflamatdrios e induz a transcrigdo de citocinas, quimiocinas, moléculas
de adesdo, matriz metaloprotease (MMPs), ciclooxigenase 2 (COX-2),
além de apresentar atividade indutora da 6xido nitrico sintetase (iNOS).
NF«B ¢ ativado em tecidos inflamados, além de regular as respostas da
imunidade inata e adquirida (LI; VERMA, 2002), sustentando a hip6tese
de atividade anti-inflamatéria e antioxidante do y-orizanol.
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Em concordancia com os resultados de atividade antioxidante do
y-orizanol, anteriormente descritos, Nagasaka e colaboradores (2007)
indicaram que o y-orizanol, assim como o ferulato de cicloartenol,
suprimem a expressdo da iINOS, COX-2, e interleucina 1P (IL-1B), onde
a producdo de oxido nitrico foi inibida pelo ferulato de cicloartenol, e a
atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) aumentada. O
aumento da atividade da SOD eleva a dismutacgdo do superdxido (0,*)
e do perdxido de hidrogénio (H,O,), atuando como importante defesa
antioxidante. O mecanismo antioxidante do y-orizanol parece estar
relacionado a doacdo de um atomo de hidrogénio da porcdo ferdlica,
levando & formagdo do radical fenoxila, de forma semelhante aos
antioxidantes fendlicos, estabilizando o &nion superdxido (KIM et al.,
2001; TAJIMA et al., 1983).

Oka e colaboradores (2010) demonstraram que o ferulato de
cicloartenol atua capturando imunoglobilina E (IgE), impedindo que
esta se ligue ao receptor FceRI. A IgE, um anticorpo amplamente
expresso em doengas alérgicas e infec¢des parasitarias, uma vez ligada
ao receptor FceRI (receptor de alta afinidade por IgE), ativa a
degranulacdo de mastdcitos ou basdéfilos, ocasionando a liberacdo de
mediadores inflamatdrios como a histamina, leucotrieno, proteases,
fatores quimiotaxicos e citocinas. Uma vez que o ferulato de
cicloartenol sequestra a IgE, existe uma inibicéo da ativagéo do receptor
especifico, 0 que resulta na atenuacdo de reacOes alérgicas por reducéo
dos mediadores inflamatdrios. Concomitantemente, este tende a inibir a
atividade do NF-kB (NAGASAKA et al., 2007), indicando a possivel
prevencdo da fase tardia da inflamacéo.

Estudos vém sendo conduzidos a fim de estabelecer uma relagéo
entre o consumo de y-orizanol e niveis plasmaticos de colesterol. Wilson
e colaboradores (2007) avaliaram que a adigdo de 0,5 % de y-orizanol,
ou de 0,5 % de acido ferulico a dieta de hamsters hipercolesterolémicos
provocou uma reducdo no teor de colesterol plasmatico total e do
colesterol ndo-HDL, sendo o efeito do y-orizanol mais pronunciado.
Outros estudos observaram uma reducdo significativa no colesterol nao-
HDL plasmatico em ratos com suplementagdo de 0,2 % ou mais de y-
orizanol na dieta ap6s 7 semanas de tratamento, e que em ratos
saudaveis ndo houve alteracéo do teor lipidico no plasma, sugerindo que
o vy-orizanol pode afetar o metabolismo do colesterol através da
alteracdo da absorcdo do colesterol da dieta (SEETHARAMAIAH;
CHANDRASEKHARA, 1988 apud WILSON et al., 2007). Wilson e
colaboradores (2007) descrevem um aumento da excrecdo fecal de
coprostanol e colesterol em hamsters cuja dieta foi complementada com
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0,5 % de y-orizanol, indicando que a reducéo do colesterol sérico esta
relacionada ao aumento da excrecdo fecal do colesterol e de seus
produtos metabdlicos (por exemplo, coprostanal). Adicionalmente, este
estudo ainda demonstrou que a complementacdo dietética com vy-
orizanol, ou com acido ferulico, reduziu o acumulo de colesterol na
artéria aorta dos hamsters, no entanto somente a adigdo de y-orizanol a
dieta foi capaz de reduzir significativamente o depésito de ésteres de
colesterol. Rong, Ausman e Nicolosi (1997) demonstraram que a adi¢do
de 0,5 % de y-orizanol a dieta de hamsters foi capaz de reduzir em 67 %
a aterosclerose, indicando que a reducdo da camada lipidica na artéria
aorta ocorre devido a redugdo do colesterol sérico, associado & atividade
antioxidante, que impede a formacdo dos ateromas responsaveis por
obstruir 0s vasos sanguineos.

No entanto, Weststrate e Meijer (1998) ndo observaram diferencga
estatistica no perfil colesterolémico entre humanos, saudaveis ou
levemente hipercolesterolémicos, que consumiram margarina comercial,
e margarina enriquecida com 6leo de farelo de arroz por um periodo de
3,5 semanas. Os autores indicam que por razbes técnicas ndo foi
possivel enriquecer a margarina com éleo de farelo de arroz nas mesmas
concentracdes que aquelas enriquecidas com dleo de soja, cuja atividade
hipocolesterolémica foi evidenciada. Sendo assim, a falta de atividade
pode estar relacionada a concentragdo de y-orizanol administrado, e 0s
autores indicam a importancia de se realizar mais estudos a fim de
comprovar se o y-orizanol apresenta eficicia terapéutica em humanos,
ou se sua atividade se restringe a estudos in vivo.

Chotimarkorn e Ushio (2008) demonstraram, através de um
modelo de lesdo hepatica por ingestdo de etanol em camundongos, que 0
y-orizanol apresenta atividade hepatoprotetora, atenuando o aumento da
atividade das enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina
transaminase (ALT) induzidas pelo etanol. Este estudo ainda evidencia a
redugdo proeminente da lipoperoxidacdo hepatica, ocorrida devido a
atividade antioxidante exercida pelo y-orizanol. Foi observado ainda um
aumento significante no teor de glutationa hepéatica (GSH), peptideo que
desempenha importante papel ndo enzimético no sequestro de espécies
reativas de oxigénio (EROS), mantendo adequadamente a viabilidade
dos hepatdcitos, prevenindo lesdo hepatica. O efeito hepatoprotetor do
y-orizanol ainda pode ser explicado pelo aumento da atividade da SOD
hepaética, que aprimora a resposta antioxidante no figado.

Paralelamente, estudos vém sendo realizados empregando o y-
orizanol como agente antioxidante de lipideos presentes em matrizes
alimentares. Antioxidantes fenodlicos, como o y-orizanol, geralmente
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inibem a lipoperoxidacdo mediante doacdo de um atomo de hidrogénio
ao radical peroxila, formando peréxido de hidrogénio, impedindo a
reacdo do radical na producéo do radical lipidico e propagac¢do da cadeia
de radicais livres. Neste sentido, Kim e colaboradores (2001)
demonstraram que a adi¢do de y-orizanol preveniu a oxidacdo do
colesterol, em solugdo aquosa. Juliano e colaboradores (2005) também
demonstraram a atividade antioxidante do vy-orizanol frente a
aquecimento e também a exposicdo de diferentes dleos ao oxigénio, e
verificou-se que o fitoesterol apresentou potencial antioxidante,
semelhante ao BHA e BHT, nos 6leos de améndoa, gergelim, trigo, uva,
amendoim, abacate, e rosa mosqueta (uma mistura de 41 % de &cido
linoleico e 39 % de acido linolénico). Estes autores indicam que a
adicdo destes fitoesterdis pode aumentar o valor nutricional, atuando
como ingredientes funcionais, assim como inibir a lipoperoxidacao,
aumentando a estabilidade de alimentos enriquecidos com y-orizanol
(JULIANO et al., 2005; KIM et al., 2001).

No entanto, para que haja atividade funcional, a estabilidade do -
orizanol, frente as severas condi¢Bes durante os processos de preparo
dos alimentos, deve ser garantida. Khuwijitjaru, Taengtieng e
Changprasit (2004), demonstraram um decréscimo na concentracdo de
y-orizanol com o aumento do tempo de aquecimento, nas temperaturas
de 120, 150 e 200 °C, do dleo do farelo de arroz. Os autores sugerem
que o principal mecanismo de degradacao do y-orizanol seja a oxidacéo
por inducgdo térmica, e demonstram que o aumento da temperatura reduz
0 tempo de meia vida dos fitoesterdis. Por outro lado, Shopova e
Milkova (2000) demonstraram que a esterificacdo do acido ferulico, que
apresenta temperatura de degradag&o entre 125 e 230 °C, com esteroides
promove maior estabilidade térmica ao composto que passa a apresentar
degradacdo térmica entre 245 e 415 °C, indicando que ésteres do acido
fertlico poderiam ser utilizados como antioxidantes em alimentos onde
se empregam processos de alta temperatura. A divergéncia entre os
dados obtidos pelos autores pode estar relacionada ao método de
deteccdo utilizado, enquanto Khuwijitjaru, Taengtieng e Changprasit
(2004) utilizaram espectroscopia de absorcdo no ultravioleta, Shopova e
Milkova (2000) utilizaram termogravimetria para analise da degradacdo
térmica do y-orizanol. Sendo assim, modifica¢cBes quimicas que ndo
conferem perda de massa podem ocorrer em temperaturas mais brandas,
podendo alterar as propriedades funcionais do fitoesterol.

Winkle-Moser e colaboradores (2015) avaliaram o potencial
antioxidante de diferentes ésteres do &cido fertlico com esteroides frente
ao processo de fritura utilizando 6leo de soja a 180 °C. O 06leo
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empregado na fritura foi enriquecido com 8,85 umol de ésteres/g de
Oleo, para todos os esteres testados, e a atividade antioxidante foi
correlacionada com a estrutura dos ésteres obtidos sinteticamente. Os
resultados indicaram que os ésteres que continham esteroides saturados
(como o ferulato de colestanol) apresentaram perfil antioxidante mais
potente que aqueles insaturados, com dupla ligagcdo no carbono 5 (como
o ferulato de estigmasterol e o ferulato de campesterol), e ambos grupos
apresentaram atividade superior aqueles esteroides que apresentam
grupos 4,4’-dimetil, e grupo ciclopropano entre os carbonos 9 e 19
(como o ferulato de campestanol e o ferulato de sitostanol; e o ferulato
de cicloartenol e o ferulato de 24-metilenocicloartanol,
respectivamente). O grupo 9,19-ciclopropano parece possuir maior
impacto no potencial antioxidante durante a fritura. Sendo assim,
observa-se que os fitoesterois mais abundantes no y-orizanol apresentam
baixa atividade antioxidante em processo de fritura. Fatores
relacionados & estabilidade térmica e oxidativa dos fitoesterdis
desempenham uma papel importante no potencial antioxidante, porém
parecem nado ser os Unicos fatores envolvidos neste processo, podendo
estar mais diretamente relacionado com as propriedades quimicas do
grupo esteroide (WINKLE-MOSER et al., 2015).

Além disso, a hidrofobicidade conferida pelo grupamento
esteroide, e 0 aumento da massa molar (em relagdo ao &cido ferdlico)
permitem que os ésteres ferulicos dos esterdis sejam sollveis em 6leo,
tornando-os excelentes candidatos como antioxidantes em alimentos
ricos em material graxo. No entanto, a baixa solubilidade em agua do -
orizanol tende a dificultar seu uso em sistemas alimentares, e
consequentemente reduzir sua absorcdo intestinal e biodisponibilidade
(HAKALA et al., 2002; WINKLER-MOSER et al., 2015). Kim e
colaboradores (2010) avaliaram a biodisponibilidade de uma Gnica dose
de 20 mg/Kg de y-orizanol, via oral, em ratos, e observaram que a
concentragdo plasmaética € elevada rapidamente e alcanga concentracdo
maxima 4 horas apds ingestdo dos fitoesterois, seguido de rapida
eliminacdo. Isto indica que o y-orizanol é rapidamente absorvido no
intestino dos animais, provavelmente por um mecanismo de difusdo
passiva devido ao alto coeficiente de particdo Oleo/dgua. Fujima e
colaboradores (1983) avaliaram farmacocineticamente o y-Orizanol
radiomarcado (**C-y-orizanol) administrado em forma de emulséo por
via oral, e observaram que apds 50 minutos da administracdo, somente
0,2 % da dose administrada foi absorvida para a corrente sanguinea,
sugerindo que o y-orizanol seja pouco absorvido no intestino,
provavelmente devido ao carater hidrofébico dos fitoesterois. As
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concentragdes de vy-orizanol e 4&cido ferdlico absorvidos foram
aumentadas com o tempo, e cerca de 10 a 20 % do y-orizanol
administrado foi metabolizado no tecido intestinal, produzindo &cido
ferdlico. Sendo que a porgao remanescente foi absorvida, em parte, pela
veia porta. Neste estudo cerca de 9,2 % do y-orizanol foi eliminado na
urina dos ratos, enquanto que 78,4 % foi eliminado nas fezes durante as
primeira 24 horas. O baixo tempo de meia vida destes fitoesterois parece
estar relacionado ao rapido metabolismo, e estas caracteristicas
farmacocinéticas tendem a reduzir a eficacia terapéutica, sendo
desejavel assumir estratégias que aumentem a absorcdo, o tempo de
circulagdo na corrente sanguinea e, consequentemente elevar o potencial
terapéutico e atividade funcional do y-orizanol.

Consequentemente, estratégias que visam aumentar a capacidade
de incorporagdo de y-orizanol em sistemas aquosos, aumentar sua
estabilidade frente as condigdes quimicas e fisicas, além de modular a
biodisponibilidade dos fitoesterdis, sdo de extrema importancia para a
indUstria de alimentos. Um dos métodos mais empregados na literatura,
e que possui aplicabilidade para a industria, é a vetorizacdo de
compostos bioativos em micro- ou nanoparticulas (KIM et al., 2001;
LEE; KIM; LEE, 2009).

2.2 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda a aplicagdo, producéo e
processamento de materiais que possuam tamanho inferior a 1000 nm. O
desenvolvimento destes novos materiais, mais especificamente voltados
a é&rea dos alimentos, pode envolver operagBes unitarias como
aquecimento, agitacdo, secagem e congelamento, bem como,
possivelmente, alteracbes de formulacdo, como pH, forc¢a idnica, adi¢do
de surfactantes, e adicdo de acucares, para o delineamento,
transformacdo e criagdo de diferentes texturas e propriedades em
alimentos de variadas composicGes (SANGUANSRI; AUGUSTIN,
2006). Esta tecnologia vem demonstrando potencial aplicacdo em
alimentos funcionais e nutracéuticos para a liberacdo de compostos
bioativos afim de aprimorar os beneficios & salde promovidos pelo
alimento (CHAU; WU; YEN, 2007), sobretudo devido a capacidade de:
(1) proteger ingredientes ativos da degradacdo quimica ou fisica,
reduzindo sua exposicdo as condicbes em que este apresenta
sensibilidade; (2) aprimorar a dispersdo em agua de ingredientes ativos
hidrofdbicos; (3) proporcionar liberagdo controlada de ingredientes
bioativos, ou nutracéuticos, em funcdo de um tempo especifico ou de
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condi¢cdes ambientais especificas; (4) melhorar a biodisponibilidade oral
de nutracéuticos, aumentando a fracdo absorvida no intestino, bem como
retardando o processo de metabolismo hepatico e conjugacao a proteinas
plasmaticas; (5) mascarar caracteristicas sensoriais indesejaveis; e (6)
separar dois ou mais compostos que possam apresentar interacao,
caracterizando uma melhora da estabilidade fisica e/ou quimica do
alimento (DAVIDOV-PARDO; JOYE; MCCLEMENTS, 2015).

Logo, a nanotecnologia vem sendo aplicada em diversas areas da
ciéncia dos alimentos, entre as quais destacam-se: processos de
purificacdo de agua, ruptura de parede celular, liberacdo prolongada de
nutracéuticos, microencapsulacdo de compostos ativos, eliminacdo de
odores indesejaveis, processos desinfetantes, uso de compostos com
atividade antimicrobiana e antifingica, e aumento do tempo de
prateleira dos produtos. Estas aplicacBes podem ser divididas em sub-
areas como; processos em alimentos, liberacdo de nutracéuticos,
embalagens, e seguranca em alimentos (CHAU; WU; YEN, 2007).

2.2.1 Carreadores nanoestruturados

Com a finalidade de assegurar a eficacia da atividade desejada,
diferentes nanoestruturas vém sendo empregadas na ciéncia dos
alimentos, como: (1) lipossomas, que compreendem vesiculas coloidais
compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, com
compartimentos intermitentes de &gua ou solugdo tampdo, sendo
capazes de veicular substancias bioativas hidrofébicas associadas a
bicamada lipidica, e substancias bioativas hidrofilicas no interior da
vesicula recoberto pela fase aquosa. Os principais materiais utilizados
no preparo dos lipossomas sdo sais biliares, colesterol, e outros
fosfolipideos; (2) micro- ou nanoemulsGes, ao contrario das
nanoemulsbes, que sdo dispersfes termodinamicamente instaveis
compostas de uma mistura de dois liquidos imisciveis utilizando
moléculas de surfactante para estabilizar o sistema nanométrico, as
microemulsfes sdo sistemas termodinamicamente estaveis que possuem
configuragdo semelhante, e normalmente uma maior concentracdo de
surfactante, o que confere um didmetro de goticula mais reduzido que
aquele encontrado nas nanoemulsdes formando um sistema translicido,
ao passo que as nanoemulsGes apresentam maior opalescéncia.
Normalmente sdo preparadas a partir de Oleos estabilizados por
polimeros anfifilicos e/ou fosfolipidios; (3) as micelas sdo definidas
como associagBes coloidais de moléculas anfifilicas, que ocorre a partir
de uma concentragdo definida, chamada de concentracdo micelar critica
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(CMC). Em meios polares, como a agua, a porcao hidrofobica tende a se
localizar no interior da estrutura, enquanto a porc¢do hidrofilica se dispde
na interface da molécula com o solvente, estas podem apresentar
diferentes formas, e serem preparadas com base em fosfolipideos, sais
biliares, colesterol, caseina, entre outros; e principalmente (4)
nanoparticulas, que compreendem sistemas carreadores, que possuem
didametro na escala nanométrica, preparados com diferentes materiais,
como lipideos, polimeros (sintéticos ou naturais) e minerais. Estas
particulas, normalmente, possuem sua matriz circundada por
surfactantes que estabilizam a particula em suspensdo (AUGUSTIN;
OLIVER, 2012; AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2009; CHAU; WU;
YEN, 2007; MCCLEMENTS, 2012; PATEL; VELIKOV, 2011).

2.2.2 Mecanismo de liberacdo de substéncias bioativas a partir de
sistemas nanoparticulados

O desenvolvimeto de sistemas de liberagdo tém sido objeto de
investigacdo nas indUstrias farmacéutica, cosmética e alimenticia,
visando condicionar a velocidade e o local de liberacdo de moléculas
bioativas. Estes sistemas podem apresentar estruturas, e composicdes
variadas, conferindo propriedades distintas no que se refere ao perfil de
liberacdo das substancias encapsuladas (LOPES; LOBO; COSTA,
2005).

Os compostos bioativos podem ser liberados a partir da matriz
por quatro principais mecanismos fisico-quimicos, como: (1) a difusdo,
ou mecanismo Fickiano, onde a molécula pode permear através da
matriz, até o fluido de liberagdo, unicamente devido a difusdo, sendo
dependente exclusivamente de suas caracteristicas fisicas, como
tamanho, forma, estrutura, coeficiente de difusdo através dos
componentes da matriz, e do gradiente de concentracdo entre o interior
da particula e 0 meio circundante; (2) mecanismo de fragmentacéo,
caracterizado pela liberacdo do composto bioativo quando a matriz é
fisicamente rompida, seja por fratura mecanica ou forca de
cisalhamento. A razdo de liberacdo, neste caso, é dependente das
propriedades de fratura da particula, assim como o tamanho e forma dos
fragmentos formados. Uma vez que o carreador é fragmentado, o
composto bioativo difunde através da matriz, sendo este processo
acelerado em fragmentos menores, devido a maior area de superficie;
(3) mecanismo de erosdo, quando a liberagdo do composto bioativo
ocorre em fungédo da erosdo da camada externa da matriz. A erosdo pode
ocorrer por degradacgdo fisica, quimica, ou enzimatica da matriz, e a
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liberacdo sera dependente da velocidade de erosdo, assim como a
magnitude e a duracdo do fator responsavel pela erosdo (forca de
cisalhamento, forca do acido ou base, tipo da enzima, e concentragéo do
agente promotor da erosdo); e (4) mecanismo mediado pelo
intumescimento, que corresponde a liberacdo do composto bioativo
devido a absorcdo de solvente e intumescimento da matriz carreadora,
permitindo a liberacdo do composto bioativo por difusdo devido a
alteracdo da permeabilidade da matriz e a formacdo de uma matriz mais
fracamente compactada (Figura 4) (MCCLEMENTS, 2012).

Figura 4 — Representacdo esquematica dos mecanismos de liberacdo de
compostos bioativos a partir de biomateriais
Intumescimento
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Fonte: Adaptado de McClements (2012).
2.2.3 Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo sistemas coloidais com tamanho entre 10 e
1000 nm, onde o composto bioativo pode estar dissolvido, adsorvido,
encapsulado ou disperso, e podem ser classificadas, de acordo com sua
estrutura, em: nanoesferas e nanocépsulas. As nanocépsulas sdo
sistemas vesiculares, onde o composto bioativo se encontra no interior
de uma cavidade aguosa ou oleosa, circundada por uma membrana
matricial onde o fArmaco pode estar disperso e/ou adsorvido, enquanto
as nanoesferas sdo sistemas matriciais, macicos, onde o farmaco se
encontra  fisicamente  disperso e/ou adsorvido (Figura 5)
(BAZYLINSKA et al., 2014).
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As nanoparticulas devem ser preparadas com materiais
biodegradaveis e biocompativeis e, quando utilizadas pela indudstria
alimenticia, devem ainda ser preparadas com materiais de grau
alimenticio, destacando-se o0s lipideos, surfactantes, minerais, e
polimeros sintéticos ou nauturais, como proteinas e carboidratos (JOYE;
MCCLEMENTS, 2014; MCCLEMENTS, 2012). Estes materiais podem
ser utilizados para encapsular, proteger, e liberar compostos bioativos
como nutracéuticos, corantes, flavorizantes, conservantes, vitaminas,
probidticos, minerais, entre outros (MCCLEMENTS, 2015).

Figura 5 — Representacdo esquematica das nanoesferas e das
nanocapsulas.
Nanoesfera Nanocdapsula
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma vez que as nanoparticulas apresentam a capacidade de
otimizar propriedades fisico-quimicas de nutracéuticos, estudos vém
sendo realizados sobre o efeito da encapsulagdo do y-orizanol para
contornar problemas referentes & instabilidade térmica, solubilidade, e
consequentemente biodisponibilidade dos fitoesterdis. Suh, Yoo e Lee
(2007) prepararam microparticulas de agar e amido ceroso do milho
contendo y-orizanol e avaliaram o efeito da microencapsulacdo sobre
estabilidade térmica dos fitoesterois frente ao aquecimento a 180 °C em
banha suina. Os autores observaram que ap6s 7 dias, o teor de y-orizanol
encontrado na banha suina foi muito maior quando o material
microencapsulado foi empregado, possivelmente devido a um efeito
barreira produzido pela matriz polimérica, protegendo o y-orizanol da
oxidacdo induzida pelo tratamento térmico.

Kim e colaboradores (2010) avaliaram, ainda, o efeito de
microparticulas de pectina recobertas com quitosana sobre a
biodisponibilidade do vy-orizanol, e observaram que os fitoesterois
apresentam uma maior concentracdo plasmatica maxima quando
comparado com o y-orizanol livre, indicando que as microparticulas
tendem a aumentar sua absorcao intestinal, e que o tempo para atingir a
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concentracdo maxima foi elevado de 4 h (y-orizanol livre) para 6 h (y-
orizanol microencapsulado). Este evento ocorre, provavelmente, devido
ao efeito da matriz carreadora em liberar de forma controlada o vy-
orizanol. Ainda foi relatado que a concentragéo do y-orizanol plasmatico
é reduzida gradativamente apds 12 e 24 h da administracdo, ao contrario
do y-orizanol livre que é rapidamente metabolizado/eliminado da
corrente sanguinea durante as primeiras 12 h do experimento. Neste
sentido, a biodisponibilidade relativa do y-orizanol foi de 17,46 pg.mL"
'h'  enquanto o y-orizanol  microencapsulado  apresentou
biodisponibilidade relativa de 47,26 pg.mL™*.h™, 171 % maior.

Sendo assim, a escolha de biomateriais adequados para o
carreamento do y-orizanol, que sejam compativeis com 0 uso em
alimentos, e que proporcionem caracteristicas desejaveis de protecdo e
liberacdo controlada dos fitoesterdis, é de extrema importancia.

2.2.3.1 Nanoparticulas proteicas.

Entre os biomateriais de grau alimentar utilizados para o preparo
de nanoparticulas, destacam-se as proteinas. As proteinas originarias de
fontes animais ou vegetais exibem ampla diversidade molecular e de
caracteristicas fisico-quimicas como massa molar, conformacéo,
flexibilidade, polaridade, carga superficial, ponto isoelétrico,
solubilidade, e potenciais interacdes quimicas com outras matrizes. Para
a escolha do material utilizado como matriz devem-se considerar as
propriedades fisico-quimicas da proteina, capacidade de carreamento do
nutracéutico selecionado, seguranga, biocompatibilidade, bem como os
fatores econémicos envolvidos no preparo das nanoparticulas
(DAVIDOV-PARDO; JOYE; MCCLEMENTS, 2015).

Existem varios estudos sobre a aplicacdo das nanoparticulas
proteicas para liberacdo de nutracéuticos, e melhoria de suas
propriedades fisico-quimicas. Dentre estes, destaca-se o estudo da zeina
por Diarrassouba e colaboradores (2015), onde foram desenvolvidas
nanoparticulas de B-lactoglobulina contendo vitamina D;. Os autores
demonstraram um aumento: da capacidade de dispersdo da vitamina Ds
em meio aquoso; da estabilidade frente a fotdlise; e da
biodisponibilidade oral do bioativo. Wei e colaboradores (2014), por sua
vez, desenvolveram nanoparticulas de albumina, contendo escutelarina,
demonstrando o aumento da biodisponibilidade, e do tempo de meia
vida do flavonoide na corrente sanguinea.

Karthikeyan e  colaboradores  (2013)  desenvolveram
nanoparticulas de gelatina para a administracdo de resveratrol, e
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observaram que este flavonoide apresentou maior capacidade de
dispersdo em agua quando nanoencapsulado, além do aumento de sua
biodisponibilidade oral, apresentando atividade farmacolégica no
tratamento de modelo de céncer de pulmdo em camundongos. Os
estudos envolvendo a encapsulagdo de nutracéuticos por nanoparticulas
proteicas sdo variados, visando tanto sua aplicagdo na inddstria
farmacéutica, quanto nas indUstrias cosmeética e alimenticia.

Considerando o0 exposto, observa-se que as desvantagens
descritas para o y-orizanol, decorrente de sua instabilidade fisica, e
deficiente solubilidade em agua, podem ser contornadas com o emprego
do processo encapsulamento destes fitoesterois, podendo assim, elevar o
potencial terapéutico do y-orizanol.

2.3. ZEINA

Dentre as proteinas possivelmente empregadas para o
carreamento de nutracéuticos, destaca-se a zeina, uma proteina da classe
das prolaminas, rica em prolina, que é encontrada no endosperma de
grdos de milho em regiGes denominadas “corpos de zeina”, e
corresponde a aproximadamente 50% do total de proteinas do gréo,
sendo responsavel pela dureza do mesmo. A zeina é reconhecida pelo
FDA (Food and Drug Administration) como uma proteina de grau
alimenticio, e segura para o consumo em humanos (GRAS, Generally
Recognized as Safe), que apresenta resisténcia a digestdo enzimatica,
retardando a digestibilidade da zeiha no trato gastrointestinal. A zeina
consiste de uma mistura complexa de peptideos, que podem ser
divididos em quatro grupos ou fragdes: a-, B-, y- € 6-zeina, classificados
devido & diferenca de solubilidade em solugBes hidroalcodlicas
(GAUCHE et al., 2013; MATSUSHIMA et al. 1997; PATEL;
VELIKOV, 2014; SHUKLA; CHERYAN, 2001; THOMPSON;
LARKINS, 1989). A alta propor¢do de aminoacidos apolares e sua
deficiéncia em aminoacidos acidos e basicos sdo responsaveis pela
solubilidade da zeina, alcangada em agua somente na presenca de alcool,
em altas concentragfes de ureia, em pH alto ( > 11,0) ou em detergentes
anionicos. Solugdes aquosas alcodlicas sdo utilizadas para a extracdo da
a-zeina, enquanto a extracdo das outras fracOes requer a adicdo de um
agente redutor (THOMPSON; LARKINS, 1989).

As fragdes de zeinas diferem entre si ainda quanto a massa molar,
carga, sequéncia de aminoacidos, composicdo e concentracdo. Essa
diferenca entre as fracdes é atribuida aos diferentes genétipos de milho,
bem como localizacdo ao longo do endosperma, e a maturidade do gréo
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(SHUKLA; CHERYAN, 2001; ZHU; KALE; CHERYAN, 2007).
Quanto a composicdo de aminoacidos, as zeinas, apresentam uma
grande quantidade de residuos hidrofdbicos tais como glutamina,
prolina, leucina e alanina (ARGOS et. al, 1982; MATSUSHIMA et al.
1997; POMES, 1971). Este grupo de proteinas apresenta deficiéncia em
aminoacidos essenciais, tais como lisina e triptofano, sendo
consideradas proteinas de baixa qualidade nutricional. Essa
caracteristica associada a insolubilidade em agua limita a sua utilizacdo
em produtos alimenticios; tendo, portando, aplicacdo voltada,
principalmente, para indlstria como polimero industrial (SHUKLA,;
CHERYAN, 2001).

A a-zeina corresponde & fragdo da proteina mais abundante,
correspondendo a aproximadamente 70 % de zeina total do grdo de
milho, sendo constituida de um fragmento de 19 kDa e outro fragmento
de 22 kDa (THOMPSON; LARKINS, 1989). Em estudo realizado por
Wilson e colaboradores (1991), as fragfes de zeina foram quantificadas
e os valores encontrados para o-zeina corroboraram com pesquisas
anteriores (75 a 80 %), sendo seguida pela y-zeina (10 a 20 %), B-zeina
(1 a5 %) e dzeina (1 a 5 %). A zeina comercial é constituida
principalmente de o-zeina com pequenas quantidades das demais
fracBes, e vem sendo empregada na fabricacdo de plasticos, fibras,
alimentos, produtos farmacéuticos, e nutracéuticos (SHUKLA;
CHERYAN, 2001). Argos e colaboradores (1982) demonstraram que a
a-zeina apresenta sequéncia de aminoacidos que conferem propriedade
hidrofébica ao material, e apresenta uma conformacdo cilindrica, em
solucdo, composta de estruturas altamente helicoidais, que se agregam
espontaneamente formando fibras. Os autores indicam que a estrutura
cilindrica da zeina é revestida por residuos polares de glutamina, que
permitem a formacdo de ligaces de hidrogénio, e interacBes
hidrofdbicas de van der Waals para manter a integridade estrutural e
empacotamento intermolecular. Matsushima e colaboradores (1997)
demonstram que a fragdo de a-zeina de 19 kDa apresentam 9 unidades
de repeticdo (compostas, cada uma, por 20 residuos de aminoacidos)
adjacentes, enquanto a fracdo que possui 22 kDa é formada de 10
unidades de repeticdo. Essas unidades formam 9 ou 10 hélices
arranjadas em forma de anéis anti-paralelos, unidos por porcoes ricas em
glutamina (Figura 6). Através de dicroismo circular, foi possivel
verificar que a a-hélice corresponde de 50 a 60 % da conformagéo total
da proteina, enquanto pouca ou nenhuma conformacéo do tipo pB-folha
foi observada. No entanto, Matsushima e colaboradores (1997) indicam
que o empacotamento da a-zeina ocorre na forma de cilindros planos,
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com comprimento de aproximadamente 13 nm, refutando o modelo de
conformagdo globular proposto anteriormente por Argos e
colaboradores (1982). Com este novo modelo, cada uma das unidades
de repeti¢do formam uma tnica a-hélice e que estdo ligadas entre si por
ligacGes ricas em glutamina, assumindo a conformacdo de hélices anti-
paralelas de unidades de repeticdo linearmente orientadas na diregdo
perpendicular ao eixo helicoidal.

Figura 6 — RepresentacBes esquematicas da estrutura tridimensional da
a-zeina propostas por (A) Argos e colaboradores (1982); e (B)
Matsushima e colaboradores (1997).
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Fonte: Adaptado de Argos e colaboradores (1982) e Matsushima e
colaboradores (1997).

2.3.1 Nanoparticulas de zeina

Diferentes sistemas nanoparticulados a base de zeina, sdo
descritos na literatura tanto para o carreamento de farmacos, quanto
nutracéuticos, 6leos volateis, entre outros. Nanoparticulas de zeina
foram propostas para a encapsulagdo de timol e carvacrol (da ROSA et
al., 2015; WU; LUO; WANG, 2012), 6leo de hortela-pimenta (CHEN;
ZHONG, 2015), 6leo de tomilho vermelho, 6leo de orégano, 6leo de
cassia (PARRIS; COOKE; HICKS, 2005), a-tocoferol (LUO et al.,
2011), vitamina D3 (LUO; TENG; WANG, 2011), tangeretina (CHEN
et al., 2014), luteina (HU et al., 2012), quercetina (PATEL et al., 2012),
resveratrol (JOYE et al., 2015), entre outros. As nanoparticulas de zeina
sdo, normalmente, preparadas com a finalidade de aumentar a
dispersibilidade de substancia bioativas em meio aquoso, assim como
promover a estabilidade quimica destas, protegendo-as da degradacdo
fisica ou quimica, e aprimorar a atividade antimicrobiana, antioxidante
ou anti-inflamatéria das moléculas encapsuladas.
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2.3.2 Métodos de preparo de nanoparticulas de zeina

Alguns métodos vém sendo propostos para 0 preparo de
nanoparticulas de zeina, e se baseiam na reducdo da solubilidade da
proteina em meio aquoso. O método mais empregado na literatura para
preparo das nanoparticulas de zeina é a técnica da nanoprecipitacao,
também conhecida como deslocamento do solvente, ou método do anti-
solvente, que consiste na interacdo interfacial da zeina apos
deslocamento de um solvente semi-polar, miscivel em agua. A rapida
difusdo do solvente orgéanico resulta na redugdo da tensdo interfacial
entre as duas fases, aumentando a area superficial, induzindo & formac&o
de pequenas goticulas de solvente organico contendo zeina. Este método
emprega a adicdo de uma solucdo de zeina em um anti-solvente, um
solvente onde a zeina seja insolivel. A precipitagdo da proteina de
forma controlada, devido a reducdo da solubilidade no meio, permite a
formacdo das nanoparticulas. VVarios parametros podem ser modulados a
fim de otimizar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas,
destacando-se a dependéncia sobre a velocidade de adicdo da fase
organica; taxa de agitacdo da fase aquosa; razdo volumétria entre a fase
organica e a fase aquosa; viscosidade da fase orgénica; pH de ambas
fases; temperatura; emprego de tensoativos; entre outros. O tamanho das
particulas preparadas a partir desta técnica ainda pode ser modulado
através do emprego de processos altamente energéticos como
homogeneizacdo de alto cisalhamento ou de alta velocidade,
ultrassonificagdo, ou agitacdo magnética. (REIS et al., 2006; RAO;
GECKELER, 2011; ZHONG; JIN, 2009). O mecanismo de formacéo
das nanoparticulas tem sido explicado pela turbuléncia interfacial entre
as duas fases dos liquidos, que é governada pelo efeito Marangoni, que
consiste nos movimentos fisicos das goticulas da solucdo de zeina no
fluido, devido ao gradiente de concentracdo do soluto. A formacdo das
particulas também parece ser influenciada por nucleacdo e difuséo
controlada, também conhecida como maturacdo de Ostwald (PATEL;
VELIKOQOV, 2014; SITNIKOVA,; SPRIK; WEGDAM, 2005).

Outra técnica bastante utilizada é a precipitagdo no anti-solvente
supercritico, que se baseia no uso de um solvente e de um anti-solvente
completamente misciveis no estado liquido. Em condicdes especificas
de temperatura e pressdo, a zeina solubilizada é nebulizada em uma
camara que contém o fluido supercritico, geralmente didéxido de carbono
supercritico (scCO,). A rapida difusdo dos solventes resulta na saturacéo
do soluto, e consequentemente na precipitacdo das particulas (REIS et
al., 2006; RAO; GECKELER, 2011).
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2.3.3 Estabilidade fisica de nanoparticulas de zeina

As nanoparticulas de zeina possuem pouca estabilidade fisica
frente a agregacdo quando expostas em determinadas condicfes de pH,
forca osmdtica, e temperatura, principalmente devido a elevada
hidrofobicidade, e a baixa distribuicdo de carga, especialmente proximo
ao ponto isoelétrico (pI = 6,2) (HU; MCCLEMENTS, 2014). As
nanoparticulas de zeina apresentam baixa estabilidade frente ao pH,
apresentando agregacdo das particulas em pH entre 5 e 6,5, bem como
em concentracdes de NaCl maior que 50 mmol.L™ (HU:;
MCCLEMENTS, 2014; HU; MCCLEMENTS, 2015). Assim,
estratégias para reduzir as fortes interacdes hidrofdbicas, e a aumentar a
repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas de zeina podem ser
empregadas para contornar os problemas de estabilidade da formulagéo.

O uso de tensoativos para aprimorar a estabilidade de
nanoparticulas ¢ uma das possiveis estratégias para 0 aumento da
repulsdo estérica, bem como reducdo da hidrofobicidade na regido
superficial das particulas, resultando na reducdo das interaches
hidrofdbicas. Hu e McClements (2014) empregaram o tensoativo Tween
80 em diferentes concentracBes para estabilizar as nanoparticulas de
zeina. No entanto, somente foi possivel reduzir o tamanho das
nanoparticulas, enquanto a estabilidade ndo foi significativamente
alterada.

Poloxamers, como o Pluronic F68® e o Kolliphor P188® também
sdo utilizados no desenvolvimento de nanoparticulas proteicas. Séao
polimeros tribloco (tipo ABA), surfactantes hidrofilico ndo-idnico,
compostos de um bloco hidrofdbico de 6xido de polipropileno (bloco B)
ligado em suas duas extremidades a blocos hidrofilicos de déxido de
polietileno (bloco A) (Figura 7) (CHUACHAROEN; SABLIOV, 2016).
Da Rosa e colaboradores (2015) empregaram o polimero tribloco
anfifilico como tensoativo para o preparo de nanoparticulas com
tamanho reduzido, e que apresentaram estabilidade fisica quanto ao
tamanho das particulas, durante o periodo avaliado de 90 dias. Porém,
existe uma caréncia de dados que demonstrem os efeitos de diferentes
tensoativos na estabilidade fisica das nanoparticulas de zeina a longo
prazo, tornando necessario estudos adicionais a cerca deste fenémeno.
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Figura 7 — Representacao da estrutura quimica do Poloxamer.
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FONTE: Adaptado de Patel, Patel e Patel (2009).

Outra estratégia utilizada para aumento da estabilidade fisica das
nanoparticulas refere-se a deposicdo eletrostatica de diferentes
polissacarideos e proteinas a superficie das particulas de zeina, como a
quitosana (LUO et al., 2011), a carboximetil quitosana (LUO et al.,
2012), caseinato de sodio (ZHANG et al., 2014), o alginato de sodio
(HU; MCCLEMENTS, 2015), pectina (HU et al., 2015), entre outros.
Estas moléculas tendem a reduzir a hidrofobicidade do sistema,
aumentar a carga elétrica, e promover repulsdo estérica entre as
nanoparticulas (HU; MCCLEMENTS, 2014). As nanoparticulas
estabilizadas com polissacarideos e proteinas tendem a possuir maior
estabilidade frente ao pH e & forca idnica, sendo ainda uma estratégia
mais viavel do que o uso de tensoativos, principalmente por se tratar de
materiais seguros para 0 emprego em matrizes alimentares, além do uso
em concetragdes mais reduzidas.

O alginato de sodio é um polissacarideo linear, isolado a partir de
algas marrons (Phaeophyceae), constituido de ligagdes (1—4) de
residuos de B-p-acido manurénico (M) e a-_-acido gulurénico (G),
podendo ser formado por sequéncias obtidas a partir de blocos M, G e
MG (Figura 8). Devido as constantes de dissociagdo dos monémeros M
e G serem 3,38 e 3,65, respectivamente, o alginato de sédio possui a
propriedade de apresentar-se negativamente carregado e formar
complexos eletrostaticos com a zeina em pHs préximos ao ponto
isoelétrico (FIORAMONTI et al., 2014; HARNISILAWAT,
PONGSAWATMANIT; MCCLEMENTS, 2006; HU; MCCLEMENTS,
2015).
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Figura 8 — Representacdo da estrutura quimica do polissacarideo
algmato de sédio.
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FONTE: Fertah e colaboradores (2017)
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A goma arabica é outro polissacarideos amplamente utilizado,
consiste de um heteropolissacarideo de estrutura complexa e ramificada,
com cadeia principal composta por unidades de B-galactopiranosil com
residuos laterais de -arabinose, _-ramnose, p-galactose e p-acido
glutdmico, ligados através de ligagdes P(1—6). Este complexo
polimérico pode ser composto por fragBes variaveis de arabinogalactana,
glicoproteinas e arabinoglactana-proteina (Figura 9) (GASHUA;
WILLIAMS; BALDWIN, 2016; TSAIl; KITAMURA; KOKAWA,
2017). Chen e Zhong (2015) demonstraram que goma arabica foi capaz
de induzir ao aumento das cargas negativas na superficie de
nanoparticulas, promovendo sua estabilizag&o.

A quitosana € um polissacarideo linear obtido através da
desacetilacdo da quitina, que pode ser extraida a partir da carapaca de
crustaceos. Este polimero catibnico é composto por residuos de N-
acetil-p-glucosamina e unidades de B-(1,4)-p-glucosamina dispostas
aleatoriamente. Apresenta um pK, de aproximadamente 6,5 e
dependendo do grau de depolimerizacdo pode ser disponibilizada como
quitosana de baixa, média ou alta massa molar, apresentando diferencas
guanto a densidade de cargas positivas e viscosidade (LIANG et al.,
2017; LUO et al., 2011). As interacdes entre a zeina e a quitosana
podem ocorrer por interacdo eletrostatica, ligacdo de hidrogénio ou
interacdo hidrofébica (BEKALE; AGUDELO; TAIMIR-RIAHI, 2015;
FARRIS et al., 2017; LUO et al., 2011).
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Figura 9 — Representacao de (A) estrutura quimica dos
monossacarideos que comp8em a goma arabica e (B) da composicao

estrutural do polissacarideo.
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FONTE: Adaptado de Cornelsen e colaboradores (2015) e Nie e

colaboradores (2013).
Figura 10 — Representacdo da estrutura quimica do polissacarideo
quitosana.
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Uma vez estabilizadas, por deposicao eletrostatica ou interagdes
hidrofobicas a partir das estratégias mencionadas anteriormente, as
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nanoparticulas de zeina destacam-se como uma estratégia promissora
para carreamento de substdncias hidrofobicas, como o y-orizanol,
podendo promover sua dispersibilidade em meio aquoso, estabilidade
guimica e fisica frente a processos tecnolégicos, e aumento da absorcéo
intestinal, biodisponibilidade, e potencialmente, de sua atividade
funcional.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 MATERIAL
3.1.1 Matérias-primas

Alginato de sddio (Sigma, EUA)

Goma arébica (Sigma, EUA)

Kolliphor® P 188 (Sigma, EUA)

y-orizanol (Pharmanostra, Brasil)

Quitosana de massa molar alta (grau de deacetilagdo > 75%) (Sigma,
Japéo)

Quitosana de massa molar baixa (Sigma, Japao)

Quitosana de massa molar média (Sigma, Japao)

Zeina (Sigma, EUA).

3.1.2 Solvente e reagentes

Acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker, EUA)
Acido cloridrico 37 % (Merck, EUA)
Acido fosfotlingstico (Sigma, EUA)

Etanol (Merck, Brasil)

Fosfato de sddio dibasico (Sigma, EUA)
Fosfato de s6dio monobasico (Sigma, EUA)
Hidroxido de sodio (Vetec, Brasil)
Laurilsulfato de sédio (Sigma, EUA)
Metanol grau HPLC (J.T.Baker, EUA)

3.1.3 Insumos

Dispositivos de ultrafiltracdo Ultracel YM-100 (limite de massa
molecular nominal de 100.00 Da) (Amicon® Millipore Corp. EUA).
Cubetas eletroforéticas (Malvern Instruments, Reino Unido)

Cubetas de plastico (Malvern Instruments, Reino Unido)

Grid de cobre, de 200 mesh, recoberto com uma fina camada de carbono
(Koch Electron Microscopy LTDA, Brasil)

Membranas de dialise (SpectraPor® CE MWCO 10000, EUA)

3.1.4 Equipamentos

Agitador magnético (Dist, Brasil).

Balanca analitica FA2204C (Bioscale, EUA)
Bomba a vacuo V-100 (Buichi, Suica)

Centrifuga analitica LUMiSizer (LUM, Alemanha).
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Cromatografo liquido de alta eficiéncia LC-10A (Shimadzu, Japo).
Dissolutor Modelo 299 (Nova Etica, Brasil)

Espectrometro de infravermelho Spectrum 400 FT IR (PerkinElmer,
EUA)

Liofilizador LJJ02 (JJCientifica, Brasil)

Microcalorimetro diferencial MC-DSC (TA Instruments, EUA)
Microscopio eletrdnico de transmissdo JEM-1011 (JEOL Inc., Japao)
pHmetro W3B pHmeter (Bel Engineering, Italia)

Recirculador de agua Chiller F-100 (Bichi, Suica)

Rotaevaporador R-114 (Biichi, Suica)

Ultracentrifuga Ministar (Ministar, EUA)

ZetaSizer Nano S (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido).

3.2 METODOS
3.2.1 Desenvolvimento das nanoparticulas de zeina

Para o desenvolvimento das nanoparticulas de zeina, foram
preparadas solugdes de zeina 2,0% (m/v) e de y-orizanol 0,1% (m/v) em
solucdo etanol:agua (85:15, v/v, pH 5,8). A uma aliquota de 4 mL de
solucéo hidroalcoolica de zeina, foi adicionado 1 mL da solugéo de y-
orizanol, constituindo a fase orgéanica da formulagdo. As nanoparticulas
de zeina foram preparadas pelo método do anti-solvente (HU;
MCCLEMENTS, 2014; PATEL et al., 2012), onde a fase organica foi
vertida sobre uma fase aquosa em pH 4,0, sob agitacdo magnética.
Posteriormente, o etanol foi removido sob pressdo reduzida utilizando
um rotaevaporador com temperatura constante de 40 °C (Biichi, Suica) e
a formulacdo armazenada a 4 °C (Figura 11).

Para a avaliacdo do efeito da composicéo da fase aquosa sobre as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de zeina, as
formulagdes foram preparadas utilizando agua acidificada, pH 4,0, ou
solucdes aquosas de Kolliphor P188, pH 4,0, nas concentracfes de 0,50;
0,75; 1,00; 1,25 ou 1,50 % (m/v). As formulac6es foram preparadas em
triplicata, e a fase aquosa que conferiu melhores propriedades fisico-
guimicas as nanoparticulas de zeina foi utilizada para os ensaios
subsequentes.
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Figura 11 — Fluxograma do método de preparo das nanoparticulas de
zeina, onde (A) corresponde a Fase Organica, (B) a Fase Aquosa, (C) ao
processo de agitacdo magnética, (D) remocdo do etanol sob pressdo
reduzida, e (E) armazenamento das nanoparticulas de zeina.

3.2.2 Estudo da interacdo de diferentes polissacarideos com as
nanoparticulas de zeina contendo y-orizanol

Para 0 estudo de interacdo das nanoparticulas de zeina,
preparadas na presenca e na auséncia de Kolliphor P188%, com
diferentes polissacarideos foram preparadas misturas de volumes
equivalentes de suspensdo de nanoparticulas de zeina e soluches
polissacaridicas (1:1, v/v). As misturas foram mantidas sob agitacdo
magnética, a temperatura ambiente, por um periodo de 1 hora. As
amostras foram preparadas em triplicata e armazenadas a 4 °C.

Para este estudo foram avaliadas solu%c”Jes aquosas de: alginato de
sodio, pH 4,0, nas concentracdes de 2,0x10° a 1,0x10* % (m/v); goma
arébica, pH 4,0, nas concentracbes de 1,0x1072 a 4,0x10" % (m/v),
quitosana de alta massa molar, em solucdo de acido acético 1,0 % (v/v),
nas concentracdes de 2,0x10°° a 2,0x10" % (m/v); quitosana de massa
molar média, em solugdo de 4&cido acético 1,0 % (v/v), nas
concentragdes de 2,0x10° a 2,0x10" % (m/v), e quitosana de baixa
massa molar, em solucdo de 4&cido acético 1,0 % (v/v), nas
concentragbes de 5,0x10* a 5,0x102 % (m/v). As concentracdes dos
polissacarideos foram determinadas com base em estudos preliminares..

3.2.3 Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de zeina

3.2.3.1 Determinacdo do diametro e distribuicdo granulométrica das
nanoparticulas

O diametro e a distribuicdo granulométrica das nanoparticulas
foram determinados por espalhamento de luz dindmico (DLS) em
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angulo 173 ° utilizando o equipamento ZetaSizer Nano S (Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). As amostras foram diluidas
apropriadamente em agua ultrapura, e analisadas a 25 °C, em triplicata.
O raio hidrodindmico foi calculado pela equacdo de Stokes-Einstein
(Equacéo 1), assumindo a esferecidade das nanoparticulas, e expresso
como a média das replicatas. O indice de polidispersdo das
nanoparticulas (PDI) foi utilizado como parametro para verificagdo de
uma distribui¢do granulométrica homogénea, ou monodispersa (PDI <
0,2), ou distribuicdo polidispersa, ou polimodal (PDI > 0,2) (HU;
MCCLEMENTS, 2015).

kgT Equacéo 1
RH =
6mnD

onde kg € a constante de Boltzmann (J/K), T é a temperatura (K),
D ¢ o coeficiente de difusdo, e n ¢ a viscosidade do meio, neste caso
agua (n= 0,89 cP a 25 °C).

3.2.3.2 Determinacéo do potencial zeta das nanoparticulas

O potencial zeta foi avaliado por anemometria laser Doppler,
onde as amostras foram inseridas em um célula eletroforética e
submetidas a uma voltagem alternante de £ 150 mV. O potencial zeta
foi calculado como a média dos valores de mobilidade eletroforética
utilizando a equacdo de Helmholtz—Smoluchowski (Equacéo 2), e todas
as medidas foram realizadas a 25 °C e em triplicata (HU;
MCCLEMENTS, 2015; SZE et al., 2003).

E d0 2
Vg = 4Teyer % (1 +«r) quagao

onde ve é a mobilidade elétrica das nanoparticulas, gg e gr S80 a
constante dielétrica relativa e a permitividade elétricas no vacuo,
respectivamente, { o potencial zeta, p é a viscosidade da solugdo, r o
raio das nanoparticulas, e x o pardmetro de Debye-Huckel expresso
como k = (2noz’e%/ereoksT)™® onde ny é a concentracdo idnica, z a
valéncia do ion, e é a carga do elétron, kg é a constante de Boltzmann, e
T a temperatura absoluta.



65

3.2.3.3 Avaliacdo morfolGgica das nanoparticulas

A avaliagcdo da morfologia das nanoparticulas foi avaliada por
microscopia eletrobnica de transmissdo (MET) utilizando um
microscopio JEM-1011 (JEOL Inc., Japdo). As amostras foram
depositadas em um grid de cobre, de 200 mesh, recoberto com uma fina
camada de carbono, e o excesso removido com um papel filtro. As
nanoparticulas depositadas foram coradas com uma solucdo 1,0 % de
acido fosfotlngstico (m/v), e 0 excesso de agente corante removido
igualmente com um papel filtro. Uma vez secos, os grids contendo as
nanoparticulas coradas foram avaliadas por MET.

3.2.3.4 Espectroscopia no infravermelho

As nanoparticulas de zeina contendo y-orizanol, estabilizadas e
ndo estabilizadas com polissacarideos, foram analisadas por
espectroscopia no infravermelho para determinacdo de possiveis
interacdes quimica e/ou eletrostatica entre a proteina e 0s
polissacarideos.

Para a analise no infravermelho as amostras foram congeladas a -
20 °C e submetidas ao processo de liofilizagdo por um periodo de 24 h.
As amostras liofilizadas foram analisadas utilizando um espectrometro
de infravermelho Spectrum 400 FT IR (PerkinElmer, EUA). As analises
foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando o acessério de
reflexdo total atenuada (ATR), realizando espectros de transmitancia
entre os n(imeros de onda de 4000 a 600 cm™.

3.2.3.5 Anadlise por microcalorimetria exploratéria diferencial (DSuC)

A anlise térmica por calorimetria exploratdria diferencial foi
realizada para avaliagcdo da temperatura de transicéo vitrea (Tg) e/ou
eventos caracteristicos dos materiais utilizados, bem como verificacdo
da possivel interacdo quimica entre a proteina e os polissacarideos, e
outras transicfes térmicas dos compostos presentes nas formulagdes.

Para a andlise, as amostras foram previamente secas pelo método
de liofilizacdo, como descrito anteriormente. Aproximadamente 100 mg
de amostra foram exatamente pesada em um porta-amostra reutilizavel
de aco inoxidavel, fechado hermeticamente e submetido a aquecimento
no intervalo de -20 a 150 °C com razdo de aquecimento de 1 °C.min*,
sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 10 mL.min?, utilizando
um microcalorimetro diferencial MC-DSC (TA Instruments, EUA). Para
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determinacdo da linha de base foi utilizado como referéncia um porta-
amostra vazio, submetido as condicOes descritas anteriormente. Os
eventos térmicos foram integrados com relagdo a linha de base e através
da éarea resultante da integracdo foram calculadas as entalpias dos
eventos observados (ZHANG et al., 2014).

3.2.4 Determinacao do teor e eficiéncia de encapsulacio do y-
orizanol

3.2.4.1 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para
quantificacéo do y-orizanol

Para determinagdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo do y-
orizanol nas nanoparticulas, foi desenvolvido e validado um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) hifenizado com detector
de arranjo de diodos (DAD) utilizando como referéncia o comprimento
de onda de 330 nm. As amostras foram injetadas a um volume de 10 pL,
eluindo com fase movel isocratica composta de metanol:acetonitrila
(6:4, v/v), com fluxo de 2,0 mL.min" através de uma coluna de fase
reversa C18 (250 x 4,6 mm, 5 pum), com tempo de analise de 60
minutos. As analise foram realizadas utilizando um cromatdgrafo LC-
10A (Shimadzu, Japdo).

O método foi validado (Apéndice) quanto as especificacdes dos
guias de qualidade do International Conference on Harmonisation
(ICH) e do Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2016),
utilizando os parédmetros: especificidade, linearidade, determinacéo dos
limites de deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez
(ICH, 2005).

3.2.4.2 Avaliacdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do y-
orizanol nas nanoparticulas de zeina

Para a determinag@o do teor de y-orizanol nas nanoparticulas, 0s
fitoesterdis foram extraidos em 10,0 mL de metanol, a partir de uma
aliquota de 1,0 mL da suspensédo de nanoparticulas néo estabilizada com
polissacarideos ou 2,0 mL da suspensdo de nanoparticulas estabilizada
com polissacarideos, por 30 minutos, sob agitacdo magnética constante.
Ap0s a extracdo, as suspensdes foram centrifugadas a 20000 rpm por 10
minutos, e o sobrenadante coletado, filtrado através de membrana de
PVDF com diametro de poro de 0,45 pum, e analisado por CLAE
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utilizando método validado conforme item 3.2.4.1. Todas as amostras
foram avaliadas em triplicata, e o resultado expresso como ug de y-
orizanol.mL™ de suspensdo de nanoparticulas (Crotar)-

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo do y-orizanol
(EE %), uma aliquota das nanoparticulas de zeina foi submetida a
ultrafiltragdo/centrifugacéo, utilizando unidade de ultrafiltracdo Ultracel
YM-100 (com limite de massa molecular nominal de 100.00 Da,
Amicon® Millipore Corp. EUA), para separacéo das nanoparticulas do
sobrenadante contendo o y-orizanol ndo encapsulado. O sobrenadante
foi coletado e analisado por CLAE. As amostras foram avaliadas em
triplicata, e o resultado expresso, como a média das trés medidas, em pg
de y-orizanol.mL™ de nanoparticulas (Csobrenadans). A EE % foi
determinada conforme descrito na Equacdo 3 (ZHANG et al., 2014).

EE % = (CTotal - CSobrenadante) % 100 Equagéo 3
CTotal

onde Crot € a concentracdo de y-orizanol extraida das nanoparticulas (ug
de y-orizanol.mL'l) determinada para ensaio de teor, € Csobrenadante @
concentracdo de y-orizanol quantificada no sobrenadante obtido por
ultrafiltragdo/centrifugacdo (ug de y-orizanol.mL™).

3.2.5 Avaliacdo da estabilidade fisica acelerada das nanoparticulas
de zeina

A estabilidade fisica das nanoparticulas de zeina foi avaliada em
condicdo acelerada através do método de analise de sedimentacdo
utilizando uma centrifuga analitica LUMiSizer (LUM, Alemanha). Esta
centrifuga multi-amostras realiza medidas de alteracdo de concentracéo
de particulas (transmitancia), in situ, em funcdo do tempo de
centrifugacéo ao longo de todo o comprimento da célula porta-amostra.
As alteracbes de transmitancia de luz na regido do infravermelho
préximo (NIR, com comprimento de onda, A, de 870 nm) sdo avaliadas
por um arranjo de milhares de detectores (Figura 12) (LERCHE, 2002;
SOBISCH; LERCHE, 2008; LERCHE; SOBISCH, 2014). As amostras
foram acondicionadas em células PC-cells com 2 mm de espessura
(volume de 0,4 mL), e as alteragBes de concentragdo de particulas em
regides especificas da célula foram avaliadas utilizando velocidade de
rotacdo de 4000 rpm, por um periodo de tempo de 7650 s, a temperatura
de 25 °C, com intervalo de tempo entre as medidas de 30 s (LIU et al.,
2016).
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Figura 12 — Representacdo esquematica da configuracdo da centrifuga
analitica LUMiSizer.
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3.2.6 Avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do y-orizanol a partir
das nanoparticulas de zeina

Para realizacdo do ensaio de liberacdo uma aliquota de 3 mL das
suspensdes de nanoparticulas foi transferida para membranas de dialise
(SpectraPor® CE MWCO 10000, EUA), fechadas e inseridas em 300
mL de tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 0,25 % (m/V) de
laurilsulfato de sédio. O ensaio foi conduzido em aparelho de dissolugéo
Dissolutor modelo 299 (Nova Etica, Brasil) sob agitacdo de 50 rpm
utilizando o aparato p4, e temperatura de 37 + 0,5 °C. Aliquotas de 1
mL foram coletadas em intervalos de tempo de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10,
12, 24, 36 e 48 h, e 0 volume reposto com meio de dissolucao fresco. As
aliquotas foram analisadas conforme descrito no item 3.24.1, e 0
resultado expresso como a meédia de 6 analises. A eficiéncia de
dissolucdo (ED%) foi determinada através dos graficos de porcentagem
de y-orizanol liberado (%) em funcdo do tempo conforme descrito na
Equacéo 4.

Equacéo 4

ASC
ED % = x 100
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onde ASC é a area sob a curva do perfil de dissolucdo calculada através
da integracdo da curva do perfil de liberacdo do y-orizanol a partir das
nanoparticulas de zeina e A, é a area do retangulo definido pela
ordenada (100 % de dissolugdo) e pela abscissa (tempo igual a 48 h).

O mecanismo de liberagdo foi determinado por regressao linear
utilizando os modelos seguintes: (1) cinética de ordem zero (Equacéo 5);
(1) cinética de primeiro ordem (Equacéo 6); (I11) Higuchi (Equacéo 7);
(IV) Korsmeyer—Peppas (Equacéo 8); (V) Hixson-Crowell (Equacéo 9);
e (VI) Peppas—Sahlin (Equacdo 10). O modelo que melhor descreve o
mecanismo de liberagdo do y-orizanol foi determinado através da anélise
do coeficiente de correlacio (r’) (LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

M E 5
M_t = Kyt + b quagao 5

onde M; é a massa absoluta de y-orizanol quantificada em um tempo t,
M, é a quantidade total de y-orizanol liberado em um tempo infinito, K,
¢ a constante cinética, e b a massa de y-orizanol no tempo zero
(resultando do efeito burst).

M, = Mye™"t Equacéo 6

onde Mg e M correspondem a massa de y-orizanol no tempo inicial e a
massa de y-orizanol liberada em um tempo “t”, respectivamente. A
constante de liberacdo de Primeira Ordem é representada por Keté o
tempo em horas.

M x
N Equacéo 7
M,
onde Ky é a constante de liberacéo de Higuchi.
M _ ken Equacdo 8
M,

onde K é a constante cinética, e n é o expoente de liberacéo.
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onde Mg e M, correspondem a massa de y-orizanol no tempo inicial e a
massa de y-orizanol liberada em um tempo “t”, respectivamente. A
constante de liberagdo de Hixson-Crowell é representada por Kyc et éo
tempo em horas.

M x
M_t = Ky t™ 4 K tom Equagéo 10

onde K; e K; correspondem as constantes que refletem as contribuicoes
relativas do mecanismo de difusdo Fickiana e do mecanismo de
erosdo/relaxamento (transporte Caso Il), respectivamente, e o0
coeficiente m, que é o expoente da constante de liberagéo.

3.2.7 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AA %) das nanoparticulas de zeina
contendo y-orizanol foi avaliada através da capacidade das amostras de
sequestrar o radical DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Para atividade
antioxidante, as nanoparticulas de zeina foram liofilizadas e a massa
equivalente a 100 pg de y-orizanol foi pesada e submetida a extracéo
exaustiva, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente, em 2,0 mL
de etanol. Foram misturados 1,5 mL do extrato etandlico a 1,5 mL de
uma solugdo 0,1 mM de DPPH®, e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorbancia da solugdo foi
determinada em espectrofotdmetro em UV-visivel L-1800 (Hitachi,
Japdo), utilizando comprimento de onda, A, 517 nm. As solucBes
controle foram preparadas através da incubacdo de 1,5 mL de etanol e
1,5 mL da solucéo do radical DPPH®, e as amostras foram comparadas
com a atividade antioxidante de uma solugao etanolica de 50 ug.mLf1 de
y-orizanol, e as mesmas massas de nanoparticulas preparadas na
auséncia de y-orizanol.

O radical DPPH® possui coloragdo purpura, que apresenta
absorcdo méxima no comprimento de onda de 517 nm. Durante o
ensaio, 0 antioxidante doa um elétron para neutralizar o radical DPPH® e
a coloracdo € gradualmente perdida, com consequente reducdo da
absorbancia. Neste sentido, a atividade antioxidante (AA%) foi
calculada de acordo com a Equacdo 11 (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; LI et al.,, 2013; WU; LUO; WANG,
2012).
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AA % = (AControle - AAmostra) % 100 Equat;éo 11
AControle

onde Aamestra € @ absorbancia das solucdes do radical DPPH*®
contendo as amostras, enquanto Aconrole € @ absorbancia da solucdo de
radical DPPH® na auséncia de amostra.

3.2.8 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média das determinacGes e

os valores analisados e comparados por meio da Analise da Variancia
(ANOVA) (o= 0,05), seguido de pos-teste de Tukey.






4 RESULTADOS
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4.1 CARACTERIZAGCAO FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS DE ZEINA CONTENDO y-ORIZANOL

4.1.1 Avaliacdo do efeito da composi¢cdo da fase aquosa sobre as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de zeina

Com a finalidade de otimizar o processo de preparo das
nanoparticulas de zeina pelo método do anti-solvente realizou-se
avaliacdo da influéncia da composicdo da fase aquosa sobre as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de zeina. Para tanto,
nanoparticulas foram preparadas na auséncia de tensoativo, e na
presenca de Kolliphor P188, um polimero tribloco composto de um
bloco de Oxido de polipropileno ligado a um bloco de éxido de
poliestireno nas duas extremidades, variando a concentracdo do
tensoativo entre 0,50 e 1,50 % (M/v).

Tabela 1 - Efeito da concentragdo de Kolliphor P188 sobre as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de zeina (n=3).

Concentragéo . - - Potencial

de Kolliphor Dlinleelt:ro(mﬁ;jlo PDI Ir)ngdlo * zeta médio +

P188 (%, m/v) - T D.P. (mV)
0,00 131,53+255%  0,168+0,036° -50+163°
0,50 131,23+1,97% 0,146+0,016%* -16,4+95°
0,75 130,13+10,60% 0,157+0,019° 288+86"
1,00 128,37 +4,98°%  0,122+0,017° 282+48°"
1,25 14580 +1510% 0,175+0,037° 354+27°"
1,50 132,70+8,98%  0,120+0,019° 364+54°"

"D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos de diametro médio, indice
de polidispersdo (PDI) e potencial zeta das nanoparticulas de zeina em
funcdo da concentracdo de tensoativo na fase aquosa. Pode-se observar
que o didmetro médio das nanoparticulas varia de 128,37 a 145,80 nm,
enquanto que o PDI variou de 0,120 a 0,175, e o potencial zeta oscilou
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de -16,4 a 36,4 mV. Através da analise estatistica, pode se verificar que
ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os valores de
didametro e PDI das nanoparticulas em funcdo da concentracdo de
Kolliphor P188. No entanto, com 0 aumento do teor de tensoativo, nas
concentragBes iguais ou superiores a 0,75 % (m/v) as nanoparticulas
passaram a apresentar carga positiva, e um aumento no potencial zeta do
sistema nanoestruturado. N&o houve diferenga estatisticamente
significativa no potencial zeta entre os sistemas preparados com 0,75,
1,00, 1,25, e 1,50 % (m/v).

Figura 13 — Efeito do Kolliphor P188 sobre as propriedades fisico-
quimicas das nanoparticulas de zeina: (A) Diametro médio, (B) indice
de polidisperséo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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Quando as representacdes graficas foram avaliadas, verificou-se o
aumento do diametro das particulas em concentragdes superiores a 1,0
% (m/v), reducdo do PDI nas concentracfes de 1,0 e 1,5 % (m/v) e um
leve aumento do potencial zeta com elevacao do teor de Kolliphor P188
em concentragdes superiores a 0,75 % (m/v).

Considerando os resultados obtidos, as nanoparticulas preparadas
utilizando 1,0 % (m/v) de Kolliphor P188 (referenciada como NZy) na
fase aquosa apresentaram menores variagdes quanto ao didmetro das
nanoparticulas, maior homogeneidade na distribuicdo do tamanho de
particula e valores de potencial zeta maiores que +20 mV, indicando
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maior estabilidade fisica do sistema nanoestruturado. Sendo assim, esta
formulacdo foi selecionada para os ensaios subsequentes, sendo
comparada com as nanoparticulas preparadas na auséncia de tensoativo
(codificada como NZ).

4.1.2 Estudo de interacdo de diferentes polissacarideos com as
nanoparticulas de zeina contendo y —orizanol

4.1.2.1 Alginato de sddio

4.1.2.1.1 Interagdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
auséncia de Kolliphor P188

Na Tabela 2, pode-se observar que a adi¢do de alginato de sddio &
suspensdo de nanoparticulas resultou em uma varia¢do do didmetro das
particulas de 131,53 a 2208,67 nm, e que em baixas concentracdes do
polissacarideo, a formulacdo resultante da interacdo alginato-
nanoparticula apresentou baixa reprodutibilidade, evidenciada pelos
elevados valores de desvio padrdo. O PDI oscilou entre 0,168 a 0,583,
caracterizando um sistema polidisperso ou multimodal. O potencial zeta
das nanoparticulas variou de -5,0 a -58,3 mV.

A adicdo de alginato de sodio as formulages implica em um
abrupto aumento do tamanho das particulas seguido de reducdo para
cerca de 600 nm, quando o tamanho passa a ser pouco afetado pela
adicéo de concentracdes do polissacarideo a partir de 1,0x10°° % (m/v).
Quando o alginato de sodio é adicionado as formulagbes em
concentragdes finais de 1,0 e 2,0x10° % (m/v), observa-se a formacéo
de precipitados, dificultando a redispersao do sistema em agua, podendo
ser responsaveis pelos altos valores de desvio padrdo verificados no
diametro das particulas (Tabela 2).



78

Tabela 2 - Efeito da concentracdo de alginato de sdédio sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ (n=3).

Concentragéo Potencial
de alginato de  Diametro médio+  PDI médio + o
AN zeta médio +
sodio D.P. (nm) D.P. DP. (mV
(%, M) P mv)
0,00 131,53 +2,552 0,168+ 0,036%  -50+ 16,32
1,0x10° 2208,67 +1296,20° 0,382+0,130* -69+3,1 2
2,0x10°° 707,37 £634,94°  0583+0,365° -252+06°
5,0x10°° 450,37 +126,16 %  0,241+0,131*° -355+42°¢
1,0x1072 562,50 + 100,83% 0,258 + 0,067 **  -48,0 + 1,0 ¢¢
1,510 551,63 + 87,192 0,275+0,028%° -549+224
2,0x1072 555,50 + 43,22 2 0,333+0,022* -583+39¢
3,0x1072 544,23 +19562°%  0,331+0,077* -636+6,1¢
4,010 681,13 +14555°% 0,428 +0,059* 592 +471¢
5,0x1072 584,23 +137,91% 0,478 +0,031%* -649+26"¢

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

O aumento do tamanho de particula é um indicativo de que houve
interacdo do polissacarideo, depositado na superficie das nanoparticulas
proteicas. E a presenca do alginato de sodio, polissacarideo que
apresenta elevada carga negativa em pH 4,0, aumentou
consideravelmente o potencial zeta do sistema formado (Figura 14). A
interacdo alginato-nanoparticula parece apresentar concentracdo limite
de 2,0x102 % (m/v) de alginato de sédio, uma vez que pouca ou
nenhuma alteragdo das propriedades fisico-quimicas avaliadas foi
observada em concentragbes maiores. Desta forma, as amostras
preparadas através da interacdo das NZs com alginato de sédio na
concentragdo de 2,0x10° % serdo utilizadas nos experimentos
posteriores, e seréd codificada como NZ-AS.
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Figura 14 — Efeito do alginato de sodio sobre as propriedades fisico-
quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice de polidispersao
(PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.2.1.2 Interacdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
presenca de Kolliphor P188

De acordo com a Tabela 3 pode-se observar que a adi¢cdo de
alginato de s6dio a suspensdo de nanoparticulas, preparadas com fase
aquosa composta de solucdo de Kolliphor P188 1,0 % (m/v), pH 4,0,
resultou em uma varia¢do do didmetro das particulas de 128,37 a 946,63
nm. As formulaces com concentragdes finais de 2,0 e 5,0x10° % (m/v)
de alginato de sodio apresentaram formacao de agregados, acarretando
em um aumento do tamanho das particulas e do PDI. No entanto, néo
existe diferenca estatisticamente significativa entre as concentracGes
avaliadas, quanto ao didmetro e o PDI do sistema (o = 0,05). Este
fendmeno pode ser explicado devido a alta varidncia das formulacGes
preparadas com menores concentracfes do polissacarideo.
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Tabela 3 - Efeito da concentracdo de alginato de sdédio sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZy (n=3).

Conce_ntra(;ao Diametro médio  PDI médio Poter]m_al
de alginato de +D.P. (nm) DP zeta médio

sodio (%, miv) - o D.P. (mV)
0,00 128,37 +4,98%  0,122+0,017% 28,2+48°
1,0x10° 258,83 +90,76° 0,281+0,165% -94+158 "
2,0x10° 946,63 +938,60% 0,476 +0,476°% -27,3+3,0"¢
5,0x10° 831,20 £722,28% 0,475+0,460°% -215+26"°
1,0x10 513,50 +62,42° 0,411+0,513% -40,4+1,6°"
1,5x10 389,27 +94,23%  0,179+0,280% -47,2+4,6°"
2,0x107 460,70 £20,03%  0,223+0,009% -46,9 +2,5°
3,0x1072 499,70 +48,78° 0,186 +0,044% -57,7+41°
4,0x10% 430,70 + 144,67 0,292 +0,015° -56,7 +5,3°
5,010 437,30 +43,93% 0,316+0,051% -59,4+215"°

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

Em um primeiro momento, a adi¢do do alginato de sodio confere
uma reducdo do potencial zeta de 28,2 para -9,4 mV quando uma
concentracdo 1,0x10° % (m/v) de alginato de sédio é alcancada. A
elevacdo da concentracdo de alginato de sodio proporcionou um
aumento das cargas negativas do sistema, culminando em incremento do
potencial zeta em até -59,4 mV.
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Figura 15 — Efeito do alginato de sodio sobre as propriedades fisico-
guimicas das NZy: (A) Didmetro médio, (B) Indice de polidispersao
(PDI), e (C) Potencial zeta.
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A interacdo  alginato-nanoparticula  parece  apresentar
concentragdo limite em torno de 1,0x10™ 2 % (m/v) de alginato de sédio,
uma vez que pouca variacdo ocorre no tamanho e potencial zeta do
sistema. No entanto, em concentragées iguais ou superiores a 2,0x10 2
% (m/v), pode-se observar uma maior reprodutibilidade do sistema,
sobretudo quanto ao indice de polidispersao.

Para tanto, a formulacdo contendo uma concentracdo final de
2,0x102 % (m/v) do polissacarideo sera utilizada nos ensaios
posteriores e referenciada como NZx—AS.

4.1.2.2 Goma arabica

4.1.2.2.1 Interacdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
auséncia de Kolliphor P188

De acordo com a Tabela 4, pode se observar que, na auséncia de
tensoativo na fase aquosa, as nanoparticulas adicionadas de goma
ardbica apresentaram uma variagdo no diametro de 131,53 a 2780,52
nm, e que, em baixas concentragcdes do polissacarideo (0,05 a 0,20 %
(m/v)), a formulacdo resultante da interagdo polissacarideo-
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nanoparticula apresentou baixa reprodutibilidade, evidenciada pelos
elevados valores de desvio padrdao. O PDI oscilou entre 0,128 a 0,723,
caracterizando um sistema polidisperso ou multimodal em
concentragBes inferiores a 1,0 % (m/v). O potencial zeta das
nanoparticulas variou de -5,0 a -29,1 mV.

Tabela 4 - Efeito da concentracdo de goma ardbica sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ (n=3).

Concentragéo Potencial
de goma Diametromédio+  PDImédio+  zeta médio
arabica D.P. (nm) D.P. +D.P.
(%, m/v) (mV)

0,00 131,53 +2,55° 0,168 +0,036% -50+16,3°
0,05 785,40 + 127,73 0,369 +0,066° -28,6+ 45"
0,10 508,10 + 405,70 *° 0,418 +0,011° -162+7,2°¢
0,20 2780,52 +3209,77% 0,723 +0,106¢ -13,4+2,0°
0,50 23530+20,98% 0,358 +0,016° -29,1+2,0°
1,00 200,60 +10,36% 0,161 +0,028% -285+0,3"
2,00 168,57 +10,00% 0,128 +0,023% -272+2,1°

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

A adicdo de goma arébica as formulagGes implica em um abrupto
aumento do tamanho das particulas seguido de reducdo a cerca de 200
nm, quando o tamanho passa a ser pouco afetado pela adi¢do de maiores
concentragbes do polissacarideo. Quando a goma é adicionada a
formulagdo nas concentracdes finais de 0,1 e 0,20 % (m/v), observou-se
a formacdo de precipitados, dificultando a redispersdo do sistema em
agua, podendo ser responsavel pelo elevado valor de desvio padréo
verificado no didmetro das particulas (Tabela 4). Os resultados de
potencial zeta apresentados por essas duas concentrac@es indicam que a
baixa estabilidade fisica do sistema, nessas concentracdes, pode estar
relacionada a reduzida repulsdo eletrostatica entre as particulas
(potencial zeta < -20 mV). A adicdo de goma ardbica em concentracdes
superiores a 0,2 % (m/v) induziu ao aumento do potencial zeta das
particulas, devido a presenca de grupos carboxila ionizados (COO"),
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pondendo conferir maior estabilidade eletrostadtica ao sistema
nanoestruturado.

Figura 16 — Efeito da goma arabica sobre as propriedades fisico-
guimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice de polidispersao
(PDI), e (C) Potencial zeta.
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A interacdo goma-nanoparticula parece apresentar concentracdo
limite em torno de 1,0 % (m/v) de goma arabica (Figura 16), uma vez
gue pouca varia¢do quanto ao tamanho e potencial zeta e uma redugdo
estatisticamente significativa do indice de polidispersdo de sistema
(Tabela 4). Para tanto a formulagdo contendo uma concentracédo final de
1,00 % (m/v) do polissacarideo sera utilizada nos ensaios posteriores e
codificada como NZ-GA.

4.1.2.2.2 Interacdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
presenca de Kolliphor P188

Na Tabela 5, pode-se observar que a adicdo de goma arabica a
suspensdo de nanoparticulas, preparadas com tensoativo, resultou em
uma variagdo no didmetro das particulas de 128,37 a 728,40 nm. As
formulagBes preparadas com adicdo de goma arabica nas concentracdes
finais de 0,1 e 0,2 % (m/v) apresentaram formagdo de agregados,
implicando na elevagdo do PDI e no tamanho das particulas, sugerindo a
formacédo de um sistema polidisperso.



84

Tabela 5 - Efeito da concentracdo de goma ardbica sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ, (n=3).

Concentracéo .
de goma Diametro médio PDI médio + Poter]m_al
2 zeta médio

arabica + D.P. (nm) D.P. D.P. (mV)

(%, miv) T
0,00 128,37 +498°%  0,122+0,017% 282+48°
0,05 321,73 +27,68% 0,313+0,034% -61+38°"
0,10 293,59 +250,73% 1,000+0,001° -186+3,1°
0,20 728,40 +515,06° 0,695+0,286° -23,1+5,3°
0,50 172,20 £15,00%  0,375+0,047% -292+1,3°
1,00 186,33+8,66°  0,114+0,030° -283+0,8°
2,00 181,03+10,14% 0,145+0,018° -27,4+2,0°

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a = 0,05).

A interacdo das nanoparticulas, preparadas na presenca de
Kolliphor P188, com a goma arabica apresentou em um primeiro
momento uma redugdo do potencial zeta de 28,2 para -6,1 mV quando
uma concentracdo 0,05 % (m/v) é alcancada. A proximidade do
potencial zeta nesta concentracdo a 0 mV confere baixa repulsdo
eletrostatica entre as particulas, implicando em pouca estabilidade fisica
ao sistema. A adicdo continuada de polissacarideo induz uma elevacédo
das cargas negativas devido a presenca de grupos carboxilicos da goma
e aumento do potencial zeta até -29,2 mV.

Apesar de ndo haver diferencas significativas estatisticamente
entre as concentracdes de 0,5 e 1,0 % (m/v) de goma arabica, observa-se
uma tendéncia a reducdo do PDI a medida que a concentragdo aumenta.
Sendo assim, a formulagéo preparada com concentracdo final de 1,0 %
(m/v) de goma arabica foi considerada ideal e sera utilizada nos ensaios
posteriores (referenciada como NZx—GA).
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Figura 17 — Efeito da goma arabica sobre as propriedades fisico-
quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice de polidispersdo
(PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.2.3 Quitosana de alta massa molar (QAMM)

4.1.2.3.1 Interacdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
auséncia de Kolliphor P188

As nanoparticulas complexadas com QAMM apresentaram uma
variacdo no didmetro de 120,40 a 169,97 nm. Pode-se observar uma
redugdo no tamanho das particulas com adicdo inicial de QAMM,
evidenciando a interagcdo eletrostatica entre as NZs, carregadas
negativamente, e as moléculas de quitosana, de carga positiva. Em
concentragdes superiores a 0,050 % (m/v) do polissacarideo, um
aumento no tamanho de particula pode ser observado, provavelmente
relacionado a deposicdo superficial da quitosana. Estes resultados
corroboram com Luo e colaboradores (2011), onde se constatou a
reducdo do didmetro hidrodindmico com a adi¢cdo de quitosana em
pequenas concentragbes, seguido de um aumento no tamanho de
particula com a elevacdo da concentracio do polissacarideo,
evidenciando a interagdo da zeina com a quitosana.
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Tabela 6 - Efeito da concentracdo da quitosana de alta massa molar
sobre as propriedades fisico-quimicas das NZ (n=3).

Concentragéo Diametro PDI médio + Potencial zeta

de QAMM médio = D.P. - médio + D.P.
(%, M) (nm) D.P. (mv)

0,000 13153 +2,55* 0,168+0,036% -50+ 16,32
0,010 126,17 +8,08*° 0,195+0,099°  485+3,7°
0,025 120,40 +1,83° 0,199 +0,005° 50,0+0,6°"
0,050 12343+3,39* 0,176 +0,047% 547+79°
0,125 132,00 +4,40* 0,150+0,049° 52,7+1,6°"
0,250 13542 +4,29%¢ 0,175+0,022%® 552+35°"
0,375 148,10 +6,39%% 0,234+0,047% 56,0+47°
0,500 130,47 +524* 0,219+0,036% 57,2+3,3°"
1,000 169,97 +3,40° 0,261 +0,006° 644+32°

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

A interacdo ainda pode ser caracterizada pelo aumento do
potencial zeta de -5,0 a 64,4 mV a medida que o polissacarideo é
adicionado. Dentre as concentrages de quitosana utilizadas, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa quanto aos valores do potencial
zeta.

Dentre as concentragdes avaliadas, destaca-se a formulacéo
preparada com teor final de 0,025 % (m/v) de QAMM, apresentando
menor didmetro hidrodindmico. Esta formula¢do demonstrou adequada
reprodutibilidade, devido a seus reduzidos valores de desvios padréo, e
potencial zeta elevado, sugerindo uma maior estabilidade fisica ao
sistema. Esta formulacdo serd utilizada para estudos posteriores e
referenciada como NZ-QAMM.
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Figura 18 — Efeito da quitosana de alta massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice
de polidispersdo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.2.3.2 Interagdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
presenca de Kolliphor P188

O sistema formado pela interagdo de NZx e QAMM apresentou
didmetro entre 128,37 e 170,63 nm, PDI de 0,132 a 0,257 e o potencial
zeta variou de 28,2 a 68,2 mV. A Tabela 7 demonstra que ndo houve
reducdo inicial do didametro das particulas com adi¢cdo de QAMM, isso
pode estar relacionado com um possivel impedimento estérico do
tensoativo, presente na superficie da particula, somado a elevada massa
molar do polissacarideo, dificultando a interacdo entre a QAMM e as
nanoparticulas.

O tamanho das particulas ndo foi afetado significativamente até a
concentracdo de 0,5 % (m/v) do polissacarideo. Em concentracdo igual
ou superior a 0,375 % (m/v), o sistema passou a adotar um
comportamento polidisperso, possivelmente devido ao excesso de
moléculas de quitosana.
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Tabela 7 - Efeito da concentracdo da quitosana de alta massa molar
sobre as propriedades fisico-quimicas das NZ, (n=3).

Concentragéo Diametro zlzgenqgglo
de QAMM médio = D.P. PDI médio + D.P. +DP
A +D.P.
(%, miv) (nm) (mV)
0,000 128,37 + 4,98 ° 0,122 +0,017%  282+48%
0,010 140,03 +3,11*  0,132+0,020** 594+12°
0,025 137,00 +4,61*" 0,187 +£0,058*>¢¢ 579+14°
0,050 140,70 +2,91*  0,133+0,005*®  60,7+5,0°"
0,125 13570 +2,86*° 0,152 +0,010*"¢ 63,9+2,6°"
0,250 154,17 +6,24°¢ 0,179 +0,018**° 682+2,0°
0,375 13750 +1,48*  0,218+0,033% 67,1+0,8°
0,500 165,80 +16,13° 0,201 +0,020*¢ 66,3 +12,1°
1,000 170,63 +9,87 ¢ 0,257 +0,026%  638+25°"

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a = 0,05).

Como descrito anteriormente, a quitosana interagiu com as
nanoparticulas de zeina, em um primeiro momento, elevando
significativamente o potencial zeta do sistema. O aumento da
concentracdo do polissacarideo ndo alterou significativamente a carga
superficial das nanoparticulas, permanecendo em torno de 60 mV
(Figura 15C).

Dentre as concentragdes de QAMM avaliadas com
nanoparticulas, formuladas na presenca de Kolliphor P188, a
concentracdo de 0,0250 % (m/v) apresentou propriedades fisico-
guimicas adequadas, e em concentra¢do reduzida de quitosana. Para
tanto, esta formulacdo foi selecionada para as analises posteriores e
codificada como NZx—QAMM.
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Figura 19 — Efeito da quitosana de alta massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice
de polidispersdo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.2.4 Quitosana de média massa molar (QMMM)

4.1.2.4.1 Interagdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
auséncia de Kolliphor P188

O didmetro hidrodinamico das nanoparticulas de zeina formadas
pela interacdo com QMMM, na auséncia de tensoativo, variou de 114,30
a 148,67 nm. PDI de 0,119 a 0,246 e potencial de -5,0 a 64,3 mV. Néo
houve diferenca significativa quanto ao tamanho e PDI das
nanoparticulas contendo quitosana (Tabela 8). No entanto, o perfil de
interacdo inicial seguiu uma tendéncia de comportamento similar ao
observado nas interacdes de QAMM com as nanoparticulas formadas
sem tensoativo. Reducdo caracteristica do didmetro, em concentracdes
iniciais de quitosana, e posterior aumento do tamanho com a elevacéo da
concentracao de quitosana.
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Tabela 8 - Efeito da concentracdo da quitosana de média massa molar
sobre as propriedades fisico-quimicas das NZ (n=3).

Concentragéo i - T Potenc}la_l
de QMMM Diametro médio PDI médio + zeta médio
(%%, M) +D.P. (nm) D.P. +D.P.

' (mV)
0,000 131,53 +2,55* 0,168 +0,036*° -5,0+ 16,32
0,010 121,67 +3,86*°  0,192+0,025*" 60,2+28°"
0,025 141,93+6,60*°  0,207+0,014%° 575+1,8°
0,050 117,33 +6,28° 0,146 +0,045% 575+28°
0,125 131,30 +28,05%° 0,150 +0,067*® 61,7+3,0°
0,250 127,63+9,72%"  0,169+0,035%° 643+32"
0,375 127,47 +0,95% 0,187 +0,023* 60,4+0,2"
0,500 114,30 +2,11° 0,119 +0,005% 59,8+3,1°
1,000 148,67 +7,24° 0,246 +0,011° 625+34°"

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a = 0,05).

O menor didmetro hidrodindmico observado nas interagdes com
QMMM, em relacdo a QAMM, pode estar relacionado a sua menor
massa molar e consequente menor tamanho de cadeia polimérica. Houve
aumento significativo do potencial zeta apés interacdo de quitosana com
as nanoparticulas de zeina. Este aumento esta relacionado a protonacéo
dos grupamentos amino da quitosana (pKa 6,5).

Dentre as concentracbes de QMMM complexadas com
nanoparticulas, formuladas na auséncia de tensoativo, 0,125 % (m/v)
apresentou propriedades fisico-quimicas adequadas, e em concentracdo
intermedidria de quitosana. Para tanto, esta formulago foi selecionada
para as analises posteriores e serdo citadas como NZ-QMMM.
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Figura 20 — Efeito da quitosana de média massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice
de polidispersdo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.2.4.2 Interagdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
presenca de Kolliphor P188

As nanoparticulas apresentaram diametro de 126,73 a 184,67 nm.
O mesmo efeito caracteristico de reducéo inicial do didmetro do sistema,
em funcdo da interacdo com polissacarideo, foi observado. Isso pode
estar associado & menor massa molar da quitosana causando maior
mobilidade da cadeia polissacaridica, e elevando seu potencial de
interacdo com as nanoparticulas de zeina. Houve aumento do tamanho
de particula de acordo com a concentragdo de QMMM em concentracdo
igual ou superior a 0,050 % (m/v).

O sistema apresentou caracteristica monodispersa, com PDI de
0,149 a 0,247, e com potencial zeta oscilando de 28,2 a 68,0 mV. A
adicdo de quitosana conferiu elevada carga superficial ao sistema,
promovendo uma maior estabilidade fisica a0 mesmo.
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Tabela 9 - Efeito da concentracdo da quitosana de média massa molar
sobre as propriedades fisico-quimicas das NZ, (n=3).

Concentragéo n ‘dio + dio + POten(E';I
de QMMM Diametro médio + PDI médio + zeta medio
(%%, M) D.P. (nm) D.P. +D.P.

' (mV)
0,000 128,37 +4,98° 0,122 +0,017% 282+48%
0,010 127,40 £2,17° 0,149 £0,007** 63,4+3,8°"
0,025 126,73+1,48% 0,198 +0,038%° 62,7+2,0°"
0,050 141,30 +13,022¢ 0,212 +0,091*® 597+46°"
0,125 130,40 +9,62*°  0,153+0,049%* 61,0+6,9°
0,250 134,90 £2,34 ¢ 0,155+0,021*° 595+51°
0,375 147,87 +4,62*¢  0174+0,013*" 62,1+2,8°
0,500 152,83+7,42°  0184+0,017% 640+28°"
1,000 184,67 + 4,55 ¢ 0,247 +0,014° 68,0+15°

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.

ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a = 0,05).

Dentre as concentragdes de QMMM complexadas com NZy,
0,125 % (m/v) apresentou propriedades fisico-quimicas adequadas, e em
concentracdo intermediéria de quitosana. Para tanto, esta formulagéo foi
selecionada para as analises posteriores e sera referenciada como NZy—

QMMM.
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Figura 21 — Efeito da quitosana de média massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice
de polidispersdo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.2.5 Quitosana de baixa massa molar (QBMM)

4.1.25.1 Interagdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
auséncia de Kolliphor P188

As nanoparticulas, formuladas na auséncia de tensoativo, e
obtidas através da interagdo com QBMM, apresentaram diametro de
131,53 a 154,90 nm, PDI de 0,143 a 0,187 e potencial zeta de -5,0 a
61,0 mV. Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa no
didmetro das nanoparticulas em funcdo da concentracdo de quitosana
(Tabela 10). Porém observa-se tendéncia ao aumento de tamanho com a
adicdo do polissacarideo. As concentragdes avaliadas para a interagéo
com QBMM foram inferiores em funcdo da menor massa molar do
polissacarideo quando em comparac¢do com as de QAMM e QMMM. A
distribuicdo granulométrica das nanoparticulas apresentou perfil
monodisperso, com PDI inferior a 0,2.
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Tabela 10 - Efeito da concentragdo da quitosana de baixa massa molar
sobre as propriedades fisico-quimicas das NZ (n=3).

Concentragéo Diametro PDI médio + Potencial zeta

de QBMM médio = D.P. D.P - médio + D.P.
(%, m/v) (nm) T (mV)

0,000 131,53 +2,55% 0,168 +0,036%  -5,0+16,3°
2,56x10° 134,87 +8,34% 0,146 +0,056° 61,0+6,3°"
5,0x10° 135,83 +6,69° 0,166+0,021° 58,9+53"
2,56x107 14430 +13,6% 0,159+0,054° 59,8+2,0°"
5,0x1072 134,73 +3,40% 0,143+0,005° 582+23"
1,010 15490 +7,81% 0,187+0,017° 592+3,7"
1,5x10™ 136,03+9,32% 0,144 +0,041® 59,7+2,8°"
2,0x10" 14160+6,87% 0,174+0,034° 56,3+56°"
2,5x10" 142,37 +1458% 0,169 +0,014°  53,1+43°

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

Para todas as concentragBes avaliadas, a quitosana conferiu
elevada carga superficial aos sistemas formados, propiciando maior
estabilidade fisica as nanoparticulas de zeinha. Para tanto, a formulag&o
preparada através da interacdo com QBMM na concentragdo de 2,5x10°
% (m/v) foi selecionada para realizacdo dos ensaios subsequentes e sera
citada como NZ-QBMM.
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Figura 22 — Efeito da quitosana de baixa massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice
de polidispersdo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.25.2 Interacdo com nanoparticulas de zeina preparadas na
presenca de Kolliphor P188

O sistema formado pela interacdo de nanoparticulas de zeina,
formuladas na presenca de Kolliphor P188, e QBMM apresentou
didmetro entre 128,37 a 149,97 nm, PDI de 0,122 a 0,172 e o potencial
zeta variou de 28,2 a 59,2 mV (Tabela 11). Com a adi¢do de quitosana
em concentragdo final de 2,5x10° % (m/v), existe aumento
estatisticamente significativo no tamanho das particulas, este fenémeno
pode ocorrer em funcdo da interagdo do polissacarideo com a superficie
das nanoparticulas. Com a adicdo de concentracdes superiores de
quitosana, o didmetro hidrodindmico do sistema permanece constante.
Né&o foi observada variagao significativa no indice de polidispersao, e 0
mesmo se mostrou monomodal.
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Tabela 11 - Efeito da concentragdo da quitosana de baixa massa molar
sobre as propriedades fisico-quimicas das NZ, (n=3).

Concentragéo I’Diémetro PDI médio + Po'Fer_mciaI zeta
de QBMM médio = D.P. DP. médio + D.P.
(%, m/v) (nm) (mV)

0,000 128,37 +4,98% 0,122+0,017°  28,2+48°
2,5x1073 14540 +4,33°  0,143+0,052°  547+15°"
5,0x10° 143,1+593° 0,139+0,030° 592+57°"
2,5x107 14547 +4,21° 0,163+0,011°  585+13°"
5,0x102 14320 +4,42° 0,143 +0,024*  586+48°"
1,0x10* 149,97 +592° 0,172+0,018°  520+57°
1,5x10™ 146,63+6,81° 0,167+0,028°  50,4+52°
2,0x10™ 141,07 +2,91%* 0,151 +0,026°  59,2+23°"
2,5x10™ 147,30+3,21° 0,153+0,042% 551+46°"

“Sendo D.P. referente ao desvio padréo.
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).

Assim como para as particulas complexadas com QAMM e
QMMM, a QBMM conferiu elevada carga superficial aos sistemas
formados, propiciando maior estabilidade fisica as nanoparticulas de
zefna. A concentracdo de 2,5x10°° % (m/v) de QBMM foi selecionada
para realizacdo dos ensaios subsequentes, por apresentar caracteristicas
fisico-quimicas adequadas e na menor concentracdo avaliada do
polissacarideo (Figura 23). Este sistema serd utilizado nos estudos
posteriores e serd referenciado como NZx—-QBMM.
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Figura 23 — Efeito da quitosana de baixa massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas das NZ: (A) Diametro médio, (B) Indice
de polidispersdo (PDI), e (C) Potencial zeta.
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4.1.3 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 24 apresenta o espectro no infravermelho da zeina,
Kolliphor P188, e as nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia e
na presenga de Kolliphor 188. Pode-se observar que as nanoparticulas
de zeina mantém as bandas caracteristicas das matérias-primas. A zeina
e as nanoparticulas de zeina apresentam bandas referentes ao
estiramento das hidroxilas em 3226 cm™, e caracteristicas dos
grupamentos amida em 1642 e 1532 cm® (C=O e C-N,
respectivamente) (LUO et al., 2011).
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Figura 24 — Espectro de infravermelho da: (a) zeina; (b) Kolliphor
P188; (c) NZ; e (d) NZk.
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O Kolliphor é um polimero tribloco composto de um bloco de
oxido de polipropileno ligado a blocos de éxido de poliestireno nas
extremidades (PEO-PPO-PEQ). O tensoativo apresenta bandas
caracteristicas de estiramento C-O em 1100 cm™, e ligaces C—H em
2880 cm™, além de bandas em 1466 e 1341 cm™ referentes as ligages
sp® de C-H (LIAO et al., 2015). Estas bandas caracteristicas (Figura
24B) do tensoativo Kolliphor P188 sdo conservadas nas nanoparticulas
de zeina preparadas com o tensoativo (NZx) (Figura 24D).

4.1.3.1 Alginato de sédio

4.13.1.1 Avaliacdo da interacdo com as nanoparticulas de zeina
preparadas na auséncia de Kolliphor P188

Na Figura 25, pode-se observar o espectro de infravermelho do
alginato de sédio (AS), das NZs, e de sua mistura com o alginato de
sodio (NZ-AS). O polissacarideo apresenta bandas caracteristicas de
estiramento de hidroxila (O-H), e de ligagdes C-H alifaticas em
nimeros de onda de 3000-3600 e 2920-2850 cm™, respectivamente.
Apresenta, também, vibracfes em nimeros de onda de 1597 e 1408 cm’
! caracteristicas de estiramento assimétrico e simétrico do fon
carboxilato, respectivamente, além de pico em 1027 cm®
correspondente ao estiramento da ligagdo C-O-C do anel piranosil
(DAEMI; BARIKANI, 2012; EL-GHAFFAR et al., 2012). As NZs
apresentaram picos entre 3600 e 3000 cm™, caracteristicos de
estiramento de ligagdes O-H, em 1642 e 1532 cm™, relativos aos
estiramentos das ligacbes C=0 e C-N dos grupamentos amida,
respectivamente (LUO et al., 2011).
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Figura 25 — Avaliacdo da interagdo entre NZ com alginato de sodio,
onde; (a) é o espectro do alginato de sddio; (b) das NZs; e (c) das NZ—
ASs.
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No entanto, pode-se observar no espectro obtido das NZ-AS que
uma pequena alteracdo foi verificada quanto ao pico relacionado ao
estiramento do &cido carboxilico do alginato de sédio, de 1408 cm™ para
1415 cm™, e uma leve alteracéo de 1027 para 1035 cm™, caracteristico
de estiramento C-O de grupamento alcoxila do alginato de sodio.
Adicionalmente, a sobreposicio das bandas em 1527 cm™, referente ao
grupamento acido carboxilico do alginato de sodio, e da banda
caracteristica do estiramento C=0 da zeina, em 1642 cm™, impossibilita
a verificacho de uma possivel interacdo eletrostatica entre as
nanoparticulas e o polissacarideo através do deslocamento do
comprimento de onda. Os resultados obtidos devido aos deslocamentos
das bandas caracteristicas do polissacarideo sugerem uma interagdo por
ligacGes de hidrogénio entre os materiais avaliados.

4.1.3.1.2 Avaliagdo da interagdo com as nanoparticulas de zeina
preparadas na presenca de Kolliphor P188

Na Figura 26, observa-se que nenhuma interacdo pode ser
observada através da espectroscopia de infravermelho, uma vez que
somente as bandas referentes ao tensoativo Kolliphor P188 e a zeina
podem ser visualizadas no espectro das NZy, que foram incubadas com
o0 alginato de sodio.
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Figura 26 — Avaliacdo da interacdo entre NZy com alginato de sddio,
onde; (a) é o espectro do alginato de sédio; (b) Kolliphor P188; (c) da
NZy; e (d) da NZ—AS.
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4.1.3.2 Goma arabica

4.13.2.1 Avaliacdo da interacdo com as nanoparticulas de zeina
preparadas na auséncia de Kolliphor P188

Na Figura 27, podem-se observar bandas intensas em 1600 e
1400 cm™ caracteristicas dos estiramentos assimétricos e simétricos da
carboxila presente na goma arabica, respectivamente, além da banda
relativa a estiramentos C-O-C em ndmero de onda em 1017 cm™
(Figura 22A) (ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010). A interacdo entre
as NZ e a goma arabica resultou na alteracdo das bandas referentes ao
estiramento C—-O-C para o nimero de onda 1055 cm™, e da banda
referente ao estiramento simétrico da carboxila para 1417 cm™. Estas
alteracdes podem estar relacionadas a interacdo entre a goma arabica e
as nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia de tensoativo.
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Figura 27 — Avaliacdo da interacdo entre NZ com goma arabica, onde;
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4.1.3.2.2 Avaliacdo da interacdo com as nanoparticulas de zeina
preparadas na presenca de Kolliphor P188

Na Figura 28, pode-se observar que o espectro referente as NZy

misturadas com goma arabica corresponde a uma soma das bandas
referentes ao tensoativo e a nanoparticula de zeina. Nenhuma alteracéo

no

nimero de onda foi observada, logo a interacdo entre as

nanoparticulas e o polissacarideo ndo pbde ser evidenciada pela
espectroscopia no infravermelho.

Figura 28 — Avaliacdo da interagdo entre NZx com goma arabica, onde;
(a) é o espectro da goma arabica; (b) Kolliphor P188; (c) das NZ; e (d)
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4.1.3.3 Quitosana

Na Figura 29, pode-se observar bandas entre 3600 e 3000 cm™
caracteristicas de hidroxilas, sobrepondo bandas de estiramento
caracteristicas de amida, relacionadas a ligacdo C=0O das unidades
acetiladas da quitosana, e bandas em 1646 e em 1577 cm™ relacionadas
as ligacbes N—-H da quitosana (TAN et al., 2016). No espectro referente
a NZ e da NZx misturadas com as quitosanas, independentemente da
massa molar do polissacarideo, nenhuma alteracdo no nimero de onda
foi observada, logo a interacdo entre as nanoparticulas NZ e NZx com 0s
polissacarideos QAMM, QMMM e QBMM ndo puderam ser
evidenciadas por espectroscopia no infravermelho. Adicionalmente, ndo
existe diferenca entre os espectros no infravermelho entre os polimeros
QAMM, QMMM e QBMM, uma vez que estes diferem unicamente
qguanto & massa molar, logo a Figura 24 representa a interacdo das
nanoparticulas NZ e NZx com as trés variagcdes de quitosana avaliadas
neste estudo.

Figura 29 — Avaliacdo da interacdo entre NZ e NZx com a quitosana,
onde; (a) é o espectro da Quitosana; (b) da NZ; (c) da NZ-Quitosana; (d)
Kolliphor P188; (e) da NZ; e (f) da NZx—Quitosana.
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4.1.4 Analise por microcalorimetria exploratéria diferencial (DSuC)

Na Figura 30 pode-se observar os termogramas da zeina,
Kolliphor P188, e das nanoparticulas preparadas na auséncia e na
presenca de tensoativo. A zeina apresenta um evento pouco pronunciado
a 54,92 °C, com entalpia de 3,2 J.g" (Tabela 12) enquanto as NZs
exibem uma reducdo da temperatura e da entalpia de fusdo, 50,75 °C e
1,2 J.g7%, respectivamente. O sistema nanoestruturado, provavelmente, se
apresenta de forma menos estruturada que a zeina, uma vez que uma
menor energia é necessaria para que ocorra a fusdo/desnaturacdo da
proteina.

Figura 30 — Analise por microcalorimetria exploratoria diferencial
(DSUC) de; (a) zeina; (b) NZ; (c) Kolliphor P188; e (d) NZk.
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O Kolliphor P188 apresenta temperatura de fusdo de 53,98 °C e
entalpia de fuséo de 136,8 J.g™*, é um polimero cristalino que funde em
temperatura proxima a temperatura de fusdo/desnaturacdo da zeina. As
formulagbes NZy apresentaram somente um evento endotérmico a 46,59
°C, com entalpia de fusdo de 77,1 J.g™. Uma possivel interacdo entre a
zeina e o Kolliphor P188 induz a reducdo da energia necessaria para
fuséo do sistema nanoestruturado.



Tabela 12 — Analise térmicas das matérias-primas e das nanoparticulas de zeina.

Evento 1 Evento 2 Evento 3
Amostra Temperatura | Entalpia | Temperatura | Entalpia | Temperatura | Entalpia
(°C) J.g% Q) J.9% (C) J.g%
Zeina 54,92 3,166 69,42 1,083 98,25 0,496

Kolliphor P188 53,09 136,832 n.a. n.a. n.a. n.a.
NZ 28,98 5,467 50,75 1,222 n.a. n.a.
NZy 46,59 77,075 n.a. n.a. n.a. n.a.
AS 56,80 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
NZ-AS 50,92 2,774 n.a. n.a. n.a. n.a.
NZ—AS 45,25 72,829 n.a. n.a. n.a. n.a.
GA 23,17 n.a. 53,59 n.a. n.a. n.a.

NZ-GA 20,43 n.a. 51,09 3,230 109,76 100,330
NZ—GA 42,25 65,109 n.a. n.a. n.a. n.a.
QAMM 27,75 0,255 39,09 e 56,42 1,350 n.a. n.a.
NZ-QAMM 38,65 e 47,09 3,022 n.a. n.a. n.a. n.a.
NZ—QAMM 47,09 75,987 n.a. n.a. n.a. n.a.
QMMM 27,59 0,282 41,72,15216,12 e 0,976 n.a. n.a.
NZ-QMMM 39,04 e 50,92 2,369 n.a. n.a. n.a. n.a.
NZ—-QMMM 44,92 64,302 n.a. n.a. n.a. n.a.
QBMM 27,42 0,270 39,50 e 55,42 1,248 n.a. n.a.
NZ-QBMM 39,98 e 48,92 2,229 n.a. n.a. n.a. n.a.
NZ—QBMM 46,92 77,743 n.a. n.a. n.a. n.a.
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4.1.4.1 Alginato de sédio

Na Figura 31 observa-se que a incorporacdo de alginato de sédio
as nanoparticulas NZ e NZx ndo alterou significativamente a
temperatura dos eventos endotérmicos das respectivas formulacdes. O
alginato de sodio apresenta um leve evento caracteristico de transicéo
vitrea (Ty) proximo a 56,80 °C, ndo apresentando quaisquer outros
eventos endo ou exotérmicos (LIN; YEH, 2004). Quando incubadas
com o alginato de sodio, as formulagdes NZ-AS e NZx-AS
apresentaram uma leve alteracdo na temperatura do principal evento
endotérmico. O pequeno aumento da temperatura do evento
endotérmico para 50,92 °C entre as amostras NZ e NZ-AS,
respectivamente, € pouco significativo para indicar interacdo entre o
polissacarideo e as nanoparticulas. No entanto, verifica-se uma alteracdo
do formato do pico caracteristico, bem como um aumento da entalpia
indicando uma possivel interacdo entre os biomateriais. Por outro lado,
houve uma leve reducdo da temperatura do evento endotérmico, de
46,59 °C para 4525 °C, das formulagbes NZyx para NZc-AS,
respectivamente. A reducdo da temperatura, associada a reducdo da
entalpia do evento endotérmico, evidenciam a interacdo entre as
nanoparticulas preparadas na presenca do surfactante ndo-ibnico e o
alginato de sadio.
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Figura 31 — Anélise por microcalorimetria exploratoria diferencial
(DSUC) de; (a) alginato de sodio; (b) NZ; (c) NZ-AS; (d) NZ; e (e)
NZ-AS.
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4.1.4.2 Goma arabica

Na Figura 32 pode-se observar que a goma arabica apresenta uma
alteragdo no perfil de fluxo de calor caracteristico de perda de agua,
iniciando em 23,17 °C até aproximadamente 100 °C, apresentando um
evento endotérmico em 53,59 °C (MOTHE; RAO, 2000). A
incorporacdo do polissacarideo as nanoparticulas proporcionou leve
alteracdo no segundo evento endotérmico de 50,75 °C para 51,09 °C nas
amostras NZ e NZ-GA, respectivamente. Adicionalmente, na amostra
NZ-GA, observa-se um discreto evento na temperatura de 20,43 °C. Por
outro lado, quando analisadas as amostras NZx e NZx—GA, verifica-se
gue a interacdo entre o sistema nanoparticulado e o polissacarideo induz
a uma redugdo na temperatura do evento endotérmico principal de 46,59
°C para 45,25 °C, respectivamente.
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Figura 32 — Anélise por microcalorimetria exploratoria diferencial
(DSKC) de; (a) goma arabica; (b) NZ; () NZ-GA,; (d) NZg; e (e) NZyx—
GA.
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4.1.4.3 Quitosana
4.1.4.3.1 Quitosana de Alta Massa Molar

A quitosana de alta massa molar (Figura 33A) apresenta eventos
endotérmicos em 27,75 °C, 39,09 °C e 56,42 °C, e a interacdo deste
polissacarideo com as nanoparticulas proporcionou alteracdes na
temperatura dos eventos endotérmicos. A temperatura do evento
endotérmico da formulacdo NZ foi alterada de 50,75 °C para 47,09 °C
nas NZ-QAMM com o surgimento de um pequeno evento em 38,65 °C,
indicando interacdo entre o polissacarideo e as nanoparticulas. Quando
avaliadas as NZ, verifica-se que a temperatura do evento endotérmico
apresentou sutil aumento de 46,59 °C para 47,09 °C nas amostras NZy—
QAMM.
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Figura 33 — Anélise por microcalorimetria exploratoria diferencial
(DSUC) de; (a) quitosana de alta massa molar; (b) NZ; (c) NZ-QAMM,;
(d) NZg; e () NZk—QAMM.
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4.1.4.3.2 Quitosana de Média Massa Molar

Na Figura 34, observa-se que a interacdo entre a quitosana de
média massa molar e as nanoparticulas induziu a alteragdo do perfil de
fluxo de calor em fungdo da temperatura. Verificou-se que o evento
endotérmico da NZ em 50,75 °C foi alterado para dois eventos
endotérmicos, o primeiro em 39,04 °C e o segundo em 50,92 °C na
amostra NZ-QMMM. A interagdo entre o polissacarideo e as
nanoparticulas contendo Kolliphor P188 proporcionou uma reducédo da
temperatura do evento endotérmico de 46,59 °C para 44,92 °C nas
amostras NZx e NZx—-QMMM, respectivamente. As alteracbes nos
eventos endotérmicos das amostras confirmam a interacdo entre a
quitosana de média massa molar e as nanoparticulas.
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Figura 34 — Anélise por microcalorimetria exploratoria diferencial
(DSKC) de; (a) quitosana de média massa molar; (b) NZ; (¢c) NZ—
QMMM; (d) NZg; e (e) NZxk—QMMM.
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4.1.4.3.3 Quitosana de Baixa Massa Molar

Assim como observado na quitosana de alta massa molar, a
interacdo entre a quitosana de baixa massa molar e as nanoparticulas
induziu a alteragdo nas temperaturas dos eventos endotérmicos das
amostras NZ e NZ (Figura 35). A amostra NZ apresentou evento
endotérmico em 50,75 °C que foi alterado para 48,92 °C com
surgimento de um evento pouco intenso a 39,98 °C quando as NZ—
QBMM foram avaliadas. Adicionalmente, um leve aumento na
temperatura do evento endotérmico principal da amostra NZx de 46,59
°C para 46,92 °C na amostra NZx—QBMM foi observado.

Neste sentido, a interacdo entre QBMM e as nanoparticulas NZ
sdo evidenciadas através da andlise de microcalorimetria exploratoria
diferencial, enquanto a presenca do tensoativo Kolliphor P188 nas
amostras NZx e NZx—QBMM parece modificar o potencial de interagédo
entre o polissacarideo e as nanoparticulas, sendo que tal interacdo nédo
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pode ser evidenciada com clareza devido a uma modificagcdo muito sutil
na temperatura do principal evento endotérmico das formulagoes.

Figura 35 — Analise por microcalorimetria exploratoria diferencial
(DSUC) de; (a) quitosana de baixa massa molar; (b) NZ; (¢) NZ—
QBMM,; (d) NZk; e (e) NZx—QBMM.
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4.1.5 Avaliacdo morfol6gica das nanoparticulas

As Figuras 36 e 37 apresentam as micrografias eletrdnicas de
transmissdo das amostras NZ e NZx e suas respectivas amostras
oriundas da interacdo com os polissacarideos alginato de sddio, goma
arabica e quitosana de alta, média e baixa massa molar. Na Figura 32,
verifica-se que as NZ apresentam estrutura pouco eliptica, com arestas
bem definidas (Fig. 36A) e que, ap6s interagir com os polimeros
naturais, apresentam estrutura mais eliptica, com zonas marginais de
menor densidade eletrbnica, caracterizando a interagdo entre 0s
polissacarideos e a zeina (Fig. 36B—F). No entanto, a Figura 37A
demonstra que, quando h& a incorporacdo de tensoativos como o
Kolliphor P188, a NZx uma estrutura esférica é alcancada,
provavelmente devido a reducdo da tensdo interfacial,
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Figura 36 — Micrografia eletrénica de transmissao das amostras: (A)
NZ; (B) NZ-AS; (C) NZ-GA,; (D) NZ-QAMM; (E) NZ-QMMM; e (F)

NZ-QBMM.
-

€V}

Na Figura 37B-F, é possivel verificar que as nanoparticulas de
zeina NZx que interagem com os polissacarideos mantem a estrutura
esférica, e que, assim como tanto as amostras NZ quanto NZg
apresentam maior formacéo de redes poliméricas quando a goma arabica
e a quitosana de alta massa molar sdo empregadas.
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Figura 37 — Micrografia eletrdnica de transmissao das amostras: (A)
NZg; (B) NZk-AS; (C) NZk-GA,; (D) NZx-QAMM,; (E) NZx-QMMM; e
(F) NZ«-QBMM.

Desta forma, as alteracdes de superficie das nanoparticulas séo
condizentes com interagGes entre os polissacarideos e a proteina zeina,
proporcionando a decoragdo da superficie. Os didmetros geométricos
das nanoparticulas sdo semelhantes ao didmetro hidrodinamico
determinado por espalhamento de luz dindmico.
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4.2 DETERMlNAQAO DO TEOR E EFICIENCIA DE
ENCAPSULACAO DO y-ORIZANOL

As andlises foram realizadas utilizando cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia LC-10 (Shimadzu, Japdo), hifenizado com detector de
arranjo de diodos (DAD), utilizando como referéncia o comprimento de
onda de 330 nm. Para a metodologia analitica, que contempla os ensaios
de teor, eficiéncia de encapsulacdo e perfil de dissolucdo in vitro, as
amostras foram injetadas a um volume de 10 pL, eluindo com fase
movel isocratica composta de metanol:acetonitrila (6:4, v/v), utilizando
fluxo de 2,0 mL.min?, através de uma coluna de fase reversa C18 (250
X 4,6 mm, 5 um). Para todas as andlises, metanol foi utilizado como
diluente.

4.2.1 Avaliagdao do teor e da eficiéncia de encapsulacio (EE%) do -
orizanol nas nanoparticulas de zeina

A Tabela 13 apresenta os resultados de teor e eficiéncia de
encapsulacdo das formulagBes preparadas. Pode-se observar que o y-
orizanol é encapsulado com eficiéncia proxima a 100 %, uma vez que o
y-orizanol presente na fase aquosa apresentou concentracao inferior ao
limite de deteccdo (LD = 0,095 pg.mL™), onde nenhum pico
cromatografico fora detectado. Soma-se o fato de que o teor de y-
orizanol ¢ proximo a 62,5 pug.mL™" de formulacdo, indicando uma
recuperacgdo préxima a 100 % dos ésteres de &cido fertlico com &lcoois
triterpénicos. Através da Analise da Varidncia (ANOVA, a = 0,05) foi
possivel verificar que o teor de y-orizanol ndo difere estatisticamente
dentre as formulagdes avaliadas (Feaicutado < Ftabelado, ONde 0,546 < 3,982),
e que, portanto, a interacdo entre os polissacarideos e as nanoparticulas
de zeina ndo altera estatisticamente o teor e a eficiéncia de encapsulacdo
do y-orizanol.
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Tabela 13. Avaliacdo do teor de y-orizanol e eficiéncia de encapsulacéo
das nanoparticulas proteicas (n = 3).

Teor de y-orizanol + Eficiéncia de
~ Desvio Padréao Encapsulacado das
Formulagao (ng.mL™" de Nanoparticulas
formulacgdo) Proteicas (%)
NZ 62,28 + 0,03° ~ 100,00 + 0,00°
NZyk 62,24 +0,06° ~ 100,00 + 0,00°
NZ-AS 62,19 +0,08° ~ 100,00 +0,00°
NZ-AS 62,21 +0,03° ~ 100,00 +0,00°
NZ-GA 62,17 £0,10° ~ 100,00 +0,00*
NZ-GA 62,23 +0,05° ~ 100,00 +0,00°
NZ-QAMM 62,18 +0,07° ~ 100,00 +0,00°
NZx-QAMM 62,22 +0,14° ~ 100,00 +0,00°
NZ-QMMM 62,15+0,11° ~ 100,00 +0,00°
NZx-QMMM 62,24 +0,08° ~ 100,00 +0,00°
NZ-QBMM 62,22 +0,12° ~ 100,00 +0,00°
NZ-QBMM 62,20 + 0,04° ~ 100,00 + 0,00°

O y-orizanol é uma mistura de fitoesterdis que apresentam baixa
solubilidade aquosa, principalmente devido a porcdo esteroidal. Este
fato é evidenciado pelo emprego, predominante, de solventes como
hexano, acetato de etila, diclorometano, metanol, etanol, isopropanol e
outros solventes apolares para a extragdo do y-orizanol a partir do Oryza
sativa L. (CAPELLINI et al., 2017; MASSAROLO et al., 2017;
MILLER; ENGEL, 2006; XU; GODBER, 1999).

Logo, devido as propriedades fisico-quimicas dos esteroides,
verifica-se que o y-orizanol, uma vez solubilizado na fase orgénica,
apresentam baixa parti¢cdo para a fase aquosa, principalmente devido a
hidrofobicidade da mistura de fitoesteréis. Uma vez que o solvente
organco é removido a pressdo reduzida, estima-se que o y-orizanol
permaneca em contato com a zeina através de interacdes de porgdes
hidrofébicas, proporcionando alta eficiéncia de encapsulagéo ao sistema
nanoestruturado (MEUNIER; GOUPIL; LIENARD, 2017; SHI et al.,
2016; TAKEUCHI et al., 2017). Como os ésteres do acido fertlico com
alcoois triterpénicos apresentam baixa solubilidade em &gua, ap6s o
processo de formacgdo das nanoparticulas proteicas, o y-orizanol ndo
difunde para a fase aquosa, mesmo na presenca do tensoativo Kolliphor
P188, e desta forma os esteroides presentes no y-orizanol ndo puderam
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ser identificados e quantificados na fase aquosa, caracterizando uma
eficiéncia de encapsulacdo proxima a 100 %.

4.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FISICA ACELERADA DAS
NANOPARTICULAS DE ZEINA

Através da andlise de estabilidade acelerada utilizando o
equipamento LUMiSizer foi possivel monitorar as variacbes de
transmitancia ao longo de um volume de suspensao de nanoparticulas de
zeina em funcdo da aplicacdo de uma forca centrifuga, podendo ser
verificada a ocorréncia de fendmenos de instabilidade como
sedimentacdo, floculagdo ou cremagem (LIU et al., 2016; WEI; GAO,
2016).

A estabilidade das formulagfes foi avaliada como perfil de
transmitancia relacionado ao espago e tempo em fungdo do
comprimento da amostra disposta em um porta-amostra. As Figuras 38 e
39 demonstram os perfis de transmitancia iniciais em vermelho, sendo
deslocados para os perfis em verde de acordo com a evolucdo do tempo
de centrifugacdo. A relacdo dos perfis de transmiténcia relacionados ao
espaco e tempo em fungdo do comprimento da amostra disposta em um
porta-amostra reflete 0 movimento das nanoparticulas ao longo do
porta-amostra, onde, quanto maior a variacdo da transmitancia devido a
centrifugacdo, menor a estabilidade das nanoparticulas (CHEN et al.,
2016; LIU et al., 2016).

Com a centrifugagdo, as particulas ou agregados mais densos irdo
se movimentar para a porcao inferior do porta-amostra, promovendo a
clarificacdo das porcdes superires do porta-amostra. Esta reducdo da
concentragdo das nanoparticulas nas porgdes superiores eleva a
transmitancia da luz (CHEN et al., 2016). Desta forma, é possivel
verificar que o processo de instabilidade das nanoparticulas de zeina,
assim como o esperado, esta diretamente relacionado a sedimentacédo
dos nanocarreadores (LERCHE; SOBISCH, 2014).
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Figura 38 — Relacao do perfil de transmitancia espago e tempo
dependente das nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia de
Kolliphor P188 em funcdo do comprimento do porta-amostra em

centrifuga analitica LUMiSizer.
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Figura 39 — Relacao do perfil de transmitancia espaco e tempo
dependente das nanoparticulas de zeina preparadas na presenca de
Kolliphor P188 em funcdo do comprimento do porta-amostra em
centrifuga analitica LUMiSizer.
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Para avaliar a estabilidade frente & sedimentagdo das
nanoparticulas, determinou-se o intercepto da curva da integral do perfil
de transmitancia versus o tempo (0T/ot). Este intercepto € inversamente
proporcional & estabilidade da suspensdo, onde maiores indices de
instabilidade indicam maiores velocidades de sedimentagdo da
suspensdo de nanocarreadores (CHEN et al., 2016; LIU et al., 2016;
WEI; GAO, 2016). A Figura 40 representa a evolucdo do indice de
instabilidade em funcdo do tempo, enquanto a Tabela 14 apresenta os
indices de instabilidade e as densidades aparente das nanoparticulas de
zeina apos secagem por liofilizagao.

Na Figura 40 e na Tabela 14 pode-se observar que a utilizacdo de
Kolliphor P188 no preparo das nanoparticulas reduz significativamente
(P < 0,05) o indice de instabilidade das nanoparticulas quando compara-
se as formulagdes NZ e NZk. Esta reducdo pode estar relacionada a um
efeito estérico causado pelas cadeias do polimero tribloco PEO-PPO-
PEO, e a elevacdo do potencial zeta (de -5,0 para 28,2 mV para NZ e
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NZg, respectivamente), causando maior repulsdo eletrostatica entre as
nanoparticulas e prevenindo a formacdo de agregados que levam a
sedimentacdo das nanoparticulas proteicas (CHUACHAROEN;
SABLIOV, 2016; PODARALLA; PERUMAL, 2012). Hu e
McClements (2014) realizaram estudo semelhante utilizando Tween 80
como tensoativo para estabilizar nanoparticulas de zeina, e indicam que
existe uma interagdo entre das regides apolares do surfactante com as
porcdes apolares das nanoparticulas de zeina, fazendo com que as
cadeias polares do tensoativo exercam efeito estérico, evitando
agregacao entre as nanoparticulas.

Figura 40 — Representacdo gréfica: (A) do indice de instabilidade das

nanoparticulas de zeina; e (B) da densidade das nanoparticulas de zeina

secas por liofilizagéo.
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onde letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa
(P > 0,05) no teste de ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a =
0,05).
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Tabela 14. Avaliacdo do indice de instabilidade e da densidade aparente
das formulagdes de nanoparticulas de zeina contendo y-orizanol.

Indice de Densidade das
Formulacado Instabilidade + Nanoparticulas de
Desvio Padréo Zeina (mg.mL™ %)
NZ 0,525 + 0,005 9,947 +1,412°
NZx 0,387 + 0,004° 7,329 +0,985°
NZ-AS 0,625 + 0,006° 9,440 + 1,368"
NZ—AS 0,631 + 0,004° 10,871 + 1,013°
NZ-GA 0,824 + 0,003 18,818 + 2,627°
NZ-GA 0,741 + 0,004° 16,977 + 1,651°
NZ-QAMM 0,126 + 0,003 20,000 + 2,064°
NZx—QAMM 0,289 + 0,003¢ 11,840 + 1,136°
NZ-QMMM 0,173 +0,003" 11,836 + 1,809
NZx-QMMM 0,182 +0,005" 11,332 +1,082°
NZ-QBMM 0,476 + 0,005' 16,231 + 2,513°
NZ-QBMM 0,258 + 0,003 11,100 + 0,887°

ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a = 0,05).

A interagdo entre as nanoparticulas de zeina e os polissacarideos
apresentaram efeitos distintos sobre o indice de instabilidade dos
sistemas nanoestruturados. Um aumento significativo (P < 0,05) do
indice de instabilidade pode ser observado quando os polissacarideos
alginato de sddio e goma arabica sdo utilizados, enquanto a interacdo
com a quitosana de alta, média e baixa massa molar reduziu
significativamente o indice de instabilidade, conferindo menor
velocidade de sedimentagdo as nanoparticulas estabilizadas com este
polissacarideo (Figura 41).
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Figura 41 — Representacdo gréafica do perfil do indice de instabilidade
em funcdo do tempo de centrifugacdo para: (A) nanoparticulas de zeina
preparadas na auséncia de Kolliphor P188; e (B) nanoparticulas de zeina

preparadas na presenca de Kolliphor P188.
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4.4 AVALIAGAO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DO y-
ORIZANOL A PARTIR DAS NANOPARTICULAS DE ZEINA

A Figura 42 representa o perfil de liberagdo do y-orizanol a partir
das nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia (NZ) e na presenca
(NZx) de Kolliphor 188. Observa-se que o perfil de dissolucdo das
amostras NZ e NZx permanece semelhante no decorrer de 36 h, e que o
Kolliphor P188 infere um aumento sutil na massa de y-orizanol liberado
nos primeiros tempos iniciais, indicando um leve aumento do efeito
burst. As formulagdes preparadas atingem o plateau de liberagdo do vy-
orizanol no tempo de 12 h, onde um méximo de aproximadamente 76 e
78 % do y-orizanol foi liberado pelas formulacdes NZ e NZ,
respectivamente.
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Figura 42 — Perfil de liberacdo in vitro do y-orizanol a partir das
nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia e na presenca de
Kolliphor P188 (n = 6).
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A medida que as nanoparticulas de zeina interagem com 0s
polissacarideos, observa-se a alteracdo do perfil de liberacéo in vitro do
y-orizanol (Figura 43). O alginato de sodio foi capaz de reduzir
significativamente (P < 0,05) a eficiéncia de dissolu¢do do y-orizanol,
enquanto a goma arabica ndo alterou significantemente este pardmetro, e
a quitosana elevou, de forma estatisticamente significante (P < 0,05) a
eficiéncia de dissolucdo (Tabela 15).
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Figura 43 — Perfil de liberacdo in vitro das nanoparticulas de zeina
contendo polissacarideos quando preparadas: (A) na auséncia de
Kolliphor P188; e (B) na presenca de Kolliphor P188 (n = 6).
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Tabela 15. Dados de eficiéncia de dissolugao do y-orizanol a partir das
nanoparticulas de zeina (n = 6).

Formulagdo Eficiéncia de Dissolugdo + Desvio
Padrao (%)
NZ 62,38 +1,27 *°
NZx 64,97 + 2,01 ¢
NZ-AS 54,43 +2,14°
NZ-AS 57,05 + 3,13 °¢
NZ-GA 64,28 + 3,32 2P¢
NZ«-GA 63,07 +2,192°
NZ-QAMM 71,65 + 2,06 °°
NZx—QAMM 75,79 + 3,23 '
NZ-QMMM 76,58 + 2,04 ©'
NZx-QMMM 77,62 +3,22°"
NZ-QBMM 78,19 + 3,26 *
NZx-QBMM 79,47 +212"

ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (a = 0,05).

Os modelos matematicos que melhor descrevem o mecanismo de
liberagdo do y-orizanol a partir das nanoparticulas de zeina foi definido
através da avaliagdo do coeficiente de correlagdo (r?), sendo
considerados adequados 0s modelos que apresentam maiores
coeficientes de correlagdo. Na Tabela 16, pode-se verificar os
parametros calculados para os modelos matematicos propostos, onde o
modelo de Hixson-Crowell apresenta maior coeficiente de correlacéo.
Porém o modelo de Peppas-Sahlin também se apresenta adequado para
prever o mecanismo de liberagdo do y-orizanol, evidenciando uma
cinética de liberacdo bimodal (CHANG et al., 2017; LUO et al., 2011).
Observa-se, também, que os coeficientes de correlacdo apresentam-se
adequados para os modelos de primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas.
No entanto, dependendo do polissacarideo utilizado, diferentes valores
da constante n sdo obtidos, indicando que o tipo de polissacarideo
impacta diretamente no mecanismo de liberagdo do y-orizanol.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A Tabela 17 apresenta os resultados da atividade antioxidante do
y-orizanol. Observa-se que o y-orizanol apresenta uma atividade
antioxidante de 33,7 + 0,7 % e que a atividade é elevada
significativamente (Feaiculado > Ftabelado, ONde 527,779 > 3,885 para a =
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0,05) quando os fitoesterois sdo encapsulados em nanoparticulas de
zeina, podendo variar de 58,7 a 90,3 %. A atividade antioxidante das
nanoparticulas de zeina sem encapsulagdo de vy-orizanol (brancas)
também foram avaliadas, e pdde-se observar que a matriz apresenta
baixa atividade antioxidante (inferior a 8 %), indicando que 0 aumento
estatisticamente significativo (Feaiculado > Ftavelado, ONde 5385,63 > 3,422
para o = 0,05) da atividade antioxidante ndo esta relacionado a um efeito
sequestrador de elétrons da matriz proteica ou dos polissacarideos
utilizados no preparo do sistema nanoestruturado. Dentre o0s
componentes do sistema nanoestruturado, a atividade antioxidante da
zeina tem sido atribuida & presenca dos residuos dos aminoécidos
histidina, arginina, alanina, valina, metionina e leucina (WU; LUO;
WANG, 2012; ZHANG; LUO; WANG, 2011).



Tabela 16 — Pardmetros
nanoparticulas de zeina.

calculados para determinacdo do mecanismo de liberagdo do y-orizanol a partir das

Formulacio Ordem Zero P(;i:;:i;a Higuchi Korsmeyer—Peppas EI;L'?\:EI_] Peppas—Sahlin
k r k r? k r k n r? k r Kk Kk m P | o™
NZ 5,467 | 0,977 [ 0,015 | 0,990 | 20,42 | 0.889 [ 1.658 | 0,935 | 0,074 | 7,018 | 0,993 | 1,687 | 1,015 | 0,724 | 0,996 | 0,996
NZx 5,234 | 0,979 | 0,016 | 0,986 | 19,59 | 0,903 | 2,216 | 0,704 | 0,963 | 6,894 | 0,996 | 2,249 | 1,620 | 0,563 | 0,979 | 0,988
NZ-AS 3,642 | 0,996 | 0,013 | 0,995 | 15,02 | 0,940 | 1,158 | 1,019 | 0,990 | 5,728 | 0,999 | 1,168 | 0,901 | 0,828 | 0,990 | 0,995
NZx-AS 3,534 | 0,993 [ 0,013 | 0,996 | 14,75 | 0,956 | 1.262 | 0,982 | 0,986 | 5.646 | 0.998 | 1,261 | 1,101 | 0,788 | 0,978 | 0,990
NZ-GA 5,164 | 0,967 | 0,014 | 0,990 | 19,15 | 0,873 | 1,560 | 0,934 | 0,961 | 6.816 | 0,990 | 1,560 | 0,746 | 0,674 | 0.991 | 0,997
NZx—GA | 5.199 | 0,972 | 0.014 | 0,991 | 19.43 | 0.882 | 1.535 | 0,968 | 0.976 | 6.851 | 0,992 | 1,566 | 0.830 | 0,786 | 0,979 | 0,998
NZ-QAMM | 6,025 | 0,982 ] 0,016 | 0,989 | 22,66 | 0,914 [ 2,095 | 0,811 | 0,968 | 7.366 | 0,995 | 2,127 | 1,308 | 0,647 | 0.990 | 0,984
NZx—QAMM | 6,243 | 0,965 | 0,015 | 0,989 | 21,31 | 0,883 | 2,237 | 0,742 | 0,955 | 7.546 | 0,991 | 2,258 | 1,147 | 0,592 | 0,987 | 0,998
NZ-QMMM | 6,569 | 0,965 | 0,015 | 0,984 | 22,38 | 0,886 | 2,241 | 0,765 | 0,963 | 7,723 | 0,992 | 2,261 | 1,239 | 0,630 | 0.988 | 0,998
NZx—QMMM | 6,732 | 0,976 | 0,015 | 0.985 | 23,08 | 0,904 | 2,295 | 0,763 | 0.969 | 7.829 | 0,994 | 2,313 | 1,462 | 0,644 | 0,989 | 0,992
NZ-QBMM | 6,847 | 0,978 | 0,016 | 0,983 | 23,37 | 0,905 [ 2,305 | 0,761 | 0,968 | 7.879 | 0,995 | 2,323 | 1,463 | 0,628 | 0.993 | 0,999
NZx-QBMM | 6,898 | 0,983 | 0,016 | 0,985 | 23,60 | 0,916 | 2,360 | 0,745 | 0,970 | 7.913 | 0,996 | 2,377 | 1,600 | 0,615 | 0.996 | 0,998
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Tabela 17 — Avaliacdo da atividade antioxidante, pelo método DPPH,
das nanoparticulas proteicas (n = 6).

Atividade
Antioxidante das
amostras na

Atividade
Antioxidante das
amostras contendo y-

Formulagdo auséncia de y- orizanol + Desvio

orizanol = Desvio Padréo (%)
Padréo (%)

y-orizanol ~ 33,7+07°
NZ 83+04° 62,9+1,4°
NZx 7,9+0,3*° 71,3+18°
NZ-AS 6,1 +0,2"° 58,7+0,9°
NZk—AS 57+0,2° 70,8+04°
NZ-GA 7,7+0,3° 783+1,6°
NZ-GA 59+0,1° 82,3+1,1"
NZ-QAMM 56 +0,4°° 80,6 +0,6°'
NZx-QAMM 46+03" 844+11°
NZ-QMMM 51+0,1°" 81,5+0,9"
NZx-QMMM 47+0.2' 858+1,2"
NZ-QBMM 48+0,3" 87,4+11"
NZ—QBMM 41+04° 90,3+15"

ANOVA seguido de pos-teste de Tukey (o= 0,05).
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Nanoparticulas de zeina foram preparadas através do método do
anti-solvente. Segundo Zhong e Lin (2009) uma vez que uma solugédo
hidroalcodlica de zeina é adicionada em agua, sob agitacdo, pequenas
goticulas de etanol contendo zeina sdo formadas. Devido a excelente
miscibilidade do etanol em &gua, o solvente se difunde da fase organica
para a fase aquosa, reduzindo a solubilidade da zeina que se organiza
formando as nanoparticulas. A auto-organizagdo entre as cadeias da
zeina tem relagdo direta com sua propriedade anfifilica (LOWIK; van
HEST, 2004; WANG et al., 2004). Durante o processo de evaporacao do
etanol, ocorre um aumento da hidrofilicidade da fase aquosa, induzindo
a interacdo hidrofdbica entre as cadeias proteicas (WANG; PADUA,
2010).

A zeina é uma proteina que apresenta estrutura secundaria em o-
hélice, com 9 a 10 segmentos helicoidais conectados através de ligacdes
dissulfeto entre os residuos ricos em glutamina, resultando em uma
estrutura em forma de prisma. A superficie formada pelas estruturas o-
hélice apresentam propriedade hidrofébica, enquanto que, a porcéo
superior e inferior, sdo compostas por residuos hidrofilicos ricos em
glutamina (ARGOS et al., 1982; WANG; PADUA, 2012). Wang e
Padua (2012) descrevem a auto-organizacdo da zeina induzida pela
evaporacdo do solvente como um processo que envolve quatro
principais etapas (Figura 44). Em uma primeira etapa, a zeina, que em
solugdo hidroalcoolica apresenta conformagdo a-hélice, altera sua
estrutura secundéria para uma conformacdo B-folha a medida que o
etanol é evaporado dado ao aumento da hidrofilicidade do meio no qual
a proteina se encontra. Com a evaporag¢do do solvente, as estruturas em
B-folha se empacotam através de associa¢des que formam uma zona
hidrofébica interna com superficies hidrofilicas. Na sequéncia, as
moléculas de zeina empacotadas na forma de B-folha antiparalelas se
associam lado a lado, devido a intera¢@es hidrofébicas, originando uma
estrutura em forma de bastdo. Posteriormente os bastbes se curvam
formando anéis ou toroides que crescem a medida que novas camadas
de zeina sdo adicionadas a superficie da estrutura.

Adicionalmente, fatores como tipo de solvente, velocidade de
evaporagdo do solvente, e polaridade da fase aquosa tendem a
influenciar a formacdo das nanoparticulas de zeina. Nonthanum, Lee e
Padua (2013) demonstraram que o pH da solucdo de zeiha apresenta
influéncia quanto a morfologia das estruturas formadas durante o
processo de auto-organizacdo proteica, onde solucdes em pH
extremamente acidos (pH igual a 2,0) proporcionaram a formacéo de
filmes transparentes, enquanto solucdes em pH préximos ao ponto
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isoelétrico (pH 6,0) apresentaram formacao de microparticulas esféricas,
e solucbes extremamente alcalinas (pH 12,0) apresentaram a formacao
de microparticulas com maior nivel de agregacdo. Os resultados obtidos
por Nonthanum, Lee e Padua (2013) indicam que formulagdes
preparadas em pH proximo ao ponto isoelétrico tendem a formar
estruturas de morfologia esférica e com menor formagdo de agregados
gue processos envolvendo pH extremamente alcalinos ou acidos.

Figura 44 — Mecanismo de formacao das nanoparticulas de zeina
através do método de evaporacgéo do solvente.

Molécula da zeina

Crescimento da
Transformacao de ‘ particula

a—hélice em p—folha

Empacotamento das Estrutura curva e colapso
‘ estruturas B—folha do halo do toroide
94 y D Y i |
A I‘Hl L”ll H['['{‘ l » = S
L “l"'l'lJ s
Associacao antiparalela

FONTE: Adaptado de Wang e Padua (2012).

Quando avaliadas por microscopia eletrénica de transmissdo
(MET), pode-se observar que as nanoparticulas de zeina NZ apresentam
morfologia irregular, de tendéncia a esfericidade, porém mantendo
arestas bem definidas. As nanoparticulas de zeina, nas condicoes
empregadas no processo de obtencdo do sistema nanoparticulado,
direcionam a formacdo de estrutura esférica (NONTHANUM; LEE;
PADUA, 2013), no entanto a rapida evaporacdo do solvente pode
induzir a rapida alteracdo de conformacgdo a-hélice para [B-folha,
apresentando l1aminas caracteristicas da etapa de crescimento das
nanoestruturas, culminando em regides mais planares (WANG;
PADUA, 2012). A formacéo de agregados entre NZ pode ocorrer devido
ao processo de secagem no preparo dos grids, combinado a baixa
repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas.
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Surfactantes podem ser utilizados no preparo das nanoparticulas,
visando o aumento da estabilidade dos nanocarreadores. Neste trabalho,
foi utilizado o polimero tribloco (tipo ABA) Kolliphor P188, um
surfactante hidrofilico ndo-iénico, composto de um bloco hidrofébico de
oOxido de polipropileno (bloco B) ligado em suas duas extremidades a
blocos hidrofilicos de 6xido de polietileno (bloco A) (Figura 44)
(CHUACHAROEN; SABLIQV, 2016). Na Tabela 1, observou-se que a
adicdo de Kolliphor P188 ndo modificou estatisticamente o didmetro
médio das nanoparticulas e o indice de polidispersdo (PDI), porém
pode-se verificar uma tendéncia a reducdo do PDI com a adicdo do
tensoativo ndo-idnico.

Em contrapartida, a adicdo de Kolliphor P188 alterou
significativamente o potencial zeta das nanoparticulas. As
nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia de tensoativo
apresentam carga superficial igual a 5,0 £ 16,3 mV, provavelmente
devido & baixa protonagio dos grupamentos amino e carboxila (-NH5" e
—COO" ) decorrente da proximidade do pH da formulagdo do ponto
isoelétrico da proteina (pI = 5,8) (HU; MCCLEMENTS, 2014). A
adicdo de tensoativo recobrindo a superficie das nanoparticulas
promoveu um aumento do potencial zeta e predominio de cargas
positivas na superficie das nanoparticulas. As nanoparticulas de zeina
apresentam baixo potencial zeta, sendo um indicativo de sua baixa
estabilidade fisica devido a reduzida repulsdo eletrostatica entre as
particulas. Uma vez que a forca de atragcdo entre as nanoparticulas,
potencialmente devido a interacdo hidrofobica, supera a forca repulsiva
das cargas superficiais dos carreadores em pH préoximo ao ponto
isoelétrico, as particulas tendem a se agregar, formando clusters de
maior densidade e menor movimento Browniano, levando a
sedimentacdo das nanoparticulas proteicas e a consequente instabilidade
fisica do sistema (CHEN; YE; LIU, 2013; HU; MCCLEMENTS, 2014).
A presenca do tensoativo ndo-idnico Kolliphor P188 na superficie das
nanoparticulas, por sua vez, tende a promover uma protecao estérica as
nanoparticulas, reduzindo a probabilidade de agregacdo entre as
nanoestruturas e sua consequente sedimentacdo. O efeito do tensoativo
sobre a formulacdo das nanoparticulas pode ser observado através das
micrografias obtidas das formulagdes NZx, onde verifica-se que
particulas contendo tensoativo apresentam estrutura esférica,
provavelmente, devido a reducdo da tensdo interfacial causada pelo
surfactante.

Adicionalmente, a elevacdo do potencial zeta do sistema indica
um provavel aumento na estabilidade fisica do sistema carreador, com
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predominéncia de cargas positivas quando a concentracdo de tensoativo
utilizada é igual ou superior a 0,75 % (m/V). Estes resultados
corroboram com as imagens obtidas através da analise por MET, onde
houve uma reducdo da formacdo de agregados entre as nanoparticulas
proteicas, provavelmente devido a maior repulsdo estérica e eletrostatica
entre 0s nanocarreadores (CHUACHAROEN; SABLIOV, 2016;
PODARALLA; PERUMAL, 2012; WULFF-PEREZ et al., 2009).

Dentre as formulacBes obtidas, observa-se que existe uma
tendéncia a reducgdo do didmetro hidrodindmico das nanoparticulas e do
indice de polidispersdo (PDI) com o aumento da concentracdo de
Kolliphor P188 até 1,0 % (m/V). Apesar da elevacdo do potencial zeta,
quando concentragcdes superiores a 1,0 % foram empregadas, uma
reducdo da reprodutibilidade no preparo das formulacGes inviabilizou o
uso de concentragdes de tensoativo superiores a 1,0 %. Assim, uma vez
gue as nanoparticulas de zeina preparadas com Kolliphor na
concentragdo de 1,0 % (m/V) apresentam menor didmetro
hidrodindmico, adequado PDI, potencial zeta que confira maior
estabilidade fisicas ao sistema nanoparticulado, e proporcione
reprodutibilidade no desenvolvimento dos carreadores, esta formulagédo
foi selecionada para realizagdo de ensaios posteriores.

Dentre as estratégias adotadas atualmente para o aumento da
estabilidade fisica das nanoparticulas de zeina, destaca-se a interacéo
eletrostatica entre os sistemas nanoestruturados com moléculas capazes
de conferir repulsdo eletrostatica entre as particulas e/ou impedimento
estérico entre as mesmas (CHANG et al., 2017; HU; MCCLEMENTS,
2015; LUO etl al., 2011). Diferentes moléculas vém sendo utilizadas,
entre estas: proteinas, como o caseinato de sodio (CHANG et al., 2017)
e B-lactoglobulina (CHEN; ZHONG, 2014); e polissacarideos, como o
alginato de sdédio (HU; MCCLEMENTS, 2015), pectina (HU et al.,
2015), quitosana (LUO etl al., 2011; ZHANG et al., 2014), -carragena
(CHENG; JONES, 2017), goma aradbica (CHEN; ZHONG, 2015);
carboximetilcelulose (LUO; TENG; WNAG, 2012), entre outros. As
nanoparticulas de zeina preparadas na auséncia de Kolliphor P188 (NZ)
e as nanoparticulas de zeina preparadas na presenca de Kolliphor P188
na concentracdo de 1,0 % (m/V) (NZx) foram submetidas a interacdo
com diferentes concentragdes dos polissacarideos alginato de sédio
(AS), goma arébica (GA), quitosana de alta massa molar (QAMM),
quitosana de média massa molar (QMMM) e quitosana de baixa massa
molar (QBMM).

O alginato de sédio é um polissacarideo linear, isolado a partir de
algas marrons (Phaeophyceae), constituido de ligagdes (1—4) de
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residuos de B-p-acido manurénico (M) e o-_-&cido gulurbnico (G).
Devido as constantes de dissociagdo dos mondémeros M e G serem 3,38
e 3,65, respectivamente, o alginato de sddio possui a propriedade de
apresentar-se  negativamente carregado e formar complexos
eletrostaticos com a zeina em pHs proximos ao ponto isoelétrico
(FIORAMONTI et al., 2014, HARNISILAWAT;
PONGSAWATMANIT; MCCLEMENTS, 2006; HU; MCCLEMENTS,
2015). Observou-se que, tanto para NZ quanto para NZk, 0 aumento da
concentracdo de alginato de sdédio € seguido de um aumento
significativo do potencial zeta das formulagdes, conferindo carga
superficial mais negativa. Incialmente observa-se um aumento do
tamanho de particula e do PDI dos complexos, levando a formacéo de
precipitados, provavelmente devido a baixa concentracdo de
polissacarideo. A medida que a concentracio é elevada, e a competicio
elétrica ocorre pela interacdo com as nanoparticulas, o didmetro dos
nanocarreadores de zeina é reduzido, bem como o PDI, indicando que
ocorre uma interacdo mais ordenada entre o alginato de sddio e as
nanoparticulas. Hu e McClements (2015) indicam que, abaixo de uma
concentracdo critica, o alginato de sodio interage com as nanoparticulas
de zeina formando uma rede de floculacdo, sendo provavelmente a
causa da formacédo de estruturas de elevado didmetro e dos precipitados
inicialmente observados. Uma vez que a concentragdo de polissacarideo
é superior a esta concentracdo de saturacdo, uma interacdo mais
ordenada toma conta, estabilizando as nanoparticulas proteicas.

Porém, provavelmente devido a alta massa molar e ao elevado
raio de giracdo do polissacarideo, o didmetro das nanoparticulas
aumenta entre de 3 a 16 vezes em relacdo, e o PDI indica um sistema
polidisperso (PDI > 0,20). Sendo assim, os nanocomplexos formados
com a adicdo de uma concentracdo final de alginato de sédio igual a
2,0x102 % (m/v) foi selecionada para os ensaios posteriores, uma vez
gue apresentam as propriedade fisico-quimicas mais adequadas, bem
como maior reprodutibilidade entre as formulagGes, sendo assim
denominadas NZ-AS e NZ-AS.

As interacBes entre o alginato de sodio e as nanoparticulas
puderam ser evidenciadas através das andlises subsequentes de
espectroscopia no infravermelho (FT-IR) e microcalorimetria
exploratoria diferencial (DSuC). Uma pequena alteracdo no ntimero de
onda relativo ao estiramento do &cido carboxilico e do grupamento C-O
presentes no alginato de sddio (DAEMI; BARIKANI, 2012; NAGPAL;
SINGH; MISHRA, 2013) é observada para as amostras NZ-AS, no
entanto, alteragdes mais significativas ndo foram observadas devido a
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sobreposi¢cdo de bandas de interesse entre o polissacarideo e a proteina.
Entretanto, a analise por espectroscopia no infravermelho das amostras
NZx-AS ndo foram conclusivas, uma vez que bandas bastante intensas
do tensoativo Kolliphor P188 impossibilitaram a verificacdo de
interacdes entre a zeina e o polissacarideo. Quando avaliadas por DSuC
observou-se que o0 alginato de sodio apresenta em 56,80 °C um evento
caracteristico de transicdo vitrea (LIN; YEH, 2004) que ndo pode ser
observado nas amostras NZ-AS e NZk-AS devido a sobreposicdo de
eventos endotérmicos mais intensos. As NZ apresentam eventos
endotérmicos nas temperaturas de 28,98 e 50,75 °C, enquando a amostra
NZ-AS apresenta uma alteracdo do formato do pico endotérmico com
T maxima €m 50,92 °C. Esta pequena alteracdo observada por DSpC nao ¢
conclusiva quanto a interacdo entre o polissacarideo e a NZ, no entanto
0s resultados obtidos por FT-IR sugerem uma interagdo, provavelmente
por ligacdo de hidrogénio. Por outro lado, as NZx apresentam evento
endotérmico proeminente em 46,59 °C que fora reduzido para 45,25 °C
guando o sistema foi submetido a interacdo com o polissacarideo. Sendo
assim, observa-se que através dos resultados obtidos por FT-IR €
caracterizada a interagdo entre a proteina e o polissacarideo em NZ-AS,
e a interacdo na amostra NZ-AS é verificada por DSuC.

Indicios de interacdo puderam ser visualizadas através da andlise
por MET, onde houve uma redugdo da densidade eletrbnica na
superficie das nanoparticulas NZ-AS, apresentando uma morfologia
mais eliptica e menos regular, provavelmente devido ao recobrimento
das nanoparticulas com o polissacarideo. As formulagbes NZ-AS, por
sua vez, mantiveram sua morfologia esférica, apresentando estruturas de
baixa densidade eletrbnica na superficie das particulas, sendo um
indicativo de interacdo eletrostatica entre as nanoparticulas estabilizadas
com tensoativo e o polimero alginato de sodio. No entanto, as
formulacdes preparadas a partir da interagdo com o polissacarideo
alginato de sédio revelaram a formagdo de redes, potencialmente
formadas pelo polimero, contendo nanoparticulas imobilizadas em seu
interior. Este fendmeno pode estar relacionado diretamente ao aumento
do didmetro hidrodindmico das nanoparticulas proporcionado pela
interacdo destas com o polimero natural.

De forma semelhante, pdde-se verificar a interacdo entre as
nanoparticulas de zeina NZ e NZx com o polimero natural goma
arabica. A goma ardbica é um heteropolissacarideo de estrutura
complexa e ramificada, com cadeia principal composta por unidades de
B-galactopiranosil com residuos laterais de  -arabinose, | -ramnose, p-
galactose e p-acido glutdmico, ligados através de ligagdes B(1—6). Este
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complexo polimérico pode ser composto por fracbes varidveis de
arabinogalactana, glicoproteinas e arabinoglactana-proteina (GASHUA;
WILLIAMS; BALDWIN, 2016; TSAIl; KITAMURA; KOKAWA,
2017).

Considerando que a goma aradbica apresenta carga levemente
negativa (CHEN; ZHONG, 2015), observou-se que a adi¢cdo de goma
ardbica induziu um aumento das cargas negativas na superficie das
nanoparticulas. Em um primeiro momento, houve um aumento
exacerbado do didmetro hidrodindmico e do PDI, induzindo a
sedimentacdo dos sistemas nanoestruturados, seguido de uma reducédo
do didametro das nanoparticulas decoradas com goma arabica, e do PDI,
ao passo que o potencial zeta é estabilizado em aproximadamente —28
mV. A reducdo do PDI, associado a elevacdo do potencial zeta, séo
indicios de que um aumento da estabilidade das nanoparticulas de zeina
pode ter sido alcangado através da interagcdo das nanoparticulas com os
polissacarideos. (CHEM; ZHONG, 2015; GASHUA; WILLIAMS;
BALDWIN, 2016). As analises por MET demonstram que existe um
envelopamento das nanoparticulas pelas cadeias de goma arabica,
observado através da reducdo da densidade eletrdnica das nanoparticulas
NZ-GA e NZk-GA, com formacdo de agregados de nanocomplexos.
Sendo assim, através das caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas, a concentracdo de 1,0 % de goma arébica foi selecionada
para realizacdo dos ensaios posteriores.

Quando avaliadas por FT—IR, verificou-se que a interagdo entre
NZ e a goma arabica resultou em um deslocamento das bandas
caracteristicas do estiramento C-O-C e do estiramento simétrica da
carboxila, indicando que possivelmente existe uma relagdo entre o
grupamento carregado negativamente da goma arabica com residuos de
aminoacidos carregados positivamente na zeina. Esta interacdo
eletrostatica, possivelmente, ocorre concomitantemente as interacfes
hidrofdbicas entre os biomateriais (CHEN; ZHONG, 2015; ESPINOSA-
ANDREWS et al., 2010). Os resultados obtidos a partir do ensaio de
DSuC corroboram com a hipotese de interag@o entre o polissacarideo ¢ a
proteina, considerando o desaparecimento do evento endotérmico
caracteristico da zeina em 28,98 °C, e a reducdo da entalpia e alteracdo
da temperatura do segundo evento endotérmico, 53,59 °C e 50,75 °C,
para a goma arabica e as NZ, respectivamente, e a NZ-GA em 51,09 °C.
Por outro lado a interagdo entre NZx e goma arabica somente pode ser
evidenciada através da analise térmica, reduzindo a temperatura do
evento endotérmico de 46,59 °C e 45,25 °C para a NZx € a NAK-GA.
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Por fim, trés diferentes massas molares de quitosana foram
avaliadas quanto a capacidade de estabilizar as nanoparticulas de zeina.
A quitosana é um polissacarideo linear obtido através da desacetilacéo
da quitina, que pode ser extraida a partir da carapaca de crustaceos. Este
polimero catibnico é composto por residuos de N-acetil-p-glucosamina e
unidades de B-(1,4)-p-glucosamina dispostas aleatoriamente. Apresenta
um pK, de aproximadamente 6,5 e dependendo do grau de
depolimerizacdo pode ser disponibilizada como quitosana de baixa,
média ou alta massa molar, apresentando diferencas quanto a densidade
de cargas positivas e viscosidade (LIANG et al., 2017; LUO et al.,
2011). Quando as formulagbes NZ e NZx foram incubadas com a
quitosana, independentemente da massa molar do polissacarideo,
verificou-se um aumento estatisticamente significantivo do potencial
zeta das nanoparticulas, elevando sua carga superficial positiva, mesmo
nas menores concentragdes avaliadas.

Quando as quitosanas foram utilizadas, independentemente da
massa molar do polimero, ndo foi observado um aumento
estatisticamente  significativo no diametro hidrodindmico das
nanoparticulas, apesar de haver uma oscilacdo do tamanho dos sistemas
nanoparticulados a medida que a concentracdo do polissacarideo é
aumentada. Um aumento estatisticamente significativo foi verificado
somente nas concentragdes mais elevadas da QAMM e na QMMM. Este
fator pode estar relacionado a formacao de uma rede entre as cadeias de
polissacarideo nos polimeros de maior massa molar. De forma
semelhante o PDI apresentou um incremento & medida que a
concentracdo de polissacarideo foi elevada, formando um sistema mais
heterogéneo (LUO et al., 2011). Desta forma, foram selecionadas as
concentragdes de 0,025 %, 0,125, e 2,5x10° % (m/v) para a QAMM,
QMMM e QBMM, respectivamente.

Através da andlise por MET verifica-se uma reducdo da
densidade eletrdnica e manutencdo das propriedades morfoldgicas das
NZ-Quitosana e NZk-Quitosana, independentemente da massa molar do
polissacarideo. No entanto, observa-se, para as amostras que interagiram
com QAMM e QMMM, a formacdo de uma rede de polimeros ao redor
das nanoparticulas, enquanto as formulagGes preparadas com QBMM
demonstraram a alteracdo da superficie das particulas, sem formacéo da
rede de polissacarideos, possivelmente devido a um menor raio
hidrodinamico, menor raio de giracdo e menor densidade catidnica do
polimero de menor massa molar (BEKALE; AGUDELO; TAJMIR-
RIAHI, 2015).
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Quando avaliadas por FT-IR, nenhuma interacdo pbde ser
verificada entre os polissacarideos e as NZ e NZx, uma vez que existe
sobreposi¢do entre as bandas caracteristicas da quitosana e da zeina. Por
outro lado, através da analise por DSuC, pode-se verificar uma redugédo
da temperatura do evento endotérmico principal das nanoparticulas de
zeina que interagiram com as quitosanas, NZ-Quitosana e NZg-
Quitosana. As interagdes entre a zeina e a quitosana podem ocorrer por
interacdo eletrostatica, ligacdo de hidrogénio ou interagdo hidrofobica
(BEKALE; AGUDELO; TAIMIR-RIAHI, 2015; FARRIS et al., 2017;
LUO et al, 2011). Bekale, Agudelo e Tajmir-Riahi (2015)
demonstraram que a massa molar da quitosana apresenta influéncia
sobre a interagdo com proteinas. Os autores avaliaram a interacdo dos
polissacarideos de alta, média e baixa massa molar com as proteinas
albumina sérica bovina (BSA) e albumina sérica humana (HSA), e
verificaram que a interacdo da quitosana com a BSA ocorre
principalmente por interacdo hidrofébica, enquanto a interacdo com a
HSA é majoritariamente comandada por interacBes eletrostaticas. O
aumento da massa molar da quitosana aprimorou a interagdo com a BSA
enquanto a quitosana de média massa molar apresentou melhor
interacdo com a HSA do que os polissacarideos de alta e baixa massa
molar. Assim, verifica-se que a influéncia da massa molar € dependente
do tipo de proteina, que, paralelamente, interage através de diferentes
mecanismos, dependendo da natureza proteica. Considerando 0 aumento
da carga superficial e o deslocamento dos eventos endotérmicos das
amostras NZ-Quitosana e NZy-Quitosana, ao passo que nenhuma
alteracdo foi verificada por FT-IR, as quitosanas de alta, média e baixa
massa molar parecem interagir com as nanoparticulas através de
interacOes eletrostaticas e hidrofébicas.

A presenca de tensoativo e/ou de polissacarideos ndo apresentou
influéncia estatisticamente significante (P < 0,05) no teor de y-orizanol e
na eficiéncia de encapsulagdo das nanoparticulas (EE%), que
permaneceram em torno de 62,2 pg de y-orizanol.mL " de formulagdo e
100 %, respectivamente. O y-orizanol é uma mistura de ésteres do acido
fertlico com alcoois triterpénicos, que devido a seus nucleos esteroidais,
apresentam alta hidrofobicidade (MEUNIER; GOUPIL; LIENARD,
2017; MILLER; ENGEL, 2006; SHI et al., 2016; TAKEUCHI et al.,
2017; XU; GODBER, 1999). Sendo assim, a alta interacdo hidrofébica
do vy-orizanol com a zeina resulta em elevadas eficiéncias de
encapsulacdo, uma vez que existe uma pequena tendéncia a difusdo dos
fitoesterdis da matriz proteica para a fase aquosa, explicando a auséncia
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de concentragao detectavel do y-orizanol na fase
ultrafiltrada/centrifugada.

Os sistemas de liberacdo selecionados anteriormente foram
avaliados quanto a estabilidade fisica acelerada. Dentre os sistemas
avaliados na Figura 36, pode-se observar que o tensoativo Kolliphor
P188 tende a elevar a estabilidade fisica das nanoparticulas de zeina,
apresentando menor oscilacdo da transmitancia em funcdo do espaco e
do tempo, e a consequente reducdo significativa (P < 0,05) do indice de
instabilidade quando comparadas as formulagbes NZ e NZy. Este
aumento da estabilidade esta relacionado diretamente ao aumento do
potencial zeta das formulagdes, e principalmente ao efeito estérico
exercido pelo polimero tribloco na superficie dos nanocarreadores,
reduzindo a agregacado induzida pela interacdo hidrofébica da superficie
das nanoparticulas (HU; MCCLEMENTS, 2014; da ROSA et al., 2015;
SANTANDER-ORTEGA et al., 2007). Por outro lado, com a adi¢do de
polissacarideos as formulacGes, diferentes comportamentos foram
observados. Quando os polissacarideos alginato de sodio e goma arabica
sdo utilizados, existe um aumento significativo do indice de
instabilidade das formulacdes. O aumento do indice de instabilidade
causado através da interacdo entre a NZ e a NZx com o alginato de
sodio estd diretamente relacionado ao aumento do didmetro
hidrodindmico e do PDI das nanoparticulas. A polidispersao do sistema
e 0 aumento do didmetro das nanoparticulas implicam em uma elevagéo
da probabilidade de interagdo entre as particulas. O aumento do
didmetro das nanoparticulas impacta diretamente na reducdo do
movimento Browniano dos nanocarreadores, e a reducdo da mobilidade
tende a promover a agregacdo e consequentemente a precipitacdo dos
agregados formados (KOVALCHUK; STAROV, 2012). Porém, a
interacdo das nanoparticulas NZ e NZx com a goma arabica
proporcionou maior efeito sobre a reducdo da estabilidade do sistema,
mesmo apresentando uma significantiva reducdo do didmetro
hidrodindmico e do PDI, quando comparados aos sistemas obtidos a
partir da interacdo com o alginato de sodio. E este fator pode estar
relacionado ao fato de que a goma arabica confere menor carga
superficial as nanoparticulas que o alginato de sodio, somado a
significante elevacdo da densidade das nanoparticulas (P < 0,05).
Segundo a Lei de Stokes, a velocidade de sedimentacdo de uma
particula em suspensdo é diretamente relacionada ao quadrado do
didmetro das particulas, a densidade das particulas, densidade do meio e
a forca gravitacional, enquanto apresenta relagdo inversamente
proporcional a viscosidade do meio (LERCHE, 2002; LERCHE;



139

SOBISCH, 2014). Adicionalmente, quando avaliada por MET, as NZ—
GA e NZ—GA apresentam mais agregados, corroborando a hipotese de
gue a goma arabica promova maior agregacdo entre as nanoparticulas,
culminando no menor indice de instabilidade obtido. Chang e
colaboradores (2017) observaram que a interagdo eletrostatica da goma
arabica com nanoparticulas de zeina estabilizadas com caseinato de
sodio promoveu agregacdo excessiva entre 0s nanocarreadores,
formando precipitados e consequentemente reduzindo a estabilidade do
sistema nanoparticulado, provavelmente devido & formacdo de uma
estrutura, descrita pelos autores como tipo casca de nozes.

Por outro lado, a quitosana promoveu uma reducgdo significativa
do indice de instabilidade dos sistemas, apresentando relacdo
diretamente proporcional entre o aumento da massa molar do
polissacarideo e a elevagdo da estabilidade fisica em condicdo acelerada
das nanoparticulas obtidas através da interagdo da quitosana com as
amostras NZ e NZx. Na Figura 36 verifica-se uma pequena varia¢do do
perfil de transmitancia espaco e tempo dependente das nanoparticulas
estabilizadas com quitosana. Mesmo com 0 aumento da densidade das
particulas ap6s interacdo com as nanoparticulas NZ e NZy, a redugdo do
indice de instabilidade dos sistemas contendo quitosana pode estar
diretamente relacionada ao aumento da carga superficial das
nanoparticulas, entre +50 e +61 mV. Com 0 aumento da massa molar da
quitosana, verifica-se um aumento da distribuicdo de grupamentos
catibnicos por molécula de polissacarideo ou da densidade elétrica do
polimero, podendo colaborar com o aumento da repulsdo elétrica entre
as particulas (LIANG et al., 2017; LUO et al., 2011). Sendo assim,
pode-se verificar que através da interacdo entre as nanoparticulas e a
quitosana, foi possivel elevar a estabilidade fisica das nanoparticulas,
enquanto os polissacarideos alginato de sodio e goma arabica reduziram
significativamente a estabilidade das nanoparticulas, que se tornaram
mais susceptiveis a sedimentagdo. Assim como observado por Hou e
colaboradores (2012), a quitosana de média massa molar parece
adsorver de forma mais eficiente a superficie das nanoparticulas, uma
vez que promove maior efeito sobre o aumento da estabilidade fisica dos
nanocarreadores proteicos.

O perfil de liberagdo do y-orizanol a partir dos sistemas
nanoestruturados foi avaliado por um periodo de 48 h, seguido do
calculo da eficiéncia de dissolucdo e a da verificacdo dos modelos
matematicos que melhor descrevem o mecanismo de liberacdo dos
fitoesterdis. As nanoparticulas de zeina foram capazes de controlar a
liberagdo do y-orizanol, principalmente devido as caracteristicas
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hidrofdbicas dos fitoester6is e da matriz proteica, exercendo efeito
direto na baixa difusdo das moléculas do y-orizanol através da matriz
proteica para 0 meio de liberagdo. Chang e colaboradores (2017)
observaram semelhante efeito da zeina no controle da liberacdo de
curcumina, um polifenol hidrofébico. A presenca do tensoativo
Kolliphor P188 na formulacdo ndo afetou de forma estatisticamente
significativa (P > 0,05) a eficiéncia de dissolugdo do y-orizanol que
apresentou plateau de liberacdo apds aproximadamente 12 horas,
atingindo um maximo de liberacdo em torno de 76 e 78 % para NZ e
NZy, respectivamente. Chuacharoen e Sabliov (2016) observaram que a
presenca de tensoativos na superficie das nanoparticulas de zeina
reduziram, em cerca de 3 vezes, o percentual de luteina liberado nas
primeiras horas quando comparado com as formulacfes preparadas na
auséncia de tensoativos. Tal fendbmeno ndo foi observado no presente
estudo, provavelmente devido a maior hidrofobicidade do y-orizanol, em
relacdo a luteina, proporcionando menor difusdo dos fitoesterdis para o
meio de liberacdo.

Adicionalmente, a provavel formacdo de uma estrutura compacta
durante o processo de nanoprecipitacio (WANG; PADUA, 2012)
restringe ainda mais a capacidade do y-orizanol em se difundir das
camadas mais internas da nanoparticula para o meio de liberagdo. Esta
hipotese corrobora com o baixo coeficiente de correlagdo para 0 modelo
de cinética de liberacdo de Higuchi, indicando que o mecanismo de
difusdo, por si s, ndo representa adequadamente o comportamento de
liberagdo do  vy-orizanol a partir das nanoparticulas de zeina
(SIEPMANN; PEPPAS, 2001; SIEPMANN; PEPPAS, 2011; PAUL,
2011).

Por sua vez, quando as nanoparticulas de zeina interagem com os
polissacarideos avaliados, uma alteracdo do perfil de liberagdo in vitro
do y-orizanol pode ser verificada na Figura 43A-B, bem como na Tabela
15. Observa-se que a interacdo das nanoparticulas de zeina com o0s
polissacarideos impacta de forma distinta, variando de acordo com o
polimero empregado. Quando as nanoparticulas NZ e as NZy interagem
com o alginato de sddio, existe uma tendéncia a se obter um maior
retardo na liberagdo in vitro do y-orizanol, impactando de forma
significativa na reducdo da eficiéncia de dissolucdo do fitoesterol (P <
0,05). A goma ardbica, por sua vez, apresentou pouca ou nenhuma
influéncia sobre o perfil de dissolugcdo, enquanto a quitosana
proporcionou um aumento na taxa de liberagdo do y-orizanol, elevando
significativamente sua eficiéncia de dissolugdo (P < 0,05).
Adicionalmente, verificou-se uma tendéncia a uma relagdo inversamente
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proporcional entre a massa molar da quitosana e o aumento da eficiéncia
de dissolugéo do y-orizanol. No entanto, esta tendéncia é mais evidente
para as nanoparticulas preparadas na auséncia de Kolliphor P188
(Figura 43A e Tabela 15), sugerindo que a presenca de Kolliphor P188
(Figura 43B) na formulacdo reduza o efeito da massa molar do
polissacarideo sobre o perfil de liberagdo in vitro dos ésteres do &cido
fertlico com os alcoois triterpénicos (KHAN, 1975).

Diferentes autores tém estudado o perfil de liberacdo de distintas
moléculas hidrofébicas a partir da matriz de zeina (CHUACHAROEN;
SABLIOV, 2016; LUO et al., 2011; PATEL et al., 2010; PATEL et al.,
2012; PATEL; VELIKOV, 2014; SUN et al.,, 2017), no entanto, a
literatura carece de estudos que avaliam o mecanismo de liberagdo de
moléculas bioativas a partir de nanoparticulas de zeina.

Para selecdo dos modelos matematicos adequados para descri¢ao
da cinética de liberacdo in vitro do y-orizanol a partir dos sistemas
nanoestruturados, foram  selecionados aqueles modelos que
apresentaram coeficiente de correlacdo (r?) superiores a 0,970
(BALCERZAK; MUCHA, 2010; DASH et al., 2010). Neste sentido, na
Tabela 20 observa-se que as nanoparticulas de zeina, mesmo apds
interacdo com os diferentes polissacarideos, apresentam coeficientes de
correlagdo iguais ou superiores a 0,990 para o modelo de Hixson-
Crowell, consistindo em um mecanismo de liberagdo de y-orizanol
caracterizado pela dissolugdo em funcéo da alteracdo da area superficial
das nanoparticulas (HIXSON; CROWELL, 1931; SITTA et al., 2014).
O coeficiente de Hixson-Crowell (Kyc) € reduzido quando o
polissacarideo alginato de soédio é adicionado as nanoparticulas,
indicando uma tendéncia de redugdo da relagéo entre a dissolugdo do y-
orizanol e a variacdo da area superficial das nanoparticulas. A goma
arabica, por sua vez, apresenta pouca ou nenhuma interferéncia sobre o
Kne, enquanto a quitosana eleva consideravelmente o coeficiente. O
efeito da quitosana sobre o Kyc é inversamente proporcional a massa
molar do polissacarideo, indicando que quanto menor a massa molar
deste polimero catidnico, maior o coeficiente de Hixson-Crowell.

Mesmo que a matriz proteica apresente baixa solubilidade em
meio aquoso, é possivel que durante o ensaio de dissolu¢do haja a
difusdo de moléculas de agua nas regido superficial das nanoparticulas,
onde durante o processo de formagdo das nanoparticulas, se situam as
regides menos hidrofébicas da zeina (NONTHANUM: LEE; PADUA,
2013; WANG; PADUA, 2012). Este processo pode ser facilitado devido
a provavel relaxacdo das cadeias proteicas em virtude da temperatura
utilizada no ensaio de dissolucao.
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Concomitantemente, existe uma tendéncia das nanoparticulas se
adequarem também ao modelo de Peppas-Sahlin, indicando que, nas
primeiras 3 horas, a liberagdo de y-orizanol ocorre sob influéncia do
mecanismo de difusdo Fickiana (k;), seguido de um mecanismo regido
pela erosdo das nanoparticulas (ky), indicando que, em um primeiro
momento, a liberagdo do y-orizanol estd relacionada a difusdo das
moléculas, provavelmente, adsorvidas a superficie das nanoparticulas,
seguido de um mecanismo regido pela erosdo da matriz ou relaxacao das
cadeias proteicas para posterior liberacdo dos fitoesterdis retidos no
interior das nanoparticulas (FU; KAO, 2010; PEPPAS; SAHLIN, 1989;
SIEPMANN; PEPPAS, 2011; SIEPMANN; SIEPMANN, 2008).

Adicionalmente, as nanoparticulas de zeina preparadas
apresentaram coeficientes de correlacdo adequados para o modelo de
primeira ordem, indicando influéncia da concentragdo liberada sobre o
taxa de liberagdo do y-orizanol. Este fenbmeno caracteriza um provavel
efeito da matriz polimérica sobre o perfil de liberacdo dos fitoesterois
(BALCERZAK; MUCHA, 2010; DASH et al.,, 2010). E quando
avaliado o modelo de Korsmeyer-Peppas, observa-se que, apesar dos
menores coeficientes de correlacdo, observa-se que as amostras NZx e
as nanoparticulas estabilizadas com quitosana apresentam constante (n)
entre 0,45 e 0,89, indicando um mecanismo de transporte anémalo, nao
Fickiano, enquanto as formulagdes NZ e as nanoparticulas adicionadas
de alginato de sodio e de goma arabica, apresentam n superior a 0,89,
sendo relacionado ao mecanismo de transporte de Caso Il, ndo Fickiano
(LAO et al., 2011; SIEPMANN; SIEPMANN, 2008). Desta formas
sugere-se que, as nanoparticulas preparadas com adicdo de alginato de
sodio e goma arabica apresentam maior influéncia do mecanismo de
relaxagdo das cadeias polimérias para difusdo do y-orizanol através da
matriz proteica/polissacaridica. Estes resultados corroboram com a
aplicacdo do modelo de primeira ordem, salientando a importancia do
efeito da matriz sobre a liberagdo do y-orizanol.

Por outro lado, as nanoparticulas estabilizadas com quitosana
apresentaram mecanismo relacionado a difusdo e a modificacdo da area
superficial das nanoparticulas. Observa-se, ainda, que com a reducdo da
massa molar da quitosana, houve um aumento da constante de
Korsmeyer-Peppas (Kkp), € que existe uma tendéncia a elevagdo da Kyp
com o uso de Kolliphor P188 na formulagdo das nanoparticulas,
evidenciando que estes parametros elevam a caracteristica anémala da
cinética de liberacdo do vy-orizanol. Luo e colaboradores (2011)
demonstraram que a incorporacdo de quitosana em nanoparticulas de
zeina proporcionou um aumento do percentual de liberagdo de o-
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tocoferol, seguido de uma constante reducdo da taxa de liberacdo a
medida que a massa de quitosana € aumentada. Este fator pode estar
relacionado ao fato de que a interacdo eletrostatica entre a proteina e a
quitosana, inicialmente promova alteracdo superficial suficiente para
gue a matriz proteica se torne mais permedvel as moléculas
encapsuladas e ao meio de dissolugdo. O aumento da concentracdo de
polissacarideo pode levar a formacdo de uma rede tridimensional de
quitosana que envolve as nanoparticulas, reduzindo a liberagdo de
moléculas encapsuladas devido a uma menor solvatacdo/difusdo de
solvente e devido a capacidade da matriz polissacaridica em reter as
moléculas bioativas, retardando ainda mais a liberagdo destes compostos
no meio de liberagdo (LUO et al., 2011).

Desta forma, pode-se propor que o mecanismo de liberagdo do y-
orizanol a partir das nanoparticulas de zeina é governado por diferentes
mecanismos. Inicialmente através da difusdo do fitoesterol adsorvido na
superficie dos carreadores, seguido da difusdo do meio de liberagdo nas
camadas menos hidrofilicas da matriz proteica, causando relaxacdo das
cadeias de zeina, promovendo a liberagdo do y-orizanol, através de
transporte do tipo Caso Il ou Supercaso Il. Neste sentido, as
nanoparticulas de zeina foram capazes de controlar a liberagdo do -
orizanol, onde a eficiéncia de dissolucdo é reduzida a medida que as
nanoparticulas interagem com alginato de sédio, e elevadas ao passo que
a quitosana ¢ utilizada.

Na sequéncia, foram realizados o0s estudos de atividade
antioxidante através do modelo do radical DPPH®, que consiste na
avaliacdo da capacidade do analito em reduzir o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidazila (DPPH®) a 2,2-difenil-picrilhidrazila (DPPH-H),
convertido de uma solugdo roxa a uma solucdo amarelada quando
reduzida (MASSAROLO et al., 2017). A atividade antioxidante do y-
orizanol foi avaliada através de soluces do fitoesterol livre e comparada
diretamente com a atividade exercida pelo y-orizanol contido nos
sistemas nanoestruturados desenvolvidos. Também foi avaliada a
atividade antioxidante dos nanocarreadores preparados na auséncia do
fitoesterol (nanoparticulas brancas). Verificou-se que o y-orizanol livre
apresenta atividade antioxidante de 33,7 + 0,7 % do radical DPPH®,
corroborando com ensaios realizados por diferentes autores (JHA;
PANCHAL, 2017; JULIANO et al., 2005; MASSAROLDO et al., 2017).

Para avaliar a atividade antioxidante do y-orizanol
nanoencapsulado, primeiramente foram avaliados o0s sistemas
nanocarreadores brancos, e verificou-se que as nanoparticulas NZ e NZy
apresentam atividade antioxidante de 83 = 04 e 7,9 £ 0,3,
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respectivamente. Tang e Zhuang (2014) estudaram a atividade
antioxidante da zeina através dos modelos de atividade de reducédo de
radical, quelacdo de ions metalicos, e inibi¢do da lipoperoxidacdo. Para
tanto, a zeina foi hidrolisada e as fracfes desta prolamina avaliadas
guanto a atividade antioxidante. Os autores verificaram que a fracdo
com tamanho inferior a 3 kDa, composta pelos peptideos Prolina-
Fenilalanina (263,13 Da) e Leucina-Prolina-Fenilalanina (375,46 Da)
apresentaram os maiores indices de atividades antioxidantes quanto a
ainda sugerem que a atividade antioxidante da zeina, esteja relacionada
a presenga de residuo dos aminoéacidos histidina, arginina, alanina,
valina, metionina e leucina (WU; LUO; WANG, 2012; ZHANG; LUO;
WANG, 2011). Deste modo, propde-se que a pequena atividade
antioxidante proveniente das nanoparticulas brancas esta relacionada a
capacidade da prolamina zeina em reduzir o radical DPPH®. No entanto,
por ser tratar da proteina na sua forma nao hidrolisada e organizada na
forma de nanoparticulas compactas, existe, provavelmente, uma baixa
exposicdo dos residuos de aminoacido com maior potencial doador de
hidrogénios, impactando na baixa capacidade antioxidante.
Adicionalmente, a camada do tensoativo tribloco Kolliphor P188 na
superficie das amostras NZy tende a reduzir a atividade antioxidante da
formulagdo branca, possivelmente devido a um efeito estérico causado
pelo polimero, reduzindo a interacdo entre os residuos antioxidantes da
zeina e o radical DPPH* (CHUACHAROEN; SABLIOV, 2016).

Quando nanoencapsulado, o y-orizanol apresentou um aumento
estatisticamente significativo (Feaicuiado > Ftavelado, ONde 527,779 > 3,885
para a = 0,05) na atividade antioxidante frente ao modelo de redu¢do do
radical DPPH®. No entanto, ndo se pode atribuir este aumento de
atividade aos componentes dos sistemas nanoparticulados, uma vez que
a atividade antioxidante permaneceu inferior a 8,5 % para todas as
formulagdes brancas. Quando os polissacarideos sdo empregados,
observa-se uma reducdo da atividade antioxidante das nanoparticulas
brancas, provavelmente devido a uma reducdo da acessibilidade aos
residuos redutores do radical DPPH® devido a um impedimento estérico
proveniente da interacdo zeina—polissacarideos.

O alginato de sodio apresenta proeminente atividade antioxidante,
onde a proporgdo dos residuos de B-p-acido manurénico (SELLIMI et
al., 2015; SEN, 2011). Sen (2011) verificou que ICso de 25 mg.mLf1
para o0 polissacarideo, no entanto a baixa concentracdo do
polissacarideo, associada a reduzida mobilidade da cadeia devido
interacdo com as nanoparticulas tendem a minimizar o efeito do
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polissacarideo sobre o radical. Enquanto a goma arabica apresenta
atividade antioxidante, provavelmente devido a grande quantidade de
hidroxilas presentes neste polissacarideo ramificado (ADDAI et al.,
2013), poucos estudos tém demonstrado com clareza o impacto deste
polissacarideo sobre a atividade antioxidante, independentemente do
modelo empregado. Por sua vez, Garcia e colaboradores (2015)
descrevem que a quitosana apresenta atividade antioxidante,
provavelmente devido a doacdo de hidrogénio do grupamento amino
para o radical DPPH®, e demonstram que a reducdo da massa molar do
polissacarideo ndo interfere significativamente (P > 0,05) na atividade
antioxidante do polimero.

Quando avaliada a Tabela 17, observou-se que existe uma
reducdo da atividade antioxidante com o uso do alginato de sddio como
polissacarideo, que é aumentado com o emprego da goma arabica,
atingindo niveis maximos quando a quitosana interage com as
nanoparticulas de zeina, sendo as amostras NZ-QBMM e NZx-QBMM
aquelas formulagbes que apresentam maior atividade antioxidante.
Sendo assim, é possivel inferir que os sistemas nanocarreadores foram
capazes de aumentar significativamente a atividade antioxidante do y-
orizanol. Este resultado corrobora com dados da literatura acerca de
distintas moléculas bioativas que apresentam um aumento da atividade
antioxidante a medida que sdo carreadas em nanoparticulas preparadas
por diferentes biomateriais (HUANG et al., 2017; LIANG et al., 2017;
da ROSA etal., 2015; ZHANG; ZHAO, 2017).






6 CONSIDERACOES FINAIS







149

As nanoparticulas de zeina foram satisfatoriamente preparadas
pelo método do anti-solvente, onde o aumento da concentracdo
de Kolliphor P188 até a concentracdo de 1,0 % (m/V) na fase
aquosa possibilitou o aprimoramento das caracteristicas fisico-
guimicas dos nanocarreadores;

A interacdo entre os polissacarideos e as nanoparticulas de
zeina NZ e NZx pode ser confirmada através da avaliacdo da
variagdo do didmetro hidrodindmico e potencial zeta das
nanoparticulas, bem como analise por microscopia eletrénica de
transmissdo, espectroscopia no infravermelho e micro-
calorimetria exploratéria diferencial;

Todos o0s nanocarreadores apresentaram eficiéncia de
encapsulagdo de y-orizanol proximas a 100 %, ndo havendo
diferenca significativa entre o emprego de tensoativo e/ou o
tipo de polissacarideo utilizado na formulagéo;

Verificou-se que o tensoativo Kolliphor P188 elevou a
estabilidade fisica das nanoparticulas. No entanto, o0s
polissacarideos alginato de sédio e goma arabica reduziram
significativamente a estabilidade fisica das nanoparticulas,
enquanto a quitosana elevou significativamente a estabilidade
fisica das formulacdes;

As nanoparticulas de zeina foram capazes de controlar a
liberagdo do y-orizanol, onde a adi¢do de tensoativo ndo alteram
significativamente a eficiéncia de dissolucdo das nanoparticulas
de zeina;

A interacdo das nanoparticulas com alginato de sodio reduziu
significativamente a eficiéncia de dissolucdo, enquanto a goma
arabica ndo modificou as propriedades de liberagdo do y-
orizanol;

Por outro lado, a quitosana apresentou um aumento da
eficiéncia de dissolucdo, provavelmente devido maior relaxacéo
das cadeias de zeina e maior difusdo do meio de dissolucdo na
matriz de proteica;

O mecanismo de liberacdo do y-orizanol parece estar
relacionado a difusdo inicial dos fitoesterdis adsorvidos na
superficie das nanoparticulas, seguido da difusdo do meio de
dissolucdo nas camadas mais hidrofilicas da matriz proteica,
com consequente relaxacdo das cadeias de zeina, promovendo a
liberacdo dos fitoesterois através de transporte do tipo Caso l;
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As nanoparticulas de zeina foram capazes de maximizar o
efeito redutor do y-orizanol sobre o radical DPPH®, quando
comparado com o fitoesterol livre. No entanto, as
nanoparticulas brancas nao apresentaram atividade antioxidante
superior a 8,5 %j;

A interacdo com alginato de soédio reduziu a atividade
antioxidante das nanoparticulas de zeina, enquanto a quitosana
elevou significativamente a capacidade redutora do radical
DPPH®, onde as formulagdes NZ-QBMM e NZx-QBMM
apresentaram maiores indices de atividade antioxidante;

Sendo assim, as formulagdes preparadas a partir da interacdo
das nanoparticulas com quitosana apresentaram menores
indices de instabilidade, maior eficiéncia de dissolucdo e maior
atividade antioxidante, ao passo que mantém PDI menor que
0,2 e elevado potencial zeta, com carga superficial positiva;
Dentre as formulagbes preparadas com quitosana, se destacam
aquelas provenientes da interacdo com a QMMM, que confere
maior estabilidade fisica, em condicédo acelerada, que 0s demais
sistemas;

N&o houve diferenga significativa entre as formulages NZ-
QMMM e NZx-QMMM. Assim, as nanoparticulas NZ-QMMM
sdo consideradas o sistema mais promissor para liberacdo
controlada de y-orizanol;

Para estudos posteriores, propde-se a avaliagdo da capacidade
das nanoparticulas em proteger o y-orizanol da degradacdo
térmica, além da avaliacdo da incorporacdo das nanoparticulas
de zeina em diferentes matrizes alimenticias e verificar a
estabilidade fisica das nanoparticulas incorporada ao alimento,
principalmente devido & composi¢do ibnica das matrizes e
avaliar o potencial de aprimoramento da estabilidade do
alimento frente ao estresse oxidativo.
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1 DESENVOLVIMENTO E VALIDQ\CAO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DO y-ORIZANOL

1.1 PERFIL CROMATOGRAFICO

Para avaliagdo do perfil cromatografico do vy-orizanol, foi
preparada uma solucdo de concentragdo 1 mg.mL* utilizando as
mesmas fases movel e estaciondria descritas no item 4.2, porém com o
ajuste do fluxo para 0,4 mL.min*. Esta condicdo permitiu detectar e
separar adequadamente os diferentes ésteres de acido ferdlico e alcoois
triterpénicos.

O perfil cromatogréfico da solu¢do de y-orizanol (Figura 45)
apresenta, nos primeiros 12 min., uma sequéncia de picos menos
intensos e com baixa resolucdo, caracteristicos de substdncias mais
polares presentes na matriz vegetal. Na sequéncia, a eluicdo de quatro
substancias que resultam em quatro picos mais intensos. Xu e Godber
(1999) descrevem o y-orizanol oriundo da Oryza sativa L. como uma
mistura majoritariamente constituida por ferulato de cicloartenol,
ferulato de 24—metilenocicloartanol, e ferulato campesterol, e menores
concentragdes de ferulato de A’—estigmastenol, ferulato de
estigmasterol, ferulato de A7—campestenol, ferulato de A7—sitosten0|,
ferulato de sitosterol, ferulato de campestanol, e ferulato de sitostanol.
De acordo com os estudos realizados por Rogers e colaboradores
(1993), Xu e Godber (1999), Miller e Engel (2006), Kim e
colaboradores (2013), e Sakunpak e colaboradores (2014), além das
caracteristicas fisico-quimicas dos ésteres de acido fertlico com alcoois
triterpénicos, estima-se que os picos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, e 10
correspondam ao ferulato de A’-estigmastenol, ferulato de estigmasterol,
ferulato de cicloartenol, ferulato de A’-campestenol, ferulato de A'-
sitostenol, ferulato de 24-metilenocicloartanol, ferulato de campesterol,
ferulato de campestanol, ferulato de sitosterol, e ferulato de sitostanol,
respectivamente, conforme indicado por Rogers e colaboradores (1993),
Kim e colaboradores (2013) e por Xu e Godber (1999).
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Figura 45 — Perfil cromatografico da solucéo de y-orizanol.
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1.2 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA
1.2.1 Especificidade

Para determinar a especificidade do método, foram avaliados
cromatograficamente o diluente, nanoparticulas preparadas sem a adi¢do
de y-orizanol (nanoparticulas brancas), solu¢ao de y-orizanol, solucéo de
NPpgranca contaminada com vy-orizanol, e solugdo oriunda da extracdo do
y-orizanol a partir da nanoparticula de zeina. Os cromatogramas foram
sobrepostos na Figura 46 a fim de verificar que ndo ha interferéncia
proximo ao tempo de retengdo do y-orizanol quando avaliados o diluente
(Fig. 46A) e as nanoparticulas brancas (Fig. 46B—C), indicando que os
constituintes da formulagdo das nanoparticulas ndo interferem na
avaliagdo cromatografica dos fitoester6is quando o método
desenvolvido foi empregado.
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Figura 46 — Sobreposic¢do dos cromatogramas das solugdes preparadas a
partir: (A) do diluente; (B) das nanoparticulas brancas preparadas na
auséncia de Kolliphor P188; (C) das nanoparticulas brancas preparadas
na presenga de Kolliphor P188; (D) da solugdo de y-orizanol; (E) da
solucdo obtida a partir das nanoparticulas brancas preparadas na
presenga de Kolliphor P188 e contaminadas com y-orizanol; (F) das
nanoparticulas contendo y-orizanol, preparadas na auséncia de Kolliphor
P188; e (G) das nanoparticulas contendo y-orizanol, preparadas na

presenca de Kolliphor P188.
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Adicionalmente, observa-se que a solu¢do de y-orizanol (Figura
46D) apresenta um perfil cromatografico complexo, principalmente
devido & variedade na composicdo dos ésteres do acido trans-feralico
(4cido trans-hidroxicindmico) com alcoois triterpénicos. As demais
solugdes contendo vy-orizanol (Fig. 46E-G) apresentam perfil
cromatogréfico similar a solugéo padrdo, indicando que ha auséncia de
interferéncia oriunda da matriz proteica sobre identificacdo dos
fitoesterdis, bem como a conservacdo do perfil apds o processo de
nanoencapsulagao.

1.2.2 Linearidade e limites de quantificacdo e de detec¢do

Para avaliacdo da linearidade foram preparadas curvas analiticas
para os cinco picos majoritarios. As curvas foram plotadas em funcéo da
soma das areas dos picos cromatograficos, expressos como y-0rizanol,
uma vez que ndo foram obtidos padrBes devidamente caracterizados
para realizacdo de curvas analiticas individuais para os fitoesterdis
(Figura 47).
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A Figura 47 apresenta a curva analitica obtida para o y-orizanol,
Cuja equacao da reta média é y = 14739x — 132,90. Pode-se observar que
o intervalo entre as concentra¢des de 2,0 a 10,0 pug.mL ™" apresenta
linearidade, uma vez que o valor do coeficiente de correlagdo (r) é
superior a 0,990. Verificou-se, ainda, através da analise de regressao
linear, que existe significancia da correlacdo, onde Feaiculado > Fiabelado
(20826 > 4,667), e que os residuos se distribuem aleatoriamente.
Através do teste de Cochran, péde-se observar que Ceacuiado < Cabelado
(0,4570 < 0,6838), indicando homocedasticidade dos residuos. Os
limites de quantificacdo e de deteccdo também foram calculados,
correspondendo a 0,286 e 0,095 pg.mLﬁl, respectivamente.

Figura 47 — Curva analitica do y-orizanol determinado por CLAE.
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1.2.3 Precisdo

Nas Tabelas 18 e 19, pode-se observar que 0 método se mostrou
preciso tanto para a quantificacdo do teor das amostras de nanoparticulas
de zeina preparadas na presenca de Kolliphor P188 (Teor) quanto para a
determinagdo da concentragdo de y-orizanol liberado a partir das
nanoparticulas de zeina preparadas na presenga de Kolliphor P188
(Dissolucdo), apresentando desvio padrdo relativo (DPR%) inferior a
5,0 % para os ensaios de repetibilidade e precisdo inter-dia.
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Tabela 18. Resultados obtidos na avaliacdo da repetibilidade do método
cromatografico para determinagdo do y-orizanol.

Teor Dissolucéo
Repeticdes Concentracao Concentracado
(pg.mL™) (pg.mL™)
1 6,23 6,04
2 6,19 6,05
3 6,24 6,06
4 6,26 6,04
5 6,23 6,04
6 6,18 6,05
Média 6,22 6,05
DPR (%) 0,49 0,14

Tabela 19. Resultados obtidos na avaliagdo da precisdo inter-dia do
método cromatografico para determinagao do y-orizanol.

Dia Teor Dissolugéo
Concentracdo DPR Concentracao DPR
(ngmL™) (%) (ng-mL™) (%)
6,22 +£0,03 0,49 6,04 £0,01 0,14
6,24 £ 0,02 0,32 6,05+ 0,01 0,17
6,21+0,01 0,16 6,04 + 0,01 0,16

1.2.4 Exatidao

A Tabela 20 apresenta os valores de recuperagdo do y-orizanol
adicionado a amostra branca de nanoparticulas de zeina e ao meio de
dissolucdo. Todos os valores permaneceram na faixa de 95 a 105%,
evidenciando a exatiddo do método.
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Tabela 20. Recuperagido do y-orizanol apds contaminagdo da amostra
branca de nanoparticulas de zeina e meio de dissolugéo.

Concentracdo

. . Concentragéo x
tedrica de vy- . Recuperagéao
orizanol ex?erm;ental df_“{_ Média (%)
(ng.mL ™) orizanol (pg.mL ™)

2,00 1,99 99,50
Teor 6,00 6,01 100,17
10,00 10,03 100,30
2,00 2,01 100,50
Dissolucéo 6,00 6,00 100,00
10,00 9,98 99,83

1.2.5 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método analitico, trés parametros
de andlise foram variados: propor¢do volumétrica entre 0s componentes
da fase movel, fluxo da fase movel e comprimento de onda. Como
observado na Tabela 21, verifica-se que o método analitico é robusto
para quantificagdo do teor de y-orizanol nas nanoparticulas de zeina e da
concentracdo dos fitoesterois no meio de dissolucédo, apresentando DPR
inferior a 5%.

1.4 CONCLUSAO

A partir do exposto, verifica-se que o método proposto por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi validado, demonstrando-se
especifico, linear, preciso, exato e robusto, se mostrando adequado para
quantificar o y-orizanol contido nas nanoparticulas de zeina, e
concentracdo liberada no meio de dissolucgdo a partir das nanoparticulas
de zeina.



Tabela 21. Resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método de quantifica¢do do y-orizanol por CLAE.

Teor Dissolucéo

Variagéo Concentracéo DPR Concentragiio (ng.mL~ DPR
(ng.mL™) (%) ) (%)
55:45 6,26 0,16 6,03 0,29

Metanol: _
Acetonitrila (v/v) 60:40 6,24 0,62 6,04 0,17
65:35 6,21 0,81 5,97 0,91
Fluxo da Fase Mével 18 6,23 0,11 6,03 0,48
(mL.min’l) 2,0 6,24 0,62 6,04 0,17
2,2 6,17 0,67 6,01 0,99
Comprimento de onda 320 6,23 101 6,02 0,38
(nm) 330 6,24 0,62 6,04 0,17

340 6,22 1,12 6,06 1,34
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