UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS
ALIMENTOS

ANA PAULA ZAPELINI DE MELO

FORTIFICACAO DE GELEIA DE GOIABA-SERRANA (Acca
Sellowiana (Berg) Burret) COM NANOPARTICULAS DE ZEINA
CARREGADAS COM VITAMINA D3

FLORIANOPOLIS
2019






ANA PAULA ZAPELINI DE MELO

FORTIFICACAO DE GELEIA DE GOIABA-SERRANA (Acca
Sellowiana (Berg) Burret) COM NANOPARTICULAS DE ZEINA
CARREGADAS COM VITAMINA Ds

Dissertacdo submetida ao
Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencéo do Grau
de Mestre em Ciéncia dos
Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Luiz

Manique Barreto

FLORIANOPOLIS

2019



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor
através do Programa de Geracdo Automatica da Biblioteca Universitaria
da UFSC.

Melo, Ana Paula Zapelini de

PORTIFICACﬁO DE GELEIA DE GOIABA-SERPANA (Acca
Se{lowiana (Berg) Burret) COM NANOPARTICULAS DE
ZEINA CARREGADAS COM VITAMINA D3 / Ana Paula
Zapelini de Melo ; orientador, Pedro Luiz Manigue
Barreto, 2018.

122 p.

Dissertagido (mestrado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agrérias,
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos,
Florianépolis, 2018.

Inclul referénclas.

1. Ciéncia dos Alimentos. 2, Manoparticulas. 23,
Vitamina D3, 4. Geleia. 5. Goiaba-serrana (Acca
Sellowiana (Beryg) Burret). I. Manique Barreto,
Pedro Luiz. II. Unilversidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pds-Craduacdo em Cléncia dos
Alimentos. III. Titulo




FORTIFICACAO DE GELEIA DE GOIABA-SERRANA (Acca
Sellowiana (Berg) Burret) COM NANOPARTICULAS DE
ZEINA CARREGADAS COM VITAMINA D3

Por
Ana Paula Zapelini de Melo

Esta Defesa de Dissertacdo foi julgada adequada para
obtencdo do Titulo “Mestra em Ciéncia dos Alimentos”, e
aprovada em sua forma final pelo Programa de P6s-Graduacdo
em Ciéncia dos Alimentos.

Florianépolis, 21 de fevereiro 2019

AL OwofnE

Prof. (a). Dr. (a). Ana Carolina de Oliveira Costa

Coordenador »
Banca Examinadora:% \ ‘% &
\N'Te

Prof.(a). Dr.(a). Pedro Luiz Manique Barreto
Orientador (UFSC)

Medabd Qe Adhan
Prof.(a). Dr.(a). Michael Ramos Nunes
Membro (IFSC)

CLAL

Prof.(a). Dr.(a). Edna Regina Amante
Membro (UFSC)

0, 7 P,
Prof.(a). Dr.(a). Alicia de Francisco de Casas
Membro (UFSC)







AGRADECIMENTOS

Agradeco ao professor Dr. Pedro Luiz Manique Barreto, pela
orientacgdo, confianca, oportunidade e atencdo durante todos estes anos.

A Dr? Cleonice Gongalves da Rosa por abrir as portas da sua
casa para me receber, estar sempre ao meu lado, me incentivando e
dedicando seu tempo para me ensinar.

Ao professor Dr. Michael Ramos Nunes do Instituto Federal de
Santa Catarina, pela disponibilizacdo da goiaba-serrana para elaboragédo
do trabalho, por colocar a disposi¢do a estrutura do seu laboratério, por
todos os ensinamentos, paciéncia e atencéo.

Ao William Gustavo Sganzerla do Instituto Federal de Santa
Catarina, pela colaboracdo com as andlises de caracterizacdo da geleia.

A Dr2 Carolina Montanheiro Noronha por estar sempre
disponivel para me acompanhar e ensinar.

Ao Laboratério de Leites e Derivados do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, a
professora Dr2. Elane Schwinden Prudéncio e Msc. Silvani Verruck pela
atencdo e apoio com as analises de liberacdo gastrica.

Ao Laboratério Central de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal de Santa Catarina, pela disponibilizacdo de
equipamentos.

Aos meus colegas do Laboratério de Reologia e Polimeros
Naturais, Matheus, Michelle, Aline, Bruna, Bianca, Daniele, Nubia e
Brenda, pela amizade, companheirismo e aprendizado.

Ao meu esposo, familia e amigos pelo amor, incentivo
compreensao e paciéncia ao longo destes anos.

Aos membros da banca pela disposigao.

A todos os professores e funcionarios do Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncia dos Alimentos.

A UFSC, CNPQ e Capes.

A todos muito obrigada.






RESUMO

A deficiéncia de vitamina D3 € evidente em diversas partes do mundo,
desta forma ha um grande interesse em fortificar alimentos e bebidas com
esta vitamina, porém devido a sua sensibilidade faz-se necesséria a
utilizacdo de tecnologias apropriadas. Uma alternativa para melhorar a
estabilidade e disponibilidade da vitamina D3 nos alimentos é através da
técnica de encapsulacdo. Este estudo teve como objetivo sintetizar e
caracterizar nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3, para
fortificacdo de geleia de goiaba-serrana (Acca Sellowiana (Berg) Burret).
As nanoparticulas estudadas apresentaram estreita distribuicdo de
tamanho e uniformidade, didmetros em escala nanométrica, além de
elevada eficiéncia de encapsulacdo. Através das analises morfologicas
por microscopia eletrdnica de transmissdo e microscopia eletrénica de
varredura, foi possivel observar populagbes homogéneas de
nanoparticulas e formato esférico. A encapsulacdo da vitamina D3z na
matriz polimérica de zeina foi confirmada por calorimetria exploratdria
diferencial. Com o intuito de verificar o potencial de fortificacdo de
matrizes alimenticias com nanoparticulas de vitamina Ds; as
nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3 foram inseridas em
uma geleia de goiaba-serrana. A incorporagdo das nanoparticulas ndo
alterou as caracteristicas fisico-quimicas das geleias, incluindo sélidos
totais, sélidos sollveis, pH, acidez titulavel, umidade, cinzas, lipideos,
proteinas, carboidratos e valor energético. Os resultados demonstraram
gue o tratamento térmico, bem como a adi¢do de nanoparticulas ndo
interferiram na capacidade antioxidante das geleias. A forte correlagdo
entre o contetido de compostos fenélicos bem como de flavonoides com
a atividade antioxidante, demonstra que 0s principais responsaveis pela
acdo antioxidante da goiaba-serrana sdo os compostos fendlicos. Os
pardmetros L*, a*, b* e AE*,, de coloracgdo das geleias demonstraram que
a incorporacgdo das nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina Ds
ndo afeta a coloracdo das mesmas. A andlise microbioldgica de bolores e
leveduras revelou que as geleias se enquadraram nos padrdes
estabelecidos pela legislacdo brasileira. As nanoparticulas de vitamina D3
apresentaram comportamento gastrointestinal in vitro semelhante quando
incorporadas na geleia. Os resultados demonstraram que 0 consumo de
uma por¢cdo (20 g) de geleia de goiaba-serrana fortificada com
nanoparticulas de vitamina Ds, fornece aproximadamente 64 % da



ingestdo diaria recomenda de vitamina D3, considerando a categoria
populacional acima de 9 anos de idade.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Zeina. Vitamina Ds. Geleia. Goiaba-
serrana (Acca Sellowiana (Berg) Burret).



ABSTRACT

Vitamin D3 deficiency is evident in many parts of the world, so there is a
strong interest in fortifying foods and beverages with this vitamin,
although due to its sensitivity, it is necessary to use appropriate
technologies. An alternative to improving the stability and availability of
vitamin D3 in food is through the encapsulation technique. This study
aimed to synthesize and characterize vitamin Ds; loaded zein
nanoparticles, for fortification of goiaba-serrana jelly (Acca Sellowiana
(Berg) Burret). The studied nanoparticles presented a narrow size
distribution and uniformity, nanometer scale diameters, and high
encapsulation efficiency. Through the morphological analyses by
transmission electron microscopy and scanning electron microscopy, it
was possible to observe the homogeneous populations of nanoparticles
and its spherical shape. The encapsulation of vitamin D3 in the zein
polymer matrix was confirmed by differential scanning calorimetry. In
order to verify the fortification potential of food matrices with vitamin D3
nanoparticles, vitamin D3 loaded zein nanoparticles were inserted in
goiaba-serrana jelly. The incorporation of nanoparticles did not alter the
physicochemical characteristics of the jellies, including total solids,
soluble solids, pH, titratable acidity, moisture, minerals, lipids, proteins,
carbohydrates and energetic value. The results demonstrated that the
thermal treatment as well as the addition of nanoparticles did not interfere
in jelly antioxidant capacity. The strong correlation between the content
of phenolic compounds as well as of flavonoids and the antioxidant
activity, demonstrates that the main responsibles for the antioxidant
action of goiaba-serrana are the phenolic compounds. Parameters L*, a*,
b* and AE*y, of jellies coloration demonstrated that the incorporation of
vitamin D3 loaded zein nanoparticles does not affect their coloration. The
microbiological analyses of molds and yeasts revealed that jellies
conformed to the standards established by Brazilian legislation. Vitamin
D3 nanoparticles exhibited similar in vitro gastrointestinal behavior when
incorporated into the jelly. The results showed that the consumption of
one serving (20 g) of goiaba-serrana jelly fortified with vitamin D3
nanoparticles, provides approximately 64 % of the recommended daily
intake of vitamin D3, considering the population category above 9 years
old.



Keywords: Nanoparticles. Zein. Vitamin Ds. Jelly. Goiaba-serrana (Acca
Sellowiana (Berg) Burret).
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia de vitamina D é evidente em diversas partes do
mundo, mesmo em regides ensolaradas, causada por diferentes motivos,
incluindo, falta de exposicao a luz solar, dietas inadequadas, condi¢des
econdmicas, sociais, dentre outras (STRATULAT et al., 2015; WALIA
et al., 2017). Tal deficiéncia contribui para o risco de doengas 6sseas e
crbnicas em todas as categorias populacionais (CASHMA, 2015; WALIA
etal., 2017).

A vitamina D pode ser encontrada sob duas formas distintas, o
ergocalciferol chamado de vitamina Dy, presente em plantas, fungos e
alguns invertebrados, e o colecalciferol de vitamina Ds, em peixes
gordurosos de agua fria e profunda, dleo de figado de bacalhau, gema de
ovos, suplementos alimentares ou através da sintese enddgena cutanea
pelo precursor hormonal (7-dehidrocolesterol), sob exposicdo fotolitica
ultravioleta do tipo UVB (BOREL; CAILLAUD; CANO, 2013;
KASALOVA et al., 2015).

Como a vitamina D3 apresenta maior potencial biol6gico, quando
comparada com a vitamina D2 (Ozturk et al., 2015), além de desempanhar
importantes funcbes no desenvolvimento ésseo, bem como na prevencao
de cancer, doencas cardiacas e autoimunes, ha um consideravel interesse
em fortificar alimentos e bebidas com a vitamina D3 (GUTTOFF;
SABERI; MCCLEMENTS, 2015).

A fortificacdo de alimentos é considerada a principal abordagem
para erradicar deficiéncias nutricionais, bem como assegurar a ingestdo
de vitaminas em niveis adequados (CASHMAN, 2015; MARQUES et al.,
2012). O consumo de vitamina D proveniente de alimentos fortificados
estd principalmente relacionado a produtos lacteos, margarina, paes e
cereais matinais (MARQUES et al., 2012).

Entretanto, alguns desafios estdo associados a fortificacdo de
alimentos, visto que a vitamina D3 é altamente sensivel a estresses
ambientais e pode facilmente perder sua funcionalidade e beneficios
fisiolégicos (OZTURK et al., 2005; PARK et al, 2017).

Dentre as estratégias utilizadas para preservar as caracteristicas
dos compostos bioativos durante o processamento e armazenamento de
alimentos, encontra-se a encapsulacdo. A técnica de encapsulacdo
utilizando sistemas poliméricos de liberagdo controlada mostra-se
adequada para protecdo e entrega de vitaminas, no momento e na
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guantidade desejados (KATOUZIAN; JAFARI, 2016; MOZAFARI et
al., 2008).

Embora o Brasil seja o terceiro maior produtor de frutas do
mundo (REETZ et al., 2014), poucas sdo apreciadas comercialmente.
Considerando a valorizacao de frutas provenientes da regido sul do Brasil,
propbe-se a fortificacdo de uma geleia de goiaba-serrana (Acca
Sellowiana (Berg) Burret) com nanoparticulas de vitamina Ds.

A goiaba-serrana proveniente do sul da América do Sul,
principalmente da regido sul do Brasil (AMARANTE et al., 2017), € uma
fruta com polpa de coloragdo branca, sabor doce-acidulado e aromético
(WESTON, 2010). Foi considerada uma planta para o futuro
(CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011), suas comprovadas atividades,
antifungica, antimicrobiana (MOSBAH et al., 2018), antioxidante
(VUOTTO et al.,, 2000), antialérgica, anti-inflamatdria, imunolégica
(AMARANTE; SANTOS, 2008; WESTON, 2010), bem como seu sabor
e odor caracteristicos, sdo consideradas promissoras para fabricagdo de
diversos produtos alimenticios (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011;
DEGENHARDT, 2003).

Como até 0 momento ndo existem estudos na literatura para
fortificacdo de matrizes vegetais com vitamina D3 encapsulada, o objetivo
deste estudo foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas de zeina
carregadas com vitamina Ds, para fortificacdo de geleia de goiaba-
serrana.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092666901730883X#!
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar nanoparticulas de zeina carregadas com
vitamina D3 para fortificar a geleia de goiaba-serrana (Acca Sellowiana
(Berg) Burret).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3 (NP-
vitD3) e nanoparticulas vazias (de carga livre) (NP-vazia).

Avaliar o didmetro médio de particula (Z-ave), indice de
polidispersdo (IP), potencial zeta () e eficiéncia de encapsulagéo (EE).

Avaliar as caracteristicas morfoldgicas por microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) e microscopia eletrénica varredura
(MEV).

Avaliar o comportamento térmico das nanoparticulas por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Avaliar a liberacdo das nanoparticulas submetidas as condicdes
gastrointestinais simuladas in vitro.

Obter a geleia de goiaba-serrana e fortifica-la com nanoparticulas
de zeina carregadas com vitamina Ds.

Caracterizar a geleia de goiaba-serrana fortificada, quanto a
composic¢do centesimal, capacidade antioxidante, compostos fenolicos
totais e flavonoides totais, coloragdo, condigdes microbioldgicas e
simulacdo gastrointestinal in vitro.






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 VITAMINA D

As vitaminas sdo um grupo de compostos organicos essenciais
para o  funcionamento e  manutencdo do  organismo
(SCHIEFERDECKER; THIEME; HAUSCHILD, 2015). S&o agrupadas
de acordo com a solubilidade, as hidrossoltveis (do complexo B e C) e as
lipossoltveis (A, D, E e K) (MCCREATH; DELGODA, 2017). Tal
classificacdo reflete diretamente na sua biodisponibilidade, incluindo
comportamento, absor¢do, transporte e armazenamento no organismo
humano (SIZER; WHITNEY, 2003).

Em geral, as vitaminas sdo absorvidas por meio da ingestdo de
alimentos, com excecdo da vitamina D que também pode ser sintetizada
de forma enddgena (GALANAKIS, 2017).

A vitamina D foi descoberta entre os anos de 1919 — 1924. Em
1930 foi constatado que a exposicdo da pele aos raios ultravioleta
formaria o composto colecalciferol, e que através deste mecanismo os
niveis adequados desta vitamina seriam mantidos (PREMAOR;
FURLANETTO, 2006). Em meados de 1971, Norman e colaboradores
(1971) descobriram a forma ativa desta vitamina e neste mesmo ano
Holick e colaboradores (1971), isolaram e identificaram sua estrutura
(DELUCA, 1988).

A vitamina D é um precursor hormonal de natureza esterélica e
pode ser encontrado sob duas formas distintas, o ergocalciferol chamado
de vitamina D, e o colecalciferol de vitamina Dz (GONNET,;
LETHUAUT; BOURY, 2010) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica da vitamina D (1) e vitamina Ds (2).
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As vitaminas D, e D3 sdo encontradas em um nimero limitado
de alimentos (Tabela 1) (HOLICK, 2012 ). As principais fontes de
vitamina D> sdo as plantas, fungos e alguns invertebrados. Esta vitamina
é sintetizada pela exposicdo a radiacdo ultravioleta do tipo UVB, em
comprimento de onda de 290 a 315 nm, sob o esteroide vegetal ergosterol
(KASALOVA et al., 2015; LEE et al., 2008). Quanto a vitamina D3 é
encontrada em peixes gordurosos de agua fria e profunda, como salmao,
atum, sardinha (CASTRO, 2011), 6leo de figado de bacalhau (DAVID;
LIVNEY, 2016; STRATULAT et al., 2015), gema de ovos (BOREL,;
CAILLAUD; CANO, 2012) ou obtida através de suplementos
fortificados (DAVID; LIVNEY, 2016; LEE et al., 2008; MCCREATH,;
DELGODA, 2017). No entanto, a principal fonte de vitamina D3 € através
da sintese de forma enddgena, ou seja, por intermédio da exposicao a luz
solar (CASTRO, 2011; STRATULAT et al., 2015; ZIANI; FANG;
MCCLEMENTS, 2012).

As formas da vitamina D ndo diferem somente nas fontes de
origem, mas também nas suas estruturas quimicas. A vitamina D3
apresenta 28 carbonos na estrutura (um a mais que a Ds3), uma ligacéo
dupla extra entre os carbonos 22 e 23 e um grupamento metil adicional
na cadeia lateral, além de apresentar um ter¢co ou metade do potencial
biolégico quando comparada com a D3 (CASTRO, 2011; GONNET;
LETHUAUT; BOURY, 2010; OZTURK et al., 2015).

Tabela 1 - Fontes de vitamina D.

Teor de vitamina D

Fonte aproximado (Ul g* *)
Salmao fresco selvagem 600 a 1.000 UI/100 g de vitamina D;
Salméo fresco de criadouro 100 a 250 UI/100 g de vitamina Ds/D>
Salmao enlatado 300 a 600 UI/100 g de vitamina D3

Sardinhas enlatadas 300 UI/100 g de vitamina D3
Atum enlatado 236 U1/100 g de vitamina D3

Oleo de figado de bacalhau 400 a 1.000 UI/100 g de vitamina D3
Cogumelos shitake frescos 100 UI/100 g de vitamina D,

Cogumelos shitake desidratados 1.600 UI/100 g de vitamina D,

Gema de ovo 20 Ul/gema de vitamina D3/D-

*Ul g*: Unidades Internacionais por grama. 1 Ul = 0,025 mg. Fonte: Adaptado
de Holick (2012).
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1.2 METABOLISMO DA VITAMINA D

O metabolismo de absor¢éo da vitamina D ocorre por intermédio
de exposicdo fotolitica. O raio UVB converte o composto 7-
dehidrocolesterol (7-DHC) em pré-vitamina D3 na superficie da epiderme
humana, resultando em uma isomerizagdo térmica e assim formando o
colecalciferol (vitamina Ds), que possui uma configuracéo espacial mais
estavel (CASTRO, 2011; STRATULAT et al., 2015; ZIANI; FANG;
MCCLEMENTS, 2012).

O ergocalciferol e o colecalciferol sdo biologicamente inativos, e
necessitam que haja duas hidroxilagdes sequenciais para que sejam
convertidos em formas metabdlicas ativas. A via metabdlica da vitamina
D (Figura 2) (RAFF; LEVITZKY, 2013) inicia-se no figado, onde ocorre
a primeira hidroxilacdo, pela enzima 25-hidroxilase, formando 25-
hidroxivitamina D ou 25(OH)D, chamado de calcidiol ou calcifediol,
metabdlito inativo da vitamina. Posteriormente, no rim havera a segunda
hidroxilacéo pela 1-a-hidroxilase para formar 1a,25-dihidroxivitamina D
ou 1,25(0H)2D, o calcitriol, a forma biologicamente ativa da vitamina D
(CASTRO, 2011; HOLICK, 2007; LEE et al., 2008; KASALOVA et al.,
2015)

Através de receptores de hormbnio esteroide, localizados nos
intestinos, 0ssos, rins e na glandula paratireoide, a 1,25(0OH).D atua na
regulacdo e modificacdo 6ssea, na absor¢do de céalcio e fosfato no
intestino (sua principal funcdo), no aumento e reabsorgdo de célcio e
fosfato nos rins, além de regular a acdo do paratormonio (PTH) pelas
glandulas paratireoides (RAFF; LEVITZKY, 2013).

Através de proteinas presentes nos enterdcitos (células epiteliais
intestinais), a forma ativa da vitamina ird atuar no intestino possibilitando
a absorcdo ativa e passiva de Ca?* e POs> no jejuno e duodeno,
respectivamente (BLANCO; BLANCO, 2017; CASTRO, 2011,
LICHTENSTEIN et al., 2013).

Nos rins a forma ativa da vitamina reduz a excre¢do dos ions
célcio e fosfato, devido ao aumento da reabsor¢do destes nos tibulos
distais (CASTRO, 2011).

A sintese da 1,25(0OH)2D é estimulada pelo paratormdnio e pelos

niveis de calcio e fosfato do sangue, ou seja, um decréscimo de vitamina
D ir4 induzir a acdo do PTH, desta forma, regulando a absorcéo sérica de
Ca® e PO, (BLANCO; BLANCO, 2017; LICHTENSTEIN et al., 2013).
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Figura 2 - Metabolismo da vitamina D.
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1.3 HIPOVITAMINOSE D

A hipovitaminose consiste na caréncia de uma ou mais vitaminas
essenciais no organismo. A hipovitaminose D teve sua predominancia
apos a Revolucdo Industrial no norte da Europa, onde a queima de carvéo
e madeira encobria a atmosfera e criava uma barreira & exposicéo solar
direta na epiderme; consequentemente, gerando desordens esqueléticas
€omo 0 raquitismo em criancas e a osteomalacia em adultos (WALIA et
al., 2017; HOLICK, 2007; PREMAOR; FURLANETTO, 2006).

O raquitismo ¢ caracterizado pela reducdo da mineralizacdo da
placa epifisaria (placa de crescimento) e leva a anormalidades
esqueléticas que variam de acordo com a idade do individuo e o estagio
da doenga (CHIBUZOR et al., 2017). Nos adultos, como a placa de
crescimento ja esta fechada, a osteomalacia se manifesta provocando a
desmineralizag8o Gssea, ou seja, 0S 0ss0s tornam-se mais delgados. Neste
caso, as deformidades esqueléticas sdo mais brandas e s serdo reveladas
em estagios muito avancados da doenca (PREMAOR; FURLANETTO,
2006).

Embora a vitamina D esteja diretamente envolvida com
demandas ésseas, sua deficiéncia também foi relacionada com doencas
como, cancer, diabetes, hipertensdo, doencas autoimunes e
cardiovasculares (PARK et al., 2017; DAVID; LIVNEY, 2016;
KATOUZIAN; JAFARI, 2016; GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS,
2015; ABBASI et al., 2014; HOLICK, 2004b).

A deficiénia de vitamina D no organismo é consequéncia de
diversos fatores, como por exemplo, a localizacdo geogréfica, onde
guanto mais afastado € o local da linha do Equador, maior é a espessura
da camada atmosférica, assim, dificultando a entrada dos raios
ultravioleta (WALIA et al., 2017; CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA,
2016; STRATULAT et al., 2015). A variacdo da quantidade dos raios
solares também é modificada de acordo com a sazonalidade, ou seja,
sendo inferior principalmente em meses de inverno (CASTRO, 2011;
LEE et al., 2008).

Outra variavel que pode estar relacionada com esta deficiéncia é
a quantidade de melanina presente na epiderme, individuos com pele mais
escura necessitam de uma maior exposicdo aos raios ultravioleta para
sintetizar uma quantidade suficiente da vitamina (CABALLERO;
FINGLAS; TOLDRA, 2016; CASTRO, 2011; GUTTOFF; SABERI;
MCCLEMENTS, 2015; LEE et al., 2008; STRATULAT et al., 2015).
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A faixa etaria também é considerada um fator determinante para
sintese da vitamina, a epiderme e derme tendem a apresentar um
afinamento devido aos processos de envelhecimento e consequentemente
as reservas de 7-DHC também séo reduzidas (HOLICK, 2004a).

Além disso as rigorosas orientagdes no sentido de os individuos
evitarem a exposicao solar e utilizarem extensivamente protetores solares,
blogqueia o espectro da radiagdo UVB, requerido para iniciar o processo
de ativacdo na epiderme (CASTRO, 2011).

A eficécia da sintese cutanea também pode ser determinada por
outros fatores como por exemplo, estilo de vida, dieta inadequada,
restricbes  alimentares, dentre outros (GUTTOFF; SABERI;
MCCLEMENTS, 2015; HOLICK, 2004b; STRATULAT et al., 2015;
WALIA etal., 2017).

1.4 SUPLEMENTAGCAO E RECOMENDACOES DIARIAS DE
VITAMINA D3

O melhor biomarcador para avaliar o estado de vitamina D nos
individuos ¢é através dos niveis séricos de 25(0OH)D, pois reflete a
guantidade do precursor disponivel para ser sintetizada (TANG;
EPSTEIN, 2011), além de mensurar a vitamina total obtida pela dieta e
exposicdo a luz solar (REBELO-MARQUES et al., 2017).

Por meio desta avaliagdo é possivel diagnosticar insuficiéncia,
deficiéncia ou uma possivel toxicidade (hipercalcemia) da vitamina
(HEUREUX, 2017). Casos de intoxicagdo sdo extremamente raros e
normalmente causados por ingestdo inadequada ou quantidades
excessivamente elevadas de vitamina D (HOLICK et al., 2011; PETERS;
MARTINI, 2014).

Os niveis séricos ideais de vitamina D ainda ndo estdo em
concordancia na literatura, a principio sdo considerados excelentes
aqueles que mantém os niveis de PTH de forma adequada no organismo
(LICHTENSTEIN et al., 2013). Os critérios mais utilizados séo os da
Global Consensus Recommendations on Prevention and Management of
Nutritional Rickets, Endocrine Society Clinical Practice Guideline e
American Academy of Pediatrics (Tabela 2).
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Tabela 2 - Defini¢éo de suficiéncia, insuficiéncia, deficiéncia e toxicidade de
vitamina D (1 ng/mL = 2,5 nmol/L).
Global Consensus

Recommendations Endocrine .
. . . American
on Prevention and  Society Clinical
. Academy of
Management of Practice L
S " - Pediatrics
Diagndsticos Nutritional Guideline
. (HOLICK et
Rickets (MIRSA et al., al., 2011)
(MUNNS et al., 2008) Y
2016)
Niveis séricos de 25(OH)D (ng/mL)
Suficiéncia > 20 30-100 21-100
Insuficiéncia 12-20 21-29 16-20
Deficiéncia <12 <20 <15
Toxicidade > 100 > 100 > 150

Fonte: Autor.

Este tipo de diagndstico é utilizado para identificar os individuos
gue necessitam de suplementacao para alcancar niveis ideais da vitamina,
e assim auxiliar no tratamento de doencas relacionadas com a
hipovitaminose (HEUREUX, 2017).

As recomendac0es diarias de ingestéo de vitamina D também néo
sdo consensuais na literatrura, e podem ser superiores as recomendadas
pela ANVISA e FAO.

De maneira geral, os individuos que ndo conseguem sintetizar a
vitamina em quantidades suficientes devem adequar o seu nivel de acordo
com a categoria populacional (faixa etaria, gestacdo e/ou lactacdo)
(Tabela 3) (BRASIL, 2005; FAO, 2001).
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Tabela 3 - Dose didria de vitamina D recomendada conforme categoria
populacional.

o Categoria Dose diaria

Orgao populacional rgcom_endada de

vitamina D (ug)
0 - 6 meses 5
7 - 12 meses 5
Food 1-3anos 5
and 4 - 6 anos 5
Agriculture 7 - 9 anos 5
Organization 10 - 18 anos 5
of the 19 - 50 anos 5
United Nations 51 - 65 anos 10
(FAO) 65 + anos 15
Gestante 5
Lactante 5
0 - 6 meses 5
Agéncia 7 - 11 meses 5
Nacional 1-3anos 5
de 4 - 6 anos 5
Vigilancia 7 - 10 anos 5
Sanitaria Adulto 5
(ANVISA) Gestante 5
Lactante 5

1 TU = 25 ng, 40 Ul = 1 ug, 200 Ul = 5 pg, 400 Ul = 10 pg, 600 Ul = 15 pg.
Fonte: Adaptado de FAO (2001) e BRASIL (2005).

Apesar da concentracdo diaria de consumo de vitamina D ainda
ndo ter sido estabelecida consensualmente, a ingestdo recomendada pela
ANVISA e FAO apresenta valores improvaveis de serem obtidos
exclusivamente pela alimentacdo, bem como exposicdo solar
(CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA, 2016), visto que mesmo em
lugares ensolarados a populacdo também pode apresentar deficiéncia
desta vitamina (TANG; EPSTEIN, 2011). Além disso, para sustentar
estes niveis pode ser necessario ingerir aproximadamente 1500-2000 Ul
dia® (37,5-50 pg dia) de vitamina D (MARQUES, 2017).

Os bebés constituem um grupo de risco de hipovitaminose D,
devido as altas taxas de crescimento esquelético apresentadas nesta faixa
etaria, bem como na adolescéncia, em que o rapido crescimento do
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esqueleto, aumenta a necessidade de concentragdes da vitamina na sua
forma ativa (FAO, 2001). Em relacdo aos idosos, o declinio da vitamina
D ird ocorrer de acordo com o envelhecimento e a taxa de sintese na
epiderme. Na gravidez e no aleitamento materno, as diversas alteraces
hormonais fazem necessario a presenca desta vitamina em niveis
adequados no organismo (FAO, 2001).

Prado e colaboradores (2015) realizaram um estudo no Brasil
com 226 mulheres e seus bebés recém nascidos, 85 % das mulheres e 80,5
% dos recém nascidos apresentaram deficiéncia ou insuficiéncia da
vitamina. Moreira e colaboradores (2017) avaliaram o0s niveis de
25(0OH)D em homens entre 20-93 anos na cidade do Rio de Janeiro, 0s
resultados demonstraram que 46,7 % dos individuos apresentaram
deficiéncia e 27,6 % insuficiéncia da vitamina no organismo. Milagres e
colaboradores (2017) demonstraram que mais da metade das criangas
brasileiras estudadas (56,3 %), apresentaram insuficiéncia ou deficiéncia
de vitamina D.

Devido a valores tdo expressivos relacionados a deficiéncia de
vitamina D encontrados em diversos estudos, a suplementacdo é
frequentemente prescrita, e para minimizar a deficiéncia desta vitamina
em uma grande parcela da popula¢do, foram adotadas medidas publicas
para fortificagdo de alimentos. Os principais alimentos fortificados
atualmente sdo produtos lacteos, margarina e produtos de cereais
(CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA, 2016).

Recentemente, a Instrucdo Normativa n® 28, de 26 de julho de
2018, estabeleceu as listas de constituintes, limites de uso, alegagdes e
rotulagem complementar dos suplementos alimentares. Nela consta os
novos limites minimos e maximos que devem ser oferecidos pelos
suplementos alimentares de acordo com a recomendagdo diéaria de
consumo, divididos por categoria populacional (Tabela 4) (BRASIL,
2018). As recomendacdes de consumo diario de vitamina D citadas
anteriormente, ndo estéo revogadas.
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Tabela 4 - Limites minimos e maximos de vitamina D oferecidos pelos
suplementos alimentares conforme categoria populacional.
Categoria Dose diaria
populacional recomendada de vitamina D (pg)

Limite minimo Limite maximo

0 - 6 meses 15 12,5
7 - 11 meses 15 19,0
1-3anos 2,25 315
4 - 8 anos 2,25 375
9 - 18 anos 2,25 50,0
> 19 anos 3 50,0
Gestante 2,25 50,0
Lactante 2,25 50,0

1 pg colecalciferol = 40 Ul de vitamina D. Fonte: BRASIL (2018).

Embora exista um crescente interesse na fortificacdo de
alimentos e bebidas com a vitamina D, existe uma série de desafios
relacionados a este enriquecimento (PARK et al., 2017), incluindo baixa
solubilidade em agua, degradacdo quimica quando exposto a luz, calor e
oxigénio, biodisponibilidade oral variavel (GUTTOFF; SABERI;
MCCLEMENTS, 2015; OZTURK et al., 2015; WALIA et al., 2017),
além de fécil degradacdo sob condi¢des digestivas quando desprotegida
(DAVID; LIVNEY, 2016).

Diante destes desafios faz-se necesséria a utilizacao de tecnolgias
apropriadas para uma possivel aplicacdo em produtos fortificados. Uma
alternativa para melhorar a estabilidade e disponibilidade de vitamina D
nos alimentos é através da técnica de encapsulacéo, que fornece protecéo
aos compostos sensiveis, além de controlar a liberagdo dos mesmos.

1.5 ENCAPSULACAO

A encapsulacdo pode ser definida como um processo de
aprisionamento de uma substancia. O composto encapsulado pode ser
chamado de recheio, nicleo, agente ativo, fase interna ou carga util. Ja a
substancia que estd encapsulando pode ser chamada de revestimento,
membrana, concha, material de suporte, material de parede, fase externa
ou matriz (ZUIDAM; NEDOVIC, 2010). A técnica tem como objetivo
preservar 0s compostos bioativos frente as condigdes de processamento,
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bem como administrar de maneira adequada a liberagdo dos mesmos
(ESFANJANI; JAFARI, 2016).

Esta tecnologia pode ser identificada conforme o didmetro médio
das particulas, valores inferiores a 1000 nm sdo denominadas
nanoparticulas  (SANGUANSRI;  AUGUSTIN, 2006), enquanto
grandezas entre 0,1 a 1,0 pm, microparticulas (ENJETI; LINCZ;
SELDON, 2007).

Particulas nanométricas apresentam vantagens quando
comparadas as de escalas micrométricas. A medida que o tamanho das
particulas é reduzido ha uma maior area superficial e maior potencial de
solubilidade, devido a grande absorcéo interfacial do composto com o
nucleo, assim aumentando a biodisponibilidade e melhorando a liberag&o
de compostos bioativos na concentragdo e taxa desejados (KATOUZIAN;
JAFARI, 2016; MOZAFARI et al., 2008).

As principais vantagens da nanoencapsulacdo de vitaminas
incluem, a répida dissociacdo, elevada area superficial em relagdo a
propor¢do em massa, alta absorcao intracelular, reducéo das reacGes entre
vitaminas e outras moléculas no meio circundante, reducdo da quantidade
de material (nucleo-material de parede) utilizado, longa estabilidade das
vitaminas revestidas, além de estabilidade fisica reforcada contra
coalescéncia e separacOes gravitacionais (KATOUZIAN; JAFARI,
2016).

Abbasi e colaboradores (2014) verificaram a estabilidade da
vitamina D3 encapsulada em nanoparticulas de proteina de soro de leite.
Os resultados demonstraram que as nanoparticulas podem aprisionar a
vitamina D3 e atrasar sua liberacdo na presenca de oxigénio, além de
serem utilizadas para enriquecer bebidas ou alimentos com baixo teor de
gordura.

David e Livney (2016) utilizaram proteina de batata como base
para fabricacdo de nanoparticulas carregadas com vitamina Ds. Os
nanocomplexos apresentaram protecdo significativa, reducdo das perdas
da vitamina durante o processo de pasteurizagdo e também durante testes
simulados de vida Util.

A escolha do sistema de entrega e da metodologia utilizada para
nanoencapsulacdo influencia rigorosamente as caracteristicas fisico-
guimicas das vitaminas. Desta forma, para a escolha de uma técnica
apropriada de nanoencapsulacdo deve-se considerar a natureza da
vitamina a ser encapsulada, as propriedades fisico-quimicas, o tamanho
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requerido e o material de parede utilizado (KATOUZIAN; JAFARI,
2016).

S80 descritos na literatura diferentes metodologias para
encapsulacdo de compostos bioativos em escala nanométrica, dentre elas
destacam-se a nanoprecipitacdo, emulsdo-difusdo, dupla emulsificacdo,
emulsdo de coacervacao, polimero de revestimento e camada por camada
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A técnica de nanoprecipitacdo (Figura 3) (WANG et al., 2016)
proposta por Fessi e colaboradores (1989) apresenta diversas vantagens
quando comparada com outras metodologias de nanoencapsulacao, tais
como, rapidez, simplicidade, facil utilizacdo, além de permitir a formacéo
de particulas com diametro médio entre 100 a 300 nm (FANG;
BHANDARI, 2010).

A metodologia consiste basicamente em trés etapas:
primeiramente os compostos ativos e um polimero sdo misturados em
uma solugdo orgénica, posteriormente é vertida em uma solucéo aquosa
contendo tensoativo e em seguida, a dispersdo resultante de
nanoparticulas é evaporada para eliminar o solvente organico e, por fim,
caso necessario, a solucdo € centrifugada ou filtrada para se obter as
particulas (FANG; BHANDARI, 2010).

Figura 3 - Representacdo esquematica da preparagdo de nanoparticulas
poliméricas pela técnica de nanoprecipitagéo.

\ * ~  Fase orginica

\ \ . Precipstagdo do polimero

Fase

aquosa Difusiio do solvente

Apitacho magnética I -.l.‘.hh/:‘n‘.lc

Fonte: Adaptado de Wang e colaboradores (2016).

Um dos polimeros mais utilizados para controlar a liberacdo de
compostos bioativos em formulagfes farmacéuticas e alimenticias é a
zeina. Zeina é a principal proteina de armazenamento do grdo de milho,
pertencente a classe das prolaminas (LUO; WANG, 2014) (Figura 4)
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(BRITANNICA, 1996). Sua estrutura é formada predominantemente por
aminoacidos ndo-polares, incluindo acido glutamico (21-26 %), leucina
(20 %), prolina (10 %) e alanina (10 %), e pobre em aminoacidos
essenciais, como lisina e triptofano. A proporcdo de aminoacidos €
responsavel pela sua principal caracteristica, a solubilidade em solugdes
alcoolicas e insolubilidade em &gua, exceto em condicdes extremas de pH
(pH 11 ou maiores), altas concentragdes de ureia ou detergentes aniénicos
(PAPALIA; LONDERO, 2015).

Figura 4 - Anatomia do grdo de milho e suas partes.
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Fonte: Adaptado de Britannica (1996).

A zeina é reconhecida como GRAS (Generally Recognized as
Safe) pela FDA (Food and Drug Administration), ou seja, € considera
como segura para consumo humano, possuindo caracteristicas de baixa
toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, além de possuir
baixa digestibilidade, quando comparada & outras proteinas (JIAO et al.,
2018; LUO; WANG, 2014).

Diante de todas estas propriedades, seu uso em sistemas
alimentares pode ser uma estratégia adequada para controlar a liberacdo
de compostos bhioativos no momento e quantidade apropriados (LUO;
WANG, 2014).

Os surfactantes ou tensoativos sdo utilizados nas formulagdes
para evitar agregacdo das particulas e melhorar a estabilidade das
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solugdes. Sdo substancias anfifilicas, com uma porc¢do hidrofilica e outra
hidrofdbica. A porcéo polar pode ser i6nica (anibnica ou catidnica), ndo
ibnica ou anfotérica, enquanto a por¢do apolar geralmente € uma cadeia
hidrocarbonada. Apresentam amplas propriedades para aplicagdes
industriais, incluindo emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, além de proporcionar solubilizacdo e disperséo de
fases (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os polisorbatos sdo tensoativos anfifilicos, ndo ibnicos,
compostos de ésteres do polioxietileno sorbitano esterificados com acidos
graxos. O polisorbato 80 (mono-oleato de polioxietileno sorbitano ou
comercialmente chamado de Tween® 80) é um dos mais utilizados em
formulagbes alimenticias e farmacéuticas, pois aumenta a
biodisponibilidade dos compostos ativos (KERWIN, 2008).

Sua estrutura quimica (Figura 5) é constituida de cadeias de
hidrocarbonetos que fornecem a natureza hidrofdbica, enquanto as
subunidades de 6xido de etileno a natureza hidrofilica (KERWIN, 2008).
O Tween® 80 quando digerido no intestino pode colaborar com o
transporte e biodisponibilidade oral de compostos lipofilicos (KAUR;
MEHTA, 2017), como por exemplo a vitamina Ds.

Todos estes parametros tornam o Tween® 80 uma escolha
conveniente e segura para uso em formulacdes alimenticias com
nanoparticulas.

Figura 5 - Estrutura quimica do polisorbato 80 (Tween® 80).

HO{CH,CH, O (OCH,CH,)"OH
T07 T GH(OCH,CH,YOH o
. 1
(WX +y+37) =20 CHO{CH,CH,01CH,CH,-0-C-CHy{CH,) CH,CH=CHCH,(CH, 1,CH,

*(w + X+ y + z = 20) refere-se ao nimero total de subunidades de 6xido de etileno
em cada molécula de surfactante, ndo excedendo a 20. Fonte: Kerwin (2008).

Estudos publicados demonstram bons resultados ao enriquecer
diversos produtos com vitamina Ds. Peres (2010) desenvolveu e
caracterizou um biscoito tipo cookie enriquecido com calcio e vitamina
D; obtendo resultados sensoriais, microbioldgicos e fisico-quimicos
satisfatorios. Stratulat e colaboradores (2015) fortificaram queijo com
vitamina D3z e 6mega-3 vegetal na forma de particulas emulsionadas, 0s
resultados demonstraram que a fortificacdo de queijos com estes
compostos bioativos geram um impacto positivo na composicao,



43

rendimento e estabilidade quimica do produto resultante. Tipchuwong e
colaboradores (2017) enriqueceram sorvete com emulsionante de
proteina do leite carregado com vitamina Ds, 0s resultados indicaram que
a forma emulsionada de vitamina Ds melhorou a estabilidade da mesma
nas diversas formulagdes de sorvete testada.

1.6 FORTIFICAGAO DE GELEIA COM NANOPARTICULAS DE
VITAMINDA D3

De acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008) geleias sdo
definidas como produtos preparados a partir de frutas e/ou sucos,
misturados com agUcar, pectina, 4cidos e outros ingredientes permitidos,
podendo apresentar frutas inteiras, partes e/ou pedacos sob variadas
formas. Esta mistura é processada até atingir concentracéo e consisténcia
semissdlida adequadas.

Os componentes indispenséveis para elaboracdo de uma geleia
sdo: fruta, pectina, acidulantes e aglcar, este Gltimo pode ser substituido
por adocantes ou edulcorantes para reducéo caldrica. A ordem da adicdo
e a quantidade destes componentes podem definir a qualidade do produto
final (KROLOW, 2005).

As frutas devem estar em estagio 6timo de maturacao pois € neste
estagio que apresentam maior concentracdo de pectina, aroma, cor e sabor
(KROLOW, 2005).

Quando a fruta ndo é suficientemente rica em pectina é permitido
adiciond-la & formulagdo. Sua concentragdo no meio influenciara
diretamente na conservacdo da malha formada e na densidade das fibras
(NACHTIGALL; ZAMBIAZI; CARVALHO, 2004).

Normalmente em geleias ditas convencionais utiliza-se pectina
de alta metoxilagdo (ATM) (Figura 6) (THARANATHAN, 2003).
Apresenta mais de 50 % dos grupamentos carboxila esterificados, formam
géis principalmente por interacdes hidrofébicas e ligac6es de hidrogénio,
em pH aproximadamente igual a 3,5 e na presenga de mais de 50 % de
acucar (BEMILLER, 2018; LOFGREN; HERMANSSON, 2007).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X06001494#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X06001494#!
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Figura 6 - Estrutura quimica da pectina de alta metoxilacdo (ATM).
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Fonte: Tharanathan (2003).

Em geleias com baixo teor de solidos soluveis é utilizado pectina
de baixa metoxilagdo (BTM) (Figura 7) (THARANATHAN, 2003).
Apresenta menos de 50 % dos grupamentos carboxila esterificados, a
formagdo do gel é assegurada por interagBes entre 0s grupamentos
carboxila e ions divalentes, como por exemplo o calcio, ndo sendo
necessaria a presenca de aglcares (BEMILLER, 2018; LOFGREN;
HERMANSSON, 2007).

Figura 7 - Estrutura quimica da pectina de baixa metoxilagdo (BTM).
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Fonte: Tharanathan (2003).

Os acidulantes provocam a protonacdo dos grupamentos
carboxila, diminuindo a repulsdo eletrostatica e aumentando a formacgéo
de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias. Com a adicdo de sélidos
soluveis, havera a reducdo da disponibilidade de agua livre
(CAMPBELL-PLATT, 2015), assim formando um emaranhado,
semelhante a uma rede, capaz de aprisionar liquidos (Figura 8) (GAVA;
SILVA; FRIAS, 2009).

A flexibilidade das fibras no gel é controlada pela acidez do
substrato, substratos com elevada acidez geram um gel flexivel, ou podem
destruir a estrutura pela hidrolise da pectina. A baixa acidez produz fibras
fracas, incapazes de suportar o liquido e entdo o gel se rompe (GAVA;
SILVA; FRIAS, 2009).

Os intervalos ideias de concentragdo de pectina, acucar e pH sdo
demonstrados na Figura 9 (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224402002807#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X06001494#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X06001494#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224402002807#!
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Figura 8 - Estrutura gel pectina-agucar.
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Fonte: Gava, Silva e Frias (2009).

Figura 9 - Formagdo da geleia em funcdo da combinagéo de pectina, aglcar e
acidez.
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Fonte: Gava, Silva e Frias (2009).
1.7 GOIABA-SERRANA (Acca sellowiana (Berg) Burret)
Na elaboracéo da geleia foram utilizados os frutos de goiabeira-

serrana (Acca sellowiana (Berg) Burret) também chamada de feijoa,
pertencente & familia Myrtaceae, é uma espécie frutifera nativa do sul do
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Brasil, Paraguai Uruguai e Argentina (AMARANTE; SANTOS, 2008).
No sul do Brasil, especialmente em Santa Catarina manifesta-se em areas
com altitudes de aproximadamente 1000 m (OLTRAMARI et al., 2000).

O fruto da goiabeira-serrana (Figura 10) é semelhante ao da
goiabeira comum (Psidium guajava L.), porém apresenta polpa de
coloragdo branca com sabor doce-acidulado e muito aromatico
(WESTON, 2010). A maturacdo dos frutos se estende por 3 a 4 semanas,
sendo que na Serra Catarinense concentra-se entre os meses de fevereiro
a maio (SANTOS, 2009).

Figura 10 - Foto ilustrativa do fruto da goiabeira-serrana/feijoa (Acca sellowiana
(Berg) Burret), em corte transversal.

Fonte: Weston (2010).

O cultivo e exploragdo comercial sdo realizados
predominantemente na Nova Zelandia e Colémbia, com material genético
uruguaio. No Brasil ainda é pouco conhecida, entretanto, devido as suas
caracteristicas sensoriais possui grande potencial de mercado para
fabricacdo de sucos, geleias, sorvetes, licores entre outros
(DEGENHARDT, 2003).

Em 2011, o Ministério do Meio Ambiente classificou a goiaba-
serrana como uma planta para o futuro e foi considerada uma das espécies
alimenticias nativas da regido sul do Brasil com potencial valor
econdmico (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

O fruto apresenta elevada atividade antifingica, antimicrobiana
(MOSBAH et al., 2018), antialérgica, anti-inflamatéria, atividade
imunolégica (AMARANTE; SANTOS, 2008; WESTON, 2010) e
principalmente antioxidante (VUOTTO et al., 2000). Estas inGmeras


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092666901730883X#!
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ac0es biolodgicas sdo atribuidas ao contetdo de fitoquimicos presentes nos
frutos, com destaque para os compostos fendlicos (MELO et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo considerados potentes antioxidantes
gue impedem danos oxidativos nas biomoléculas (CAMPOS, 2019). A
presenca de anel aromatico em sua estrutura e grupamentos hidroxila,
atribui a este grupo a capacidade de inibir e estabilizar radicais livres
(OETTERER; REGITANO- D’ARCE; SPOTO, 2006).

O grupo dos compostos fendlicos pode ser subdividido em trés
principais classes: os &cidos fendlicos, taninos e os flavonoides, este
considerado o maior da categoria (CAMPOS, 2019).

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis
aromaticos, denominados anéis A e B, unidos por trés carbonos que
formam um anel heterociclico, denominado anel C (HEIM,;
TAGLIAFEROO; BOBILYA, 2002) (Figura 11) (COOK; SAMMAN,
1996).

Figura 11- Estrutura quimica basica de um flavonoide.

Fonte: Cook e Samman (1996).

Os compostos antioxidantes podem atuar em diversas etapas do
processo oxidativo, agindo por diferentes mecanismos. Portanto, podem
ser classificados em duas categorias principais, os antioxidantes primarios
e secundarios (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os compostos fenolicos agem como antioxidantes primarios, seu
mecanismo de agdo consiste na doagao de atomos de hidrogénio a radicais
livres, promovem a remocdo ou inativagdo destes radicais formados
durante as primeiras etapas da oxidacao (iniciacdo e propagacao), assim
interrompendo a reacdo em cadeia (Equagdes 1 e 2) (RAMALHO;
JORGE, 2006).
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ROO- + AH — ROOH + Ae 1)
Re+AH — RH + Ae 2

Onde ROO- ¢ Re sdo radicais livres, AH antioxidante com atomo
de hidrogénio e A« radical inerte.

Os atomos de hidrogénio doados pelos antioxidantes sdo
abstraidos pelos radicais livres (R® e ROO¢) com maior facilidade que os
hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Formando espécies
inativas para a reagdo em cadeia e um radical inerte (A¢). Como este
radical € estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou
propagar reacOes oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes secundarios (ou sinérgicos) contribuem para
retardar as reaces de auto-oxidagdo por diversos mecanismos de acao,
como por exemplo, quelar metais, doar atomos de hidrogénio a
antioxidantes primarios, decompor hidroperoxidos em espécies nao
radicalares, desativar oxigénio singlete, absorver radiacéo ultravioleta ou
agir como supressores de oxigénio (OETTERER; REGITANO-
D’ARCE; SPOTO, 2006).

Apesar das conhecidas propriedades biolégicas apresentadas
pela goiaba-serrana, ainda ndo existem publicagbes na literatura
envolvendo a fortificacdo de matrizes vegetais com nanoparticulas de
vitamina D3, desta forma, torna-se interessante um estudo com este
intuito.
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CAPITULO 2

SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
ZEINA CARREGADAS COM VITAMINA D; PARA
FORTIFICACAO DE GELEIA DE GOIABA-SERRANA






RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas de
zeina carregadas com vitamina D3 para fortificacdo de geleia de goiaba-
serrana (Acca Sellowiana (Berg) Burret). As nanoparticulas foram
caracterizadas quanto aos parametros de didmetro médio de particula,
indice de polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulagdo. A
morfologia foi avaliada por microscopia eletronica de transmissdo e
microscopia eletrbnica de varredura, e as propriedades térmicas por
calorimetria exploratéria diferencial. As nanoparticulas carregadas com
vitamina D3 apresentaram adequada distribui¢do de tamanho (abaixo de
200 nm), indice de polidispersao (abaixo de 0,2), potencial zeta (24,5 mV)
e elevada eficiéncia de encapsulacdo (97,21 %). As analises morfologicas
possibilitaram a observacdo de uma grande quantidade de particulas
sintetizadas, com popula¢fes homogéneas, formato esférico e um
tamanho médio de 144 + 3,25 nm para as nanoparticulas carregadas. Os
resultados de espalhamento dinamico de luz e microscopia eletrdnica de
transmissdo, apresentaram-se em concordancia, considerando as
diferencas das metodologias. As nanoparticulas de vitamina D3 foram
incorporadas na geleia de goiaba-serrana e 0 seu impacto foi avaliado na
composicdo centesimal, capacidade antioxidante, compostos fenolicos e
flavonoides totais, coloracdo, condigdes microbiolégicas e simulacao
gastrointestinal in vitro. A incorporacdo das nanoparticulas ndo alterou a
composicdo centesimal e atividade antioxidante, demonstrando que as
geleias podem ser utilizadas como fonte de antioxidantes naturais, devido
ao contelido de compostos fendlicos presentes. As analises colorimétricas
demonstraram geleias tendéncia & coloragdo escura, avermelhada e
amarelada. As formulacdes de geleia estudadas se enquadraram nos
padrdes estabelecidos pela legislagdo, durante os 90 dias de avalia¢do. As
nanoparticulas de vitamina Ds apresentaram comportamento
gastrointestinal in vitro semelhante quando incorporadas na geleia, com
apice de liberacdo na fase intestinal do duodeno e ileo. A geleia de goiaba-
serrana fortificada com nanoparticulas de vitamina D3 pode ser utilizada
para suplementagdo de vitamina Ds.

Palavras-chave: Fortificacdo. Geleia. Goiaba-serrana (Acca Sellowiana
(Berg) Burret). Nanoparticulas. Vitamina Ds.






ABSTRACT

The aim of this study was to develop and characterize zein nanoparticles
loaded with vitamin D3 for fortification of goiaba-serrana jelly (Acca
Sellowiana (Berg) Burret). Nanoparticles were characterized by
parameters of mean particle diameter, polydispersity index, zeta potential
and encapsulation efficiency. The morphology was evaluated by
transmission electron microscopy and scanning electron microscopy, and
the thermal properties by differential scanning calorimetry. Nanoparticles
loaded with vitamin D3 presented adequate distribution of size (200 nm),
polydispersity index (below 0.2), zeta potential (24.5 mV) and high
encapsulation efficiency (97.21 %). Morphological analyses allowed the
observation of a large number of synthesized particles with homogeneous
populations, spherical shape and average size of 144 + 3.25 nm for the
charged nanoparticles. Results of dynamic light scattering and
transmission electron microscopy are in agreement considering the
methodological differences. Vitamin D3 nanoparticles were incorporated
into goiaba-serrana jelly and their impact evaluated on the centesimal
composition, antioxidant capacity, phenolic compounds and total
flavonoids, staining, microbiological conditions and gastrointestinal
simulation in vitro. Incorporation of the nanoparticles did not alter the
centesimal composition and antioxidant activity, demonstrating that
jellies can be used as source of natural antioxidants, due to the content
that phenolic compounds present. The colorimetric analyzes showed
jellies tendency to dark, reddish, and yellowish coloration. The jelly
formulations studied were in accordance with the standards established
by legislation during the 90 days of evaluation. Vitamin D3z nanoparticles
exhibited similar in vitro gastrointestinal behavior when incorporated into
the jelly, with apex releasing into the intestinal phase of the duodenum
and ileum. Goiaba-serrana jelly fortified with vitamin D3z nanoparticles
can be used for vitamin D3 supplementation.

Keywords: Fortification. Jelly. Goiaba-serrana (Acca Sellowiana
(Berg) Burret). Vitamin D3z. Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A vitamina D3 (colecalciferol), precursor hormonal de natureza
esterdlica, é considerada essencial para o bom funcionamento do corpo
humano (CASTRO, 2011; KASALOVA et al., 2015; LEE et al., 2008).
Como desempenha importantes fun¢fes no desenvolvimento 6sseo, bem
como na prevencdo de cancer, doencas cardiacas e autoimunes, ha um
considerdvel interesse em fortificar alimentos e bebidas com esta
vitamina (GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS, 2015).

O principal desafio da fortificacdo de alimentos e bebidas com a
vitamina D3 esta associado a sua alta sensibilidade a degradacdo.
Portanto, para que a mesma desempenhe suas atividades bioldgicas de
maneira adequada, deve ser preservada da exposicdo a luz, calor,
oxigénio, elevadas temperaturas, dentre outros (WALIA et al., 2017).

A nanoencapsulagio pode ser uma abordagem promissora para o
fornecimento direcionado, bem como a protecdo da vitamina dos
ambientes desfavoraveis de processamento, armazenamento e entrega de
nutrientes (HASANVAND 2015; KATOUZIAN; JAFARI, 2016). Este
processo inclui o aprisionamento ou revestimento de uma substancia
(composto ativo) dentro de uma matriz (encapsulante) (ZUIDAM;
NEDOVIC, 2010).

Para melhorar a eficiéncia e estabilidade destas nanoestruturas é
importante a escolha de materiais e metodologias adequadas (AZEVEDO
et al., 2014). Dentre as diversas classes de materiais empregados como
encapsulantes, os sistemas baseados em polimeros tém atraido muita
atencdo, principalmente devido & flexibilidade, diversidade,
propriedades, composicéo e a facilidade de funcionalizacdo oferecida por
estas matérias primas (NICOLAS et al., 2012).

A zeina, principal proteina de armazenamento do grao de milho,
¢ um polimero natural particularmente interessante pois apresenta
caracteristicas promissoras, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e lenta digestibilidade (LUO;
WANG, 2014). Tais caracteristicas tornam a zeina um veiculo ideal para
encapsulacdo de compostos bioativos, com aplicacdes em diferentes
segmentos, especialmente de alimentos, farmacéutico e biomédico (JIAO
etal., 2018).

A nanoprecipitacdo é uma técnica facil, simples, rapida e que
permite a formacao de particulas de tamanhos reduzidos (100 a 300 nm).
A metodologia consiste primeiramente na mistura do composto ativo com
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0 polimero em uma solucdo organica e, posteriormente, esta solugéo €
vertida em uma solucdo aquosa contendo tensoativo, desta forma,
ocorrendo a formagdo das nanoparticulas de maneira instantanea (FANG,;
BHANDARI, 2010).

Tendo em vista a grande biodiversidade da flora catarinense, o
modelo de alimento escolhido para ser fortificado com nanoparticulas de
vitamina D3, trata-se de uma geleia de goiaba-serrana (Acca sellowiana
(Berg) Burret).

O potencial da fortificagdo de matrizes vegetais com
nanoparticulas de vitamina D3 ainda néo foi estudado. Por este motivo, os
objetivos desta pesquisa foram sintetizar nanoparticulas de zeina
carregadas com vitamina Ds; e caracteriza-las quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas, morfologicas, comportamento térmico e
liberacdo gastrointestinal simulada in vitro, além de elaborar e fortificar
uma geleia de goiaba-serrana (Acca Sellowiana (Berg) Burret) com
nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina Dz, bem como
investigar o impacto da incorporacdo das nanoparticulas nas
caracteristicas fisico-quimicas da geleia.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Colecalciferol (vitamina Ds), surfactante polisorbato 80
(Tween® 80), zeina (CAS: 9010-66-6), metanol, acetonitrila grau HPLC,
pectina de baixa metoxilacdo (BTM), cloreto de célcio, &cido citrico e
acido benzoico utilizados foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich, e
os frutos da goiabeira-serrana (Acca sellowiana (Berg) Burret) foram
colhidos no dia 7 de margo de 2018 em Lages, Santa Catarina, Brasil (27°
48°27.101" S, 50° 19" 57.424" W)

2.2 IDENTIFICAGCAO E QUANTIFICAGAO DA VITAMINA D;

A vitamina D; foi quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando equipamento Shimadzu (Modelo LC-
20AT, Téquio, Japdo), equipado com um sistema controlador CBM -
20A, um sistema de bomba LC - 20AT, um detector de arranjo de
fotodiodo SPD - M20A, CTO - 20A, e amostrador automatico SIL - 20A.
A andlise foi realizada utilizando uma coluna Shim-pack Shimadzu C18
(250 mm x 4,6 mm, 1D, 5 um de tamanho de particula; Téquio, Japao),
protegido por uma coluna de guarda (Shimadzu C18; 12,5 mm x 4,6 mm;
5 um tamanho de particula, Toquio, Japao).

As analises foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita por Staffas e Nyman (2003), em comprimento de onda de 265
nm, com uma fase mével de metanol:acetonitrila (90:10) (v/v) com um
fluxo constante de 1,6 mL min-%. A coluna analitica foi mantida a 35 °C,
volume de injecdo de 20 pL e tempo total da corrida de 10 minutos. Os
dados foram armazenados e processados por um sistema de estagdo de
trabalho LC (To6quio, Japéo).

As curvas analiticas da area do pico em funcéo da concentracédo
de vitamina D3 foram lineares na gama de concentragdes de 0,0001 a 0,1
mg mL1. A equagdo de regresséo da curva de calibracdo foiy = 3.107x
+ 43720 (R? = 0,9969).

2.3 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS
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As nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3 (NP-
vitD3) e as nanoparticulas vazias (de carga livre, amostra controle) (NP-
vazia) foram preparadas por nanoprecipitacdo, de acordo com a
metodologia descrita por da Rosa e colaboradores (2015) com adaptacdes.
A solugdo de zeina foi preparada na concentracdo de 20 mg de zeina em
10 mL de etanol (85 % v/v), e mantida sob agitacdo magnética por 24
horas, posteriormente 200 pL da solucdo alcodlica de colecalciferol 20
mg mL* foram adicionados as solucdes de zeina. As solucdes de zeina
contendo colecalciferol foram vertidas em 30 mL de solucdo aquosa de
Tween® 80 (1,5 % m/v) e mantidas sob homogeneiza¢do em Ultra Turrax
(Modelo T25, IKA-Works, Inc., Cincinnati, Estados Unidos) a 10000 rpm
por 3 minutos. O etanol foi evaporado em capela com exaustdo por 24 h
(TENG et al., 2013).

2.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS

A caracterizacdo fisico-quimica das NP-vitDs; e NP-vazia foi
estudada na temperatura de 6 + 2 °C simulando processo de refrigeracao.
As amostras foram armazenadas em vidro ambar e avaliadas quanto a
eficiéncia de encapsulacdo, didmetro médio de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta, a morfologia das nanoparticulas foi
analisada por microscopia eletrbnica de transmissdo e microscopia
eletrénica de varredura, andlise térmica realizada por calorimetria
exploratdria diferencial e simulagdo gastrointestinal in vitro.

2.4.1 Determinacédo do diametro médio de particula (Z-ave), indice
de polidispersao (IP) e potencial zeta (£)

Medidas de potencial zeta ({, mV), indice de polidispersao (IP) e
didmetro médio de particula (Z-ave, nm), foram realizadas por
espalhamento de luz dindmico (DLS) em equipamento Zetasizer Nano
Series (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) em angulo de
173°, as amostras foram medidas em célula de eletroforese.

2.4.2  Microscopia eletrénica de transmisséo (MET) e microscopia
eletronica de varredura (MEV)
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A morfologia das nanoparticulas foi analisada por MET e MEV.
Para o MET foi utilizado um microscopio JEOL (Modelo JEM-1011,
Téquio, Japdo) operando a 70 kV. As solucBes contendo as nanoparticulas
foram previamente diluidas (1:1) em agua ultrapura Milli-Q® e cerca de
5 pL de cada amostra foi depositada sobre as grades de cobre revestidas
com carbono (200 mesh). Apds secagem a temperatura ambiente, as
grades foram observadas no microscépio eletrénico de transmissao.

Para o MEV foi utilizado um microscopio eletrénico de
varredura JEOL (Modelo JSM-6390LV, Tdquio, Japdo). As solucbes
contendo as nanoparticulas foram gotejadas sobre uma fita dupla-face de
carbono ja previamente fixada em um suporte de aluminio (stubs) e
mantidas em estufa a vacuo (Modelo TE-395, Tecnal, S&o Paulo, Brasil),
posteriormente foram recobertas com uma fina camada de ouro em
recobridora a vacuo Leica (Modelo EM SCD500, lllinois, EUA). A
visualizacéo foi realizada nos aumentos de 2000 a 5000 vezes, com uma
voltagem de excitacdo de 10 kV.

2.4.3  Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas para as nanoparticulas
carregadas com vitamina D3, amostra controle (ndo carregada), zeina,
Tween 80 e vitamina D3 livre (colecalciferol), em equipamento MC-DSC
(TA Instruments, New Castle, EUA), 10 mg foram aquecidas em panela
de aluminio a uma taxa de 10 °C min-%, com um fluxo de nitrogénio de 20
mL min. As amostras foram analisadas no intervalo de aquecimento
entre -20 °C a 140 °C.

2.4.4  Eficiéncia de encapsulagédo

As andlises de eficiéncia de encapsulagdo foram conduzidas
conforme metodologia descrita por de Carvalho e colaboradores (2013).
As nanoparticulas foram submetidas a técnica de ultrafiltracdo ou
centrifugacéo por suspensdo, utilizando Ultra Amicon Filtros Centrifugos
com membrana 30k Ultracel (Milipore, Irlanda). O procedimento
consistiu em centrifugar as amostras por 30 minutos com uma velocidade
de 6000 rpm, separando 0s compostos encapsulados dos ndo
encapsulados. O filtrado que permeou a membrana filtrante constituiu-se
nos compostos ndo encapsulados, os quais foram analisados e
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quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia de acordo com
0 item 4.2. Os compostos encapsulados ficaram retidos na membrana
filtrante.

A eficiéncia de encapsulacdo foi expressa em porcentagem de
eficiéncia de encapsulacdo a qual consiste na diferenga entre o contelido
do composto ativo livre (ndo encapsulado), e o conteudo que foi
aprisionado dentro da matriz polimérica (encapsulado), de acordo com a
Equacéo 3.

EE % = (

Vitamina D3 inicial teérica —Vitamina D3 nido encapsulada
e L UL )*100 ?)
Vitamina D3 inicial tedrica

245 Simulagdo gastrointestinal in vitro

A simulacdo das condigdes gastrointestinais in vitro foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por Verruck e
colaboradores (2017) com adaptac@es, para as nanoparticulas carregadas
com vitamina D3 (NP-vitD3) e vitamina Ds livre (colecalciferol).

A andlise foi realizada de maneira sequencial simulando as
condicgdes tipicas da boca, eséfago-estdbmago, duodeno e ileo do corpo
humano. As condicGes utilizadas em cada etapa, incluindo solugdes
enzimaticas, pH, tempo e intensidade de agitagdo sdo descritas na Tabela
5.

Tabela 5 - CondigBes utilizadas em cada etapa da simulacéo
gastrointestinal in vitro.

s Agitacéo Tempo
Etapas Condic6es simuladas (rpm) pH (min)
a-amilase
Boca + 200 6,9 2
CaCl,
Pepsina 55 10
P 46 10
Esofago- 3,8 10
Estdbmago * 130 2,8 20
HCE 2,3 20

2 20
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Agitacéo Tempo

Etapas Condigdes simuladas (rpm) P (min)

Pancreatina

Duodeno +
Sais biliares 45 5 20
+
NaHCO3
ileo NaHCOs3 45 6,5 90

Fonte: Adaptado de Verruck e colaboradores (2017).

Para a simulacdo de temperatura e intensidade dos movimentos
peristalticos em cada etapa do sistema digestivo humano foi utilizado um
banho-maria (Modelo DI950 M, Dist, Florianépolis, Brasil) com agitacdo
mecénicaa 37 £ 1 °C.

Para o ensaio foram utilizados 10 mL das amostras NP-vitDs e
vitamina D3 livre (50 pg mLt). Primeiramente as amostras foram
submetidas a simulacdo da etapa da boca, onde o pH foi ajustado para 6,9
com bicarbonato de sédio (NaHCO3s) 1 mol L. A solucdo de saliva
preparada com 100 U mL* de a-amilase em 1 mmol L de cloreto de
célcio (CaCly) foi adicionada as amostras a uma taxa de 240 pL min™ por
2 minutos, sob agitacdo a 200 rpm.

Na etapa seguinte simulando o esbfago-estdbmago, o pH das
amostras foi diminuido até 2, utilizando acido cloridrico (HC{) 1 mol L
!, Posteriormente foi adicionado 500 pL de solugdo de pepsina (25 mg
mL1 em 0,1 mol L de HC({) em aliquotas de igual volume durante toda
a fase gastrica, totalizando 90 minutos sob agitacdo a 130 rpm.

Na etapa de simulagdo do duodeno, o pH foi aumentado para 5,
utilizando NaHCO3 1 mol Lt. Em seguida foi adicionado 2,5 mL da
solucéo de sais biliares de pancreatina bovina (2 g L™ de pancreatina e
12 g L* de sais biliares bovinos em NaHCO3 0,1 mol L). As amostras
foram mantidas sob agitacdo a 45 rpm por 20 minutos.

Para simulagdo da Gltima etapa, o ileo, o pH foi aumentado para
6,5, utilizando NaHCO3; 1 mol L, e as amostras mantidas sob agitacdo
durante 90 minutos a 45 rpm.

Ao final de cada etapa da simulagdo gastrointestinal, aliquotas de
1 mL foram centrifugadas a 6000 rpm, analisadas e quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de acordo com o item 4.2.
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2.5 FORTIFICACAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA
GELEIA DE GOIABA-SERRANA

O estudo foi conduzido conforme a Figura 12. A geleia de
goiaba-serrana convencional (GGS-C) foi fortificada de 3 maneiras
diferentes: com vitamina Ds livre (GGS-vitDs), nanoparticulas carregadas
com vitamina D3 (GGS-NP-vitD3) e nanoparticulas vazias (GGS-NP-
vazia). As formulagdes de geleia e a polpa de goiaba-serrana in natura
(Polpa-GS) foram caracterizadas quanto aos solidos totais, sélidos
sollveis, pH, acidez titulavel, umidade, cinzas, lipideos, proteinas,
carboidratos, valor energético, atividade antioxidante, fendlicos totais,
flavonoides totais, coloracdo, avaliagdo microbioldgica e simulacéo
gastrointestinal in vitro.

Figura 12 - Fluxograma esquematico da forma de fortificacdo e analise das
geleias de goiaba-serrana.
Solidos totals

Goiaba-serrana s6lidos soliveis
B & PH
3 Acidez titulavel
Gelela Polpa in natwra Umidade
Cinzas
s Upidios
Convenclonal Proteinas
(GGS-C) — Carboldrato
k3 s 5 Valor energético
Fortificada Fortificada com Fortificada com Atividade antioxidante
vit‘agg;a 36'3'” "“"“’tm'm”‘;’ de n“"‘z:;‘:"'“ Fendlicos totals
-V vitamina D,
(GGS-NPitD,)  (GGS-NP-vazia) _|  Flavonoides totais
Coloracho

Anilise microbiolégica
Simulagiio gastrointestinal in vitro

Fonte: Autor.
25.1 Elaboragdo das geleias

O desenvolvimento das geleias foi conduzido conforme Reissig
(2015), com modificacdes, de acordo com a Figura 13.
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Figura 13 - Fluxograma esquematico do desenvolvimento das geleias de goiaba-
serrana.

Sele¢do dos frutos
2
Lavagem e sanitizagao
&
Despolpamento manual
3 Processamento
Adicdo da polpa em tacho
3 aberto
Adigdo de xilitol
3 Concentragdo
—_— ’ té
Adicdo de pectina BTM e a
cloreto de célcio 481 2 °BRIX
2
Adicao acido citrico Retirada do
3 aquecimento
Adicdo acido benzoico
3
Fortificacdao
¥ 3 3
Vitamina D ;
e Nar::;:;::::l;s de  Nanoparticulas
foriginando.  (orginando  “3es SrEnande
-\ -vazia
GGS-itDs) GGS-NP-vitD,)
&
Envase a quente Vidros
3 pasteurizados
Inversdo dos vidros
&
Armazenamento

Fonte: Autor.



76

Foi utilizado polpa de goiaba-serrana, edulcorante xilitol,
calculado com base em seu equivalente de dogura (300 vezes mais doce
guando comparado com a sacarose), 2,5 % de pectina BTM (em relagéao
a massa da polpa), 50 mg de cloreto de calcio (por g de pectina utilizada),
0,05 % de &cido benzoico (em relagdo a massa da polpa) e 0,2 % de acido
citrico (em relagéo a massa da polpa).

Os frutos da goiabeira-serrana (Acca sellowiana (Berg) Burret)
foram colhidos em Lages, Santa Catarina, Brasil. Apds a colheita, 0s
frutos foram sanitizados com solucdo de hipoclorito de sodio a 200 ppm
por 10 minutos e posteriormente foram submetidos ao despolpamento
manual.

A polpa de (goiaba-serrana foi homogeneizada em
multiprocessador e transferida para um recipiente de ago inoxidavel, sob
pressdo atmosférica e agitacdo manual constante (simulando tacho aberto)
e ao atingir aproximadamente 85 + 2 °C o xilitol foi adicionado.

Posteriormente, a pectina BTM (previamente dissolvida em agua
fervente 80 + 2 °C) e o cloreto de célcio foram adicionados, para formacéao
do gel.

Para o monitoramento dos solidos soluveis durante o
processamento foi utilizado um refratbmetro digital portatil (Modelo
PAL-3, Atago, Sdo Paulo, Brasil). Ao atingir aproximadamente 48 + 2
°Brix (85 % 2 °C), a geleia foi retirada do aquecimento e adicionado acido
citrico e acido benzoico.

A geleia de goiaba serrana (GGS-C) foi fortificada com: vitamina
Ds encapsulada (50 pg 20 g*) (GGS-NP-vitD3), vitamina D livre (50 pg
20 g1) (GGS-vitD3) e com nanoparticulas vazias (GGS-NP-vazia)

O envase foi realizado a quente 87 + 3 °C em recipientes de vidro
previamente submetidos a pasteurizacdo (80 + 2 °C por 15 min), com
capacidade de 248 mL, tampas de folha de flandres revestidas com
estanho e com revestimento interno de resina epoxi-fendlica. Apos o
envase, foi realizada a inversdo das embalagens por 5 minutos.

2.5.2 Solidos totais

Para determinacdo dos solidos totais, foi pesado e
homogeneizado 5 g de cada amostra em capsulas metalicas (previamente
secas e pesadas). As amostras foram secas em estufa (Modelo TE-
395, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) por 6 horas a 70 + 2 °C sob presséo
reduzida < 100 mm Hg (13,3 kPa). Apo6s o resfriamento em dessecador
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as amostras foram pesadas. Os sélidos totais foram calculados conforme
Equacéo 4 (1AL, 2008).

S6lidos totais (g 100 g?) = TRSLIAMSTASA o 100 (g

massa amostra

2.5.3 Solidos soltiveis

O teor de solidos soluveis foi determinado por refratometria,
utilizando um refratdmetro digital portatil (Modelo PAL-3, Atago, Sédo
Paulo, Brasil). Uma gota de cada amostra foi gotejada sobre o prisma do
refratdbmetro e os resultados apresentados foram expressos em graus Brix
(1AL, 2008).

254 pH

Para determinacdo do pH, 10 g de cada uma das amostras foi
pesada em béquer, diluida em 100 mL de agua destilada, homogeneizada
e medido o pH com o auxilio de um potenciémetro (Bel Engineering,
W3B, Monza, Itdlia), devidamente aferido com solugdes tampdes de pH
4,0 e 6,86 (IAL, 2008).

2.5,5 Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada pesando-se 10 g de cada
amostra em erlenmeyer, diluida em 100 mL de agua, adicionada 0,3 mL
de solucéo de fenolftaleina e titulada com hidréxido de sédio 0,1 mol L
sob agitacdo constante, até o aparecimento de coloragdo rosea. A acidez
titulavel foi calculada conforme Equacdo 5 e 6 (IAL, 2008).

Volnaon x¥ 0,1 x 192

. o I
Acidez Total (g &cido citrico 100 g 1) = e (5)
Acidez Total (%) = =% x 100 (6)

Em que V é o volume da solucdo de NaOH, f é o fator de correcao
da solucéo de NaOH, P é a massa da amostra e M a molaridade da solugédo
de NaOH.
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2.5.6 Cinzas

Para determinacdo das cinzas, 10 g de cada amostra foi pesada
em cépsulas de porcelana (previamente secas e pesadas), posteriormente
foram incineradas em mufla a 550 + 5 °C por 4 a 6 horas, resfriadas em
dessecador e pesadas. O teor de cinzas foi determinado de acordo com
Equacéo 7 (1AL, 2008).

[MA - (MCA apo6s mufla — MCV)] x

Cinzas (g 100 g1) = A

100 (7)

Em que MA é a massa da amostra, MCA é a massa do cadinho
com a amostra e MCV massa do cadinho vazio.

2.5.7 Proteinas

O teor de proteina das amostras foi determinado pelo método de
Kjeldahl. Em um tudo de digestdo foi pesado 0,2 g de cada amostra,
adicionado 2 g de mistura catalitica (sulfato de potassio, sulfato de cobre
e selénio) e colocados no bloco digestor Kjeldahl, até atingir 350 = 2 °C
por aproximadamente 6 horas. Apds o resfriamento dos tubos, foram
adicionados 10 mL de &gua destilada e transferidos para erlenmeyer. Os
tubos foram colocados em destilador e neutralizados com hidrdxido de
sodio (50 % m/v), ao destilado foi adicionado 10 mL de solucédo de acido
bérico (2 % m/v) e por fim titulado com écido cloridrico 0,1 mol L. Um
branco sem a amostra foi preparado. As proteinas foram calculadas
conforme Equagdo 6, utilizando fator de correcdo de nitrogénio para
proteina igual a 6,25 (AOAC, 2002).

[0,014 x 6,25 x (Volycs—Vol branco) x 0,02]

massa amotra

Proteinas (g 100 g 1) =

x 100 (6)

2.5.8 Lipideos

Os lipideos foram determinados por extracdo em Soxhlet. Foram
pesados 5 g de cada amostra em papel de filtro (previamente
desengordurado), transferidas para um extrator tipo Soxhlet, acoplado a
um baldo de fundo chato e adicionado éter. As amostras foram mantidas
sob aquecimento em chapa elétrica por 8 horas. O papel filtro foi retirado,
0 éter destilado e o baldo contendo o residuo extraido foi transferido para
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uma estufa a 105 + 2 °C por aproximadamente 1 hora. O residuo foi
resfriado em dessecador até atingir temperatura ambiente e pesado. Os
lipideos foram calculados conforme Equacédo 9 (AOAC, 2002).

1) _ massa de lipidios

Lipideos (g 100 g x 100 9)

massa amostra

2.5.9 Umidade

Foram pesados 5 g de cada amostra em capsula de porcelana
(previamente secas e pesadas) e colocadas em estufa a 105 + 2 °C por
aproximadamente 3 horas ou até peso constante. As capsulas foram
retiradas da estufa e colocadas em dessecador até atingirem a temperatura
ambiente para posterior pesagem. A umidade foi determinada de acordo
com a Equacéo 10 (1AL, 2008).

[MA_(MCA apos estufa_MCV)] X

Umidade (g 100 g 1) = MA

100  (10)

Em que MA ¢ a massa da amostra, MCA massa do cadinho com
a amostra, MCV massa do cadinho vazio.

2.5.10 Carboidratos

Os carboidratos (carbo) foram determinados por diferenca
conforme Equacédo 11 (BRASIL, 2003).

Carbo (g 100 g *) = 100 - (umidade + cinzas + lipideos + proteinas) (11)
2.5.11 Valor energético

Para o calculo do valor energético, foram utilizados os fatores de
conversdo para os carboidratos, considerando o xilitol (poliol), gorduras
e proteinas. Cada grama de poliol corresponde a 2,4 kcal, proteina 4 kcal
e lipideo 9 kcal, conforme Equagéo 12 (BRASIL, 2003).
Valor energético (Kcal 100 g*) = Polix 2,4 +Px4+Lx9 (12)

Em que Poli é poliol, P é proteina e L é lipideos.
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2.5.12 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelas metodologias DPPH
(remogé&o do radical DPPH - 1,1-difenil-2-picrilhidrazil), ABTS (remogéo
do radical ABTS - 4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico))
e FRAP (poder antioxidante de reducdo do ion ferro, do inglés ferric
reducing antioxidant power), utilizando o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-4cido carboxilico) como padrdo da curva de
calibragdo. Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) (umol TEAC 1001 g de amostra).

Para extracdo dos compostos bioativos, 5 g da polpa de goiaba-
serrana fresca foram homogeneizadas e diluidas em etanol 50 % (m/v).
Os extratos foram submetidos & homogeneizacdo em Ultra Turrax
(Modelo T25, IKA-Works, Inc., Cincinnati, Estados Unidos) a 10000 rpm
por 3 minutos. Posteriormente os extratos foram filtrados em papel filtro
qualitativos e armazenados a 25 + 2 °C.

A atividade antioxidante por DPPH foi determinada conforme
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Foram adicionados 150 pL
dos extratos das amostras a 2850 uL de DPPH 0,1 mmol L e incubado
por 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (UV-Vis 752D, Labman, China) em
comprimento de onda de 515 nm. A equacdo de regressdo da curva de
calibragdo foi y = 29,1 x + 0,0142 (R? = 0,998).

A determinacdo do ABTS foi conduzida conforme Re e
colaboradores (1999), com adaptacBes. Em 30 pL dos extratos das
amostras foram adicionados 3 mL da solugdo ABTS* e homogeneizados
em agitador de tubos. Apds 6 minutos ao abrigo da luz, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (UV-Vis 752D, Labman, China) em
comprimento de onda de 734 nm. A equacdo de regressdo da curva de
calibracdo foi y = 40,3 x - 0,00139 (R?=0,999)

O FRAP foi determinado conforme Arnous, Makris e Kefalas
(2002). Em 100 pL dos extratos das amostras foram adicionados 100 pL
da solucéo de cloreto férrico 3 mmol L?, 1,8 mL de solucdo de TPTZ
(2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 1 mmol L* e mantidos em banho-maria
a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro (UV-Vis 752D, Labman, China) em comprimento de
onda de 620 nm. A equacdo de regressdo da curva de calibracéo foi y =
5,37 x + 0,0271 (R? = 0,998).
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2.5.13 Determinacao dos compostos fendlicos totais

A determinacdo dos compostos fenoélicos totais foi conduzida
conforme metodologia modificada de Folin Ciocalteu (SWAIN; HILLIS,
1959). Os compostos bioativos foram extraidos conforme item 2.5.12.

Em um tubo de ensaio foram adicionados 104 pL dos extratos
das amostras e 1667 uL de dgua destilada. Em seguida, foram adicionados
aos tubos 104 L de reagente de Folin- Ciocalteu (tungstato de sodio 300
mmol L, molibdato de sédio 100 mmol L, sulfato de litio 1,36 mol L
1 4cido cloridrico 1,25 mol L e &cido fosférico 730 mmol L) e
incubados por 3 minutos. Posteriormente foram adicionados 208 L de
carbonato de sédio 1,9 mol L1, Apds 2 horas, foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro (UV-Vis 752D, Labman, China) em comprimento de
onda de 725 nm, utilizando acido galico como padrdo da curva de
calibragdo. A equacdo de regressdo da curva de calibracdo foi y = 52,4 x
- 0,0204 (R?=0,999). Os resultados foram expressos em equivalente de
acido galico (EAG) (mg EAG 100 g de amostra)

2.5.14 Determinacao de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados conforme Zhishen e
colaboradores (1999). Os compostos bioativos foram extraidos conforme
item 2.5.12.

Em 500 pL de cada amostra, foi adicionado 2 mL de agua
deionizada e 150 pL de solucdo de nitrito de sodio (5 % v/v). Apbs 5
minutos, foi adicionado 150 pL de solucdo aquosa de cloreto de aluminio
(10 % v/v) e mantido incubado por 5 minutos. Posteriormente foi
adicionado 1 mL de solucdo de 1 mol L™* de hidréxido de sédio e realizada
a leitura em espectrofotdmetro (UV-Vis 752D, Labman, China) em
comprimento de onda de 510 nm e utilizando quercetina como padréo da
curva de calibracdo. A equacdo de regressdo da curva de calibracdo foi y
= 2,98 x+ 0,0064 (R? = 0,995). Os resultados foram expressos em
equivalente de quercetina (EQ) (mg EQ 100 g de amostra).

2.5.15 Avaliacédo colorimétrica

A anélise da coloragdo das geleias foi determinada conforme os
padrdes do CIE (International Commissionon Illumination), em aparelho
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colorimetro Minolta (CR 400; Minolta, Japdo), na faixa de comprimento
de onda de 380 a 780 nm, em que L* (luminosidade) varia de O (preto) a
100 (branco), a* varia do verde (-) ao vermelho (+) e b* varia de azul (—
) ao amarelo (+). Uma placa de cor branca foi utilizada como padrdo. A
diferenga total de cor (AE*a) foi calculada utilizando a Equacéo 13.

_ [(AL*)? + (aa")? + (Ab")?]

AE*a = - (13)

Onde: AL* = L*controle — L*amostra;
Aa* = a*controle — a*amostra;

Ab* = b*controle - b*amostra;
2.5.16 Analises microbiolégicas

A contagem de bolores e leveduras foi determinada pelo método
ISO 21527- 1: 2008 (Microbiologia de alimentos e de produtos animais —
Métodos horizontais para enumeracao de bolores e leveduras — Parte 2:
Técnica de contagem de coldnias em produtos com atividade de agua
menor ou igual a 0,95).

As amostras foram pesadas assepticamente (25 g) e diluidas em
agua peptonada 0,1 % (Acumedia, Neogen, Brasil) na propor¢éo 1:10, as
diluigdes seriadas foram inoculadas em superficie de &gar dicloran
glicerol agar 18 % (DG18, Merck, Alemanha). As placas inoculadas
foram incubadas em aerobiose a 25 + 1 °C por 5 dias.

A contagem de bolores e leveduras foi realizada no tempo zero,
30, 60 e 90 dias. As analises microbiolégicas foram avaliadas de acordo
com os parametros preconizados pela RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001,
gue estabelece valores de tolerancia para bolores e leveduras da ordem de
10* UFC g (BRASIL, 2001).

2.5.17 Simulacdo gastrointestinal in vitro
A simulacdo das condicBes gastrointestinais in vitro foram
realizadas conforme o item 2.4.5. Foram utilizados 10 g das amostras de

GGS-vitD3 e GGS-NP-vitDs.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS
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As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
STATISTICA (versdo 13.3, TIBCO, Tulsa, EUA) e submetidos a anélise
de variancia e teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 %. Para as
andlises de atividade antioxidante, compostos fendélicos e flavonoides
totais foi determinado o coeficiente linear de correlagdo de Person. As
analises foram realizadas em ftriplicata e 0s valores expressos como
médias e desvio padréo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS

Os parametros utilizados para caracterizacao fisico-quimica das
nanoparticulas carregadas com vitamina D3 (NP-vitD3) e nanoparticulas
controle (NP-vazia) foram didmetro médio de particula (Z-ave), indice de
polidispersdo (IP), potencial zeta (£), eficiéncia de encapsulacéo (EE),
microscopia eletronica de transmissdo (MET), microscopia eletronica de
varredura (MEV) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

3.1.1 Diametro médio de particula (Z-ave), indice de polidisperséo
(IP), potencial zeta () e eficiéncia de encapsulacéo (EE)

O estudo do diametro médio de particula (Z-ave, nm), indice de
polidispersdo (IP), potencial zeta (, mV) e eficiéncia de encapsulacéo
(EE, %), sdo fundamentais para caracterizacdo de nanoparticulas estaveis
para aplicacfes alimenticias.

Os resultados de diametro médio de particula (Tabela 6)
evidenciaram eficiéncia do método utilizado, devido ao pequeno didmetro
apresentado pelas nanoparticulas, abaixo de 200 nm. Valores superiores
(p < 0,05) foram encontrados para NP-vitDs, quando comparado com a
amostra controle (NP-vazia). Isto é justificavel devido a elevada massa
molecular resultante da incorporacdo de vitamina D3 nas nanoparticulas.
Luo, Teng e Wang (2012), ao estudar a encapsulagdo de vitamina Dz em
nanoparticulas de zeina revestidas com carboximetilquitosana, obtiveram
valores semelhantes de diametro médio de particula, entre 85 a 200 nm.

Tabela 6 - Diametro médio de particula, indice de polidispersao, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulagdo das NP-vazias e NP-vitD;

Amostra Z-ave (nm) IP ¢ (mV) EE (%)

NP-vazias 171,8+0,85* 0,200 +0,01* 21,2+1,08% -
NP-vitDs  185,7+2,10° 0,193+0,02* 245+160° 97,27 +187

NP-vazias: Nanoparticulas vazias. NP-vitDs;: Nanoparticulas carregadas com
vitamina Ds. Z-ave: Diametro médio de particula. IP: indice de polidispersdo. {:
Potencial zeta. EE %: Eficiéncia de encapsulagdo. -: Analise ndo realizada.
Valores expressos em média + desvio padrédo (n = 3). Letras mindsculas idénticas
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sobrescritas na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Fonte: Autor.

A composicdo quimica e o método de preparagdo das
nanoparticulas so fatores determinantes para definir o didmetro médio
das particulas (SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003). Os principais
aspectos que influenciam no tamanho da particula incluem, natureza e
concentracdo do polimero, polaridade do solvente e concentracdo dos
surfactantes utilizados (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

De acordo com Banerjee e colaboradores (2016), nanoparticulas
com diametro na ordem de 50 a 200 nm sdo absorvidas e transportadas
através das células intestinais de maneira mais eficiente, quando
comparadas as particulas de maior tamanho, ou seja, a utilizacdo de
particulas com didmetros reduzidos proporcionam uma maior
solubilidade, reatividade e eficiéncia para entrega de compostos bioativos
no trato gastrointestinal, bem como facilitacdo da penetracdo de barreiras
bioldgicas.

O indice de polidispersdo é um parametro utilizado para indicar
a homogeneidade da solucéo e seu valor varia entre 0 e 1. Quanto mais
préximo a 0, mais homogénea é a solugdo e quanto mais proximo a 1,
menos homogénea é a distribuicdo de tamanho das particulas
(GRUMEZESCU, 2017). Os resultados encontrados de IP abaixo de 0,2
para as nanoparticulas estudadas sugerem estreita distribuicdo de tamanho
e uniformidade das particulas em suspensdo. N&o houve diferenca
significativa (p < 0,05) de IP entre as amostras analisadas. Valores
semelhantes de IP foram encontrados por Park e colaboradores (2017), ao
elaborar transportadores lipidicos nanoestruturados carregados com
vitamina D3, com IP de 0,19.

O potencial zeta dimensionado através da mobilidade
eletroforética das particulas em um campo elétrico é utilizado para
determinar a carga superficial e a estabilidade de uma suspenséo coloidal,
pois indica mudancas tanto na superficie quanto na forca de repulsdo que
existe entre as particulas. De maneira geral, quanto maior a repulséo
eletrostatica entre as particulas, maior sera sua estabilidade fisico-quimica
(PARK et al., 2017).

Em relacéo a carga superficial das nanoparticulas, o pH do meio
é um dos parametros que mais influenciam este indicador, desta forma, o
potencial zeta torna-se positivo em meio acido e negativo em meio basico
(BERG et al., 2009; CRUCHO; BARROS, 2017; KHOLI; MITTAL,
2009). Resultados positivos de potencial zeta obtidos para as
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nanoparticulas (NP-vitD; e NP-vazia) sdo atribuidos ao carater catiénico
da zeina e pH do meio entre 2 e 3.

Valores de potencial zeta em modulo entre0 e 10 mV
demonstram particulas altamente instaveis, de 10 a 20 mV particulas
relativamente estaveis, 20 a 30 mV moderadamente estaveis e valores em
torno de 30 mV particulas altamente estaveis (BHATTACHARJEE,
2016). Os resultados obtidos demonstraram populacdo de particulas
moderadamente estaveis, porém fora da faixa de estabilidade ideal
(30 mV), o que ocorre devido a utilizacdo de polimeros catiénicos e
agentes estabilizantes ndo-ibnicos, como o Tween, que promovem
estabilidade a solucdo pelo impedimento estérico (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010), sendo esta estabilizacdo a preponderante no
sistema estudado. De acordo com Mitri e colaboradores (2011), quando
h& uma estabilizacdo estérica adicional (como neste caso o Tween 80)
valores em torno de 20 mV ja sdo suficientes para manter a estabilidade
do sistema coloidal.

Os resultados obtidos no presente estudo para eficiéncia de
encapsulacdo, comprovam adequada incorporacdo de vitamina Ds nas
nanoparticulas, corroborando com os resultados alcangados por estudos
que utilizaram a mesma metodologia, apresentando EE entre 88,5 e 99,8
% (DA ROSA et al., 2015).

A composigdo das nanoparticulas afeta as suas caracteristicas de
liberacdo. Portanto, a eficiéncia de encapsulacdo esta diretamente
relacionada com o método utilizado, a natureza quimica, concentracdo e
polaridade do composto ativo e do polimero utilizado (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). A formacao das nanoparticulas
é favorecida pela hidrofobicidade das moléculas de zeina e vitamina Ds,
devido a formagdo de interacBes hidrofobicas, além de interacfes
eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (LUO; TENG; WANG, 2012).

O estudo realizado por Pefialva e colaboradores (2015) obteve
resultados inferiores de EE, em torno de 57 %, ao elaborar nanoparticulas
de zeina carregadas com 4&cido folico (vitamina B9). Liang e
colaboradores (2018) avaliaram o efeito do ultrassom na preparacao de
particulas de zeina carregadas com resveratrol, obtiveram resultados de
EE de 85 %. Walia e colaboradores (2017) ao estudar nanoencapsulagéo
de vitamina D em 6leo de peixe por ultrassonografia apresentaram
resultados semelhantes aos do presente estudo, 95 a 98 % de eficiéncia de
encapsulagéo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!
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3.1.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
eletrénica de transmissédo (MET)

Analises de MEV e MET foram realizadas para as NP-vazia e
NP-vitDs.

As diferentes morfologias das particulas interferem diretamente
no transporte e absorcdo de compostos bioativos, além de afetar a
solubilidade de compostos pouco solUveis em &gua, influenciando na area
superficial, bem como nas interacdes com alvos bioldgicos, podendo
trazer melhor eficacia para as formulagbes (BANERJEE et al., 2016).

A microscopia eletronica de varredura, é uma técnica de imagens
em que um feixe de elétrons interage com uma amostra e gera sinais
diferentes, refletindo a morfologia, as propriedades estruturais,
porosidade e a superficie das particulas de maneira tridimensional
(CRUCHO; BARROS, 2017).

As nanoparticulas obtidas ndo foram submetidas a métodos de
secagem, optou-se por manté-las em dispersdo coloidal, uma vez que esta
foi a condicdo escolhida para prosseguir com os estudos. No entanto, as
analises por MEV ndo possibilitaram a observacdo das nanoparticulas de
maneira individual, devido a forma de preparo das amostras e ao pequeno
didmetro apresentado pelas mesmas (menor que 200 nm) . No entanto, é
possivel observar nas micrografias da Figura 14 que hd uma grande
guantidade de particulas sintetizadas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916304977#!
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Figura 14 - Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) das
nanoparticulas vazias e carregadas com vitamina Dz, em magnificagdo de 2000
a 5000 vezes.
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NP-vazia: Nanoparticulas vazias. NP-vitDs: Nanoparticulas carregadas com
vitamina D3. Fonte: Autor.

Outra técnica apropriada para caracterizacdo morfoldgica de
nanoparticulas € a microscopia eletronica de transmissdo (MET).
Essencialmente o MET gera uma imagem bidimensional formada a partir
dos elétrons transmitidos através da amostra (CRUCHO; BARROS,
2017).

Através das micrografias obtidas por MET é possivel observar
gue ndo houve diferenca morfoldgica entre as NP-vazia e NP-vitDs;
(Figura 15). As nanoparticulas apresentaram populacfes homogéneas,
formato esférico e um tamanho de 132 + 2,23 nm para a NP-vazia e 144
+ 3,25 nm para a NP-vitD3, inferiores (p < 0,05) aos resultados obtidos
pelo espalhamento de luz dindmico medido no equipamento Zetasizer
Nano Series. Isso pode ser explicado pelo fato de que o espalhamento de
luz dindmico avalia o raio hidrodindmico das particulas em uma
suspensdo, enquanto o MET fornece a area da superficie com base na
guantidade de elétrons incidentes transmitidos através de uma amostra,
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de maneira resumida, os valores obtidos por espalhamento de luz
dindmico normalmente sdo superiores quando comparados aos de MET
(BHATTACHARIEE et al., 2016).

Figura 15 - Micrografias de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) das
nanoparticulas vazias e carregadas com vitamina D3, em magnificacéo de 800 a
200.000 vezes.

' NP-vitD,

| NP-vazia %

.": e " . ;. v.,.‘ ’.'- "
L St TR ]
lets -..‘ N ,.,';'_,"..' . e

«
$0.8 ~ 5 » s
RO NP A B A S T

NP-vazia: Nanoparticulas vazias. NP-vitDs: Nanoparticulas carregadas com
vitamina Ds. Fonte: Autor.

3.1.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Por meio da analise de calorimetria exploratéria diferencial é
possivel monitorar mudancas nas propriedades fisicas ou quimicas de
materiais em funcdo da temperatura (ATKINS; de PAULA; KEELER,
2007), além de acompanhar possiveis interacdes entre compostos
bioativos presentes nas nanoparticulas (CRUCHO; BARROS, 2017).

As anélises de DSC (Figura 16) foram realizadas para os
componentes puros presentes nas nanoparticulas, incluindo zeina, Tween
80 e vitamina D3, e também para NP-vazia e NP-vitDs.
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Figura 16 - Termograma de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) de
vitamina D3, zeina, NP-vitDs;, NP-vazia e Tween 80.

- Vitamina D,
—Zeina
NP-vitD,
o :
o 1 ~— NP-vazia
w | Tween 80

Fluxo de calor
(mWig)

Endo

' L] v ] v 1 v 1 1 L! T v I ¥ T

iy y—
15 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Temperatura (°C)

NP-vitDs:  Nanoparticulas carregadas com vitamina Ds.  NP-vazias:
Nanoparticulas vazias. Endo: Endotérmico. Exo: Exotérmico. Fonte: Autor.

O termograma referente a vitamina Ds pura (colecalciferol)
demonstra amplo pico endotérmico em 83,72 °C correspondente ao seu
ponto de fusdo. Luo, Teng e Wang (2012) e Fathi, e colaboradores (2015),
obtiveram picos de fusdo da vitamina D; em temperaturas de 87,8 e 88,1
°C, ao avaliarem a encapsulagdo desta, em matrizes de
carboximetilquitosana e amido de milho com alto teor de amilose,
respectivamente.

O pico endotérmico caracteristico apresentado pela zeina a
66,51 °C pode estar associado a evaporacao da dgua ligada (LUO; TENG;
WANG, 2012). Valor semelhante foi encontrado por Luo e colaboradores
(2011), apresentando pico endotérmico de 73,2 °C ao estudar
nanoparticulas de a-tocoferol revestidas com zeina e quitosana.
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O pico endotérmico exibido no termograma das NP-vitD3 e NP-
vazia a — 5,32 °C é provavelmente referente a presenca do surfactante
Tween 80 utilizado na sintese das nanoparticulas.

A auséncia do pico endotérmico referente a vitamina D3 no
termograma das NP-vitD3 demonstra que a vitamina estd molecularmente
dispersada na matriz polimérica e, portanto, encapsulada nas
nanoparticulas de zeina (HASANVAND et al., 2015; LUO; TENG;
WANG, 2012). De maneira geral, é possivel confirmar que a interacéo
entre os compostos hidrofébicos presentes na zeina e vitamina D3
favoreceram a formacéo das nanoparticulas (LIANG et al., 2018). O
mesmo foi observado por Wang e colaboradores (2018) ao encapsular [3-
caroteno revestido com zeina, carboximetilquitosana e polifenois.

3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DAS GELEIAS E POLPA DE
GOIABA-SERRANA

3.2.1 Composicéao fisico-quimica

A composicéo fisico-quimica dos alimentos é fundamental para
determinar as caracteristicas dos produtos. As formulagfes de geleia de
goiaba-serrana e polpa in natura foram analisadas quanto aos sélidos
totais, sélidos sollveis, acidez titulavel, pH, umidade, cinzas, lipideos,
proteinas, carboidratos e valor energético conforme a Tabela 7.



Tabela 7 - Composicéo centesimal das GGS-C, GGS-vitDs;, GGS-NP-vitD;, GGS-NP-vazia e Polpa-GS (g 100 g de peso fresco).

Composicéo centesimal

Andlises GGS-C GGS-vitDs GGS-NP-vitDs GGS-NP-vazia Polpa-GS
Sélidos totais (g) 68,91 +1,03 69,81 +2,30° 68,57 * 3,40° 72,35+ 2,012 13,94 +0,25°
Sélidos soltveis (°Brix) 48,73 £1,02% 50,90 £ 0,782 48,42 + 0,36% 49,46 + 0,922 12,57 +0,05°
pH 3,04 +0,02? 3,01+ 0,012 3,02 £ 0,022 3,02+0,01° 3,71 £0,04°
Acidez titulavel (%) 0,84 + 0,022 0,84 + 0,012 0,81 +£ 0,022 0,82 +0,01? 0,97 £0,01°
Umidade (%) 39,10 + 0,662 39,91 + 0,342 39,20 + 0,65° 39,97 £ 0,572 76,69 + 0,21°
Cinzas (g) 0,38 £0,01* 0,42 £ 0,03? 0,49 + 0,41° 0,35+0,13? 2,90 £0,62°
Lipideos (g) 0,81+£0,26° 0,88 £0,11° 0,61 +0,18° 0,70 + 0,64° 1,40 £ 0,99°
Proteinas (g) 0,90 + 0,682 1,15+ 0,57° 0,95 + 0,422 0,82 + 0,322 0,66 + 0,232
Carboidratos (g) 56,24 + 2,50° 51,34 +5,40° 55,96 + 4,262 54,36 £ 2,772 12,95 + 2,38°
Valor energético (kcal) 149,44 + 3,432 138,68 + 4,41° 136,77 £ 6,55° 143,41 + 2,80° 20,08 + 3,82°

GGS-C: Geleia de goiaba-serrana convencional. GGS-vitDs: Geleia de goiaba-serrana com vitamina D3 livre. GGS-NP-vitD3: Geleia
de goiaba-serrana com nanoparticulas carregadas com vitamina Ds;. GGS-NP-vazia: Geleia de goiaba-serrana com nanoparticulas
vazias. Polpa-GS: Polpa de goiaba-serrana. Valores expressos em média + desvio padrdo (n = 3). Letras mindsculas idénticas

sobrescritas na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05). Fonte:
Autor.
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De maneira geral, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre as amostras GGS-C, GGS-vitD3, GGS-NP-vitD3; e GGS-NP-vazia
para os parametros analisados, demonstrando que a incorporacdo de
nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3z, ndo altera as
caracteristicas fisico-quimicas das geleias.

Os sdlidos totais, além de estimarem a quantidade de agUcares
dissolvidos (sacarose, glicose ou frutose), resultantes da hidrélise do
amido durante o amadurecimento dos frutos, também determinam outros
compostos sollveis, como por exemplo, sais, &cidos e vitaminas
(CHAVES et al., 2004). As amostras de geleia apresentaram valores
superiores (p < 0,05) de solidos totais, quando comparada a Polpa-GS,
devido aos solidos adicionados no processamento das geleias, incluindo
o edulcorante xilitol, acido citrico, benzoico, pectina e cloreto de caélcio.

Como a maioria dos solidos sollveis presentes nas frutas séo
compostos por agucares, este é utilizado como um indicativo do ponto de
maturagcdo e grau de dogura, sendo também utilizado para frutas
processadas (CHITARRA; CHITARRA, 2005; GAVA; SILVA; FRIAS,
2009). Para as geleias, os valores de sélidos sollveis foram superiores (p
< 0,05) quando comparados a polpa, isso pode ser explicado pela
concentracdo dos acglcares da fruta durante o aquecimento e pela
utilizacdo do edulcorante xilitol na formulacdo das geleias. Apesar de o
xilitol apresentar reduzido valor caldrico, € um carboidrato que se
comporta de maneira similar ao acucar (CHATTOPADHYAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2014).

O potencial hidrogenidnico (pH) e acidez titulavél sdo
importantes para avaliar o estado de conservacdo dos produtos
alimenticios. Podem influenciar no sabor, odor, textura, cor e estabilidade
fisico-quimica das geleias (CECCHI, 2003). Ambos afetam
drasticamente a formagéo do gel (FEATHERSTONE, 2016).

Os resultados de pH revelaram geleias firmes e estaveis, com
valores inferiores aos apresentados pela polpa (p < 0,05) e dentro dos
padrdes de identidade e qualidade estabelecidos pela legislacao brasileira
vigente (pH méaximo de 4,5), sendo considerado um produto acido
(BRASIL, 2005). Valores superiores de pH foram encontrados por Santos
e colaboradores (2017), variando entre 3,68 e 4,44 ao estudar quatro
diferentes formulacbes de geleia de goiaba-serrana. Em relacdo a polpa,
Amarante e colaboradores (2013) obtivem valores semelhantes ao
presente estudo, com pH variando entre 2,0 e 3,7 para 0s genétipos
Alcantara, Helena, Mattos e Nonante de goiaba-serrana, provenientes do
municipio de Sao Joaquim, em Santa Catarina.
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Os resultados obtidos para acidez titulavél entre 0,3 e 0,8 %,
relevaram que nao houve sinérese e indicaram manutencdo adequada da
textura das geleias (DIAS et al., 2011). As amostras GGS-C, GGS-vitDs,
GGS-NP-vitD3 e GGS-NP-vazia, apresentaram valores menores (p <
0,05) de pH e acidez titulavél quando comparada a Polpa-GS, devido a
adicdo de acido citrico e benzoico na formulacdo das geleias. Beninca
(2014) ao estudar as reacOes pds-colheita de quadro diferentes gen6tipos
de goiaba-serrana, colhidos no municipio de S&o Joaquim, encontrou
resultados semelhantes aos do presente estudo para polpa, com acidez
titulavel variando entre 0,81 a 2,01 % em peso fresco.

A determinacdo da umidade dos alimentos é importante, uma vez
gue elevados conteddos de umidade podem favorecer o crescimento de
microrganismos deteriorantes (FORSYTHE, 2013). O alto teor de
umidade exibido pela Polpa-GS é uma caracteristica comum dos frutos
da familia Myrtaceae (VALLILO et al., 2005). Através dos resultados
apresentados pelas amostras de geleia (abaixo de 40 %) é possivel
classificd-las  como “alimentos com umidade intermediaria”
(FORSYTHE, 2013). De acordo com Gava, Silva e Frias (2009),
alimentos com umidade entre 15 e 40 %, com alta concentracéo de sélidos
sollveis e pH baixo, sdo considerados microbiologicamente estaveis.

Em relacdo as cinzas, quantidade de substancias minerais
presentes nos alimentos (CHAVES et al., 2004), as amostras de geleia
apresentaram valores inferiores (p < 0,05) quando comparadas a polpa,
possivelmente devido a diluicdo dos minerais presentes na formulagédo
das geleias, enquanto para a polpa séo considerados os minerais contidos
apenas na fruta, incluindo as sementes.

O baixo teor lipidico apresentado pelas amostras neste estudo é
caracteristico, uma vez que na maioria das frutas e hortaligas, os lipideos
estdo disponiveis em quantidades minimas (GOLDONI et al., 2017). Néao
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras estudadas em
relacdo ao teor de lipideos. Amarante e colaboradores (2018) obtiveram
resultados semelhantes, 0,79 % de lipideos em peso fresco, ao estudar a
composicdo fisico-quimica e mineral de casca e polpa, de diferentes
genotipos de goiaba-serrana, provenientes no municipio de Sdo Joaquim.

O conteldo proteico da polpa de goiaba-serrana revelou valores
superiores aos referenciados pela Tabela Brasileira de Composi¢do de
Alimentos (2011), quando comparada a goiaba-vermelha (Psidium
guajava L.), que apresentou 0,6 g por 100 g de parte comestivel. Ndo
houve diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao teor proteico das
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geleias e polpa de goiaba-serrana. Os resultados demonstraram que 0
processamento das geleias, ndo alterou o contetdo proteico das mesmas.

Os carboidratos sdo considerados os constituintes mais
abundantes nos frutos maduros da goiabeira-serrana (ZHU, 2018). Os
resultados exibidos corroboraram com os estudos de Zhu (2018),
apresentando 15,21 g 100 g de carboidrato em peso fresco, ao estudar as
propriedades quimicas e bioldgicas da goiaba-serrana. Como esperado o
teor de carboidratos das geleias foi superior (p < 0,05) quando comparado
a polpa, em virtude do processamento e presenca de Xxilitol nas geleias.

A variacdo das caracteristicas fisico-quimicas da fruta, quando
comparada a outros estudos, pode ser explicada devido a influéncia dos
estagios de maturacdo, época de colheita, localizacéo, clima, condigdes
do solo, exposicdo a luz solar, além da diversidade dos gendtipos
existentes (FANIADIS, DROGOUDI, VASILAKAKIS, 2010),
consequentemente diversificando as caracteristicas finas da geleia.

O valor energético apresentado pelas geleias aproximadamente
30 kcal por porc¢éo (20 g), apresentou resultados inferiores as geleias de
goiaba-vermelha comerciais, adogadas com sacarose (aproximadamente
58 kcal 20! g), demonstrando que o edulcorante xilitol é capaz de
substituir perfeitamente a sacarose, pois além de possuir reduzido valor
calorico (2,4 kcal), é permitido na quantidade necessaria para se obter o
sabor doce desejado (BRASIL, 2001), ndo apresenta sabor residual e pode
ser consumido por diabéticos, uma vez que seu metabolismo €
independente de insulina (MUSSATTO; ROBERTO, 2002).

3.2.2 Atividade antioxidante e compostos bioativos

As frutas sdo fontes naturais de substancias com propriedades
antioxidantes, essa caracteristica ¢ atribuida ao contetido de fitoquimicos
presentes nos frutos, dentre os quais se destaca 0 grupo dos compostos
fendlicos (MELO et al., 2008). O poder antioxidante dos compostos
fenolicos esta principalmente relacionado com as suas propriedades de
reduzir agentes doadores de hidrogénio ou elétrons e com a capacidade
de reducdo de metais, como por exemplo, o ferro (CAMPQOS, 2019).

Para estimar a capacidade antioxidante de vegetais, existem
inimeros ensaios descritos na literatura, tendo em vista a diversidade de
compostos antioxidantes presentes nas matérias primas e a complexidade
de atuacdo frente a diferentes radicais livres (ALVES et al., 2010;
SOARES et al., 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614001770#b0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614001770#b0055
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Dentre os mecanismos utilizados para avaliar a atividade
antioxidade in vitro de frutos, destaca-se: o sequestro dos radicais 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
acido sulfénico (ABTS), e o poder de reducédo do ion ferro (FRAP) (do
inglés ferric reducing antioxidant power) (THAIPONG et al., 2006).

A atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e
flavonoides totais foram avaliados para as formulacbes de geleia de
goiaba-serrana e para a polpa in natura, pelas metodologias DPPH, ABTS
e FRAP (Tabela 8).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157506000081#!
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Tabela 8 - Atividade antioxidante e compostos bioativos (fendlicos totais e flavonoides) das GGS-C, GGS-vitDs, GGS-NP-vitDs,
GGS-NP-vazia e Polpa-GS em peso fresco.

Atividade antioxidante

(umol TEAC 100 g) Compostos bioativos

Compostos Flavonoides totais
Amostra DPPH ABTS FRAP fenolicos totais (mg EQ 100" g)
(mg EAG 100 g) g g
GGS-C 162,66 + 7,24 142,73 £ 11,14 983,94 + 68,29° 136,59 +9,30* 98,89 + 3,55°
GGS-vitDs 175,19 £5,01° 154,49 + 14,872 968,51 + 44,64* 144,81 + 4,70? 100,55 * 2,36°
GGS-NP-vitDs 178,66 * 2,522 157,49 +1,61° 1047,87 £ 7,972 149,30 + 5,58° 101,40 +1,68°
GGS- NP-vazia 172,37 + 2,48? 154,48 +10,43? 1008,49 + 7,972 139,14 + 8,89° 97,57 + 3,76%
Polpa-GS 182,48 + 12,47° 150,60 + 9,172 1086,39 + 42,75 156,02 +0,78° 117,07 £ 2,62°

GGS-C: Geleia de goiaba-serrana convencional. GGS-vitDs: Geleia de goiaba-serrana com vitamina D3 livre. GGS-NP-vitDs: Geleia
de goiaba-serrana com nanoparticulas carregadas com vitamina D;. GGS-NP-vazia: Geleia de goiaba-serrana com nanoparticulas de
vazias. Polpa-GS: Polpa de goiaba-serrana. DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazila. ABTS: 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido
sulfénico. FRAP: Poder antioxidante redutor férrico. TEAC: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. EAG: Equivalente de
acido galico. EQ: Equivalente de quercetina. Valores expressos em média + desvio padrdo (n = 3). Letras mindsculas idénticas
sobrescritas na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05).

Fonte: Autor.
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N&do houve diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a
atividade antioxidante de acordo com as trés metodologias testadas para
as amostras GGS-C, GGS-vitD3, GGS-NP-vitDs;, GGS-NP-vazia, Polpa-
GS, revelando que o tratamento térmico, bem como a adicdo de
nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3 ndo interferiram na
capacidade antioxidante das mesmas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Bof e
colaboradores (2012) ao estudar geleias de uva, macd, morango, pera,
goiaba e figo, e demonstraram que 0 processamento térmico ndo afetou
significativamente as geleias de maca e pera, porém houve reducdo da
atividade antioxidante nas demais geleias. Amakura e colaboradores
(2000) estudaram a atividade antioxidante de nove tipos de berries frescas
e suas geleias, e os resultados demonstraram geleias com atividade
antioxidante superior quando comparadas as frutas ndo processadas.

Os resultados dos compostos bioativos para as amostras de GGS-
vitD3, GGS-NP-vitD3; e GGS-NP-vazia, apresentaram perda de 8,69 *
3,65 e 14,92 + 1,46 % para fenodlicos e flavonoides respectivamente,
guando comparadas a Polpa-GS. Isto € atribuido ao efeito da temperatura
utilizada para produgdo das geleias, temperaturas acima de 40 °C podem
provocar perdas significativas destes compostos (BABY et al., 2007).

Em relacdo a incorporacdo das nanoparticulas, ao comparar as
diferentes formulac@es de geleia, os resultados demonstraram que as NP-
vitD3 e NP-vazia, ndo interferiram significativamente (p < 0,05) no
contelldo de compostos fendlicos e flavonoides totais presentes nas
amostras de geleia.

Amarante e colaboradores (2017) obtiveram resultados inferiores
ao presente estudo com atividade antioxidante de de 88,3 £ 8,9 mg EAG
100 g de peso fresco, ao estudar o contetdo fendlico total de cinco
genotipos brasileiros de goiaba-serrana. Pasquariello e colaboradores
(2015) ao estudar por trés anos, doze cultivares de goiaba-serrana obtidas
de diferentes paises, obtiveram valores médios de compostos fenoélicos
totais de 153,72 + 49,39 mg EAG 100 g de peso fresco, corroborando
com os resultados do presente estudo.

Em relacdo ao contelido de flavonoides totais, os resultados de
Pasquariello e colaboradores (2015) foram inferiores, quando
comparados a esta pesquisa variando entre 33,17 + 2,45 e 14,22 + 0,47
mg EQ 100 g de peso fresco.

A grande variacdo nos valores de compostos fendlicos e
flavonoides, quando comparado a outros estudos sdo relacionados a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815002496#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815002496#!
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diversos fatores, principalmente a condigdes ambientais como
temperatura, umidade, duracdo da luz do dia, tempo de maturacéo e
periodo da colhieta (MONFORTE et al., 2014). Estes fatores influenciam
significativamente no desenvolvimento das frutas, bem como na
biodisponibilidade destes metabdlitos apds o processamento.

A quantidade de compostos fenolicos presente no fruto estd
diretamente correlacionada (r = 0,883) com o contetdo de flavonoides,
confirmando que ambos s&o responsaveis pela atividade antioxidante das
amostras estudadas.

Os flavonoides totais apresentaram forte correlacéo positiva (r =
0,898) com a metodologia FRAP, enquanto os compostos fenolicos
apresentaram forte correlagéo positiva com DPPH (r = 0,936) e FRAP (r
= 0,987), revelando mecanismos antioxidantes tanto de captura de
radicais livres como reducdo de ions metalicos, atuando nas etapas de
iniciacdo e propagacao do processo oxidativo (SOARES, 2002).

De acordo com Monforte e colaboradores (2014), os principais
compostos fendlicos presentes na goiaba-serrana sdo pertencentes a
classe dos flavondides (dos quais a quercetina, catequina, rutina,
eriodictiol e eriocitrina sdo preponderantes) e dos &cidos fendlicos,
(majoritariamente galico, siringico e elagico). Portando, estes compostos
naturalmente sdo capazes de fornecer os principais mecanismos
antioxidantes presentes na goiaba-serrana.

O desempenho dos compostos fendlicos como antioxidantes esta
relacionado com sua estrutura molecular, e dependera da posicdo e do
nimero de grupamentos hidroxila presentes (CAMPOS, 2019; SIMOES
et al., 2013). Em geral, para os flavondides, quanto maior o ndmero de
substituintes hidroxila, maior sua atividade (ALVES et al., 2010). A
quercetina (flavonoide) é considerada um quelante altamente eficaz de
metais de transi¢do (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002), pois
possui uma ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3, substituintes hidroxilas
nos carbonos 3, 5 e 7 e 0 grupo catecol no anel B (SALVADOR;
HENRIQUES, 2004).

A forte correlacdo entre o contetdo de compostos fendlicos bem
como de flavonoides com a atividade antioxidante, demonstra que 0s
principais responsaveis pela acdo antioxidante da goiaba-serrana sdo o
grupo dos compostos fendlicos (SOUZA, 2015).

Portanto, pelos métodos estudados, as amostras de GGS-C, GGS-
vitD3, GGS-NP-vitD;, GGS-NP-vazia e Polpa-GS, apresentaram
expressiva atividade antioxidante; portanto, podem ser utilizadas como
fonte de antioxidantes naturais.
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3.2.3 Analise colorimétrica

A coloracdo de frutas frescas e processadas é um dos atributos
sensoriais mais importantes para a aceitabilidade do consumidor
(MELGAREJO et al., 2011), uma vez que o efeito visual gerado pela cor,
normalmente é superior quando comparado a outros atributos, como por
exemplo, o odor (TOCCHINI; MERCADANTE, 2011).

A andlise colorimétrica foi realizada para as formulacfes de
geleia de goiaba-serrana e para a polpa de goiaba-serrana conforme a
Tabela 9.

Tabela 9 - Pardmetros colorimétricos das GGS-C, GGS-vitD3;, GGS-NP-vitDs,
GGS-NP-vazia e Polpa-GS.

Amostra L* a* b* AE*ap

GGS-C 37,05+145 3,89+0,21* 10,59+0,63? wx
GGS-vitDs 37,30 £1,34* 390+0,22*® 10,57+0,96® 1,28+1,02°
GGS-NP-vitD;  37,63+1,02*° 3,74+0,35% 1150+1,48% 3,00+1,19°
GGS-NP-vazia 35,94+2,38* 3,93+0,71* 1148+141° 299+176°
Polpa-GS 4558 +1,81* 8,02+0,18" 17,88+1,66° 10,52 +2,14°

GGS-C: Geleia de goiaba-serrana convencional. GGS-vitDs: Geleia de goiaba-
serrana com vitamina D3 livre. GGS-NP-vitDs: Geleia de goiaba-serrana com
nanoparticulas carregadas com vitamina D;. GGS-NP-vazia: Geleia de goiaba-
serrana com nanoparticulas de vazias. Polpa-GS: Polpa de goiaba-serrana. L*:
Luminosidade, varia de 0 (preto) a 100 (branco). a*:Vermelho-verde, varia de
verde (-) a vermelho (+). b*: Amarelo-azul, varia de azul (-) a amarelo (+). AE*3:
diferenga total de cor (entre pardmetros de cor). Valores expressos em média +
desvio padrdo (n = 3). Letras minUsculas idénticas sobrescritas na mesma coluna
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
significancia (p < 0,05). Fonte: Autor.

O pardmetro luminosidade (L*) indicou geleias de coloragéo
mais escura (p < 0,05) quando comparadas com a polpa in natura, a
coordenada de cromaticidade a* (+) indicou a tendéncia a coloracdo mais
avermelhada (p < 0,05) nas amostras de geleia.

O edulcorante escolhido para formulagdo das geleias (xilitol)
apresenta auséncia de grupamentos aldeidos ou cetonicos, desta forma,
ndo participa de reacdes de escurecimento ndo enzimatico, como por
exemplo a reagdo de Maillard (MUSSATO; ROBERTO, 2002). Em
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contrapartida, temperaturas elevadas e valores de pH proximos a 3,2,
hidrolisam a sacarose, adicionando moléculas de glicose e frutose ao
grupo de acUcares redutores disponiveis para a reacdo de Maillard. Estas
reacOes alteram o perfil de cor e sabor das geleias, além de contribuirem
para a degradagdo da cor durante o armazenamento (CABALLERO,
2003).

Os resultados de coloracdo escura e avermelhada apresentados
pelas geleias, revelam reacBes de escurecimento enzimatico,
possivelmente ocasionadas por enzimas do grupo oxirredutases, como
peroxidase e polifenoloxidase, que catalisam a degradagdo de compostos
fendlicos presentes na fruta com a presenca de oxigénio, bem como
reacdes de escurecimento ndo-enzimatico devido a reacdo de Maillard,
assim provocando o aparecimento de pigmentos acastanhados ou
avermelhados na polpa da fruta (BENINCA, 2014; MISHARA, 2012;
SILVA; SULAIMAN, 2018).

Com relacdo ao parametro colorimétrico b* (+) indicativo de
tendéncia a coloragdo amarelada, as amostras de polpa apresentaram
valores superiores (p < 0,05) aos encontrados nas geleias, demonstrando
geleias com tendéncia de coloracdo menos amarelada (p < 0,05) quando
comparadas com a polpa in natura, isso é justificavel uma vez que os
frutos utilizados estavam em estagio final de maturacdo, revelando os
carotenoides, mascarados pela coloracdo esverdeada da casca devido a
presenca das clorofilas. Durante a maturacdo, o etileno promove a
ativacdo das enzimas responsaveis pela degradacdo da clorofila
(clorofilases) (VELHO, 2009). Com a degradacdo da clorofila, os
carotenoides existentes nos tecidos tornam-se visiveis (CHITARRA;
CHITARRA, 2005), promovendo a perda da coloracdo verde e
originando compostos de coloragdo escura, avermelhada e amarelada.

Para avaliar alteracGes globais de cor de uma amostra em relacéo
a um controle, foi utilizado o parametro (AE*a), onde valores menores
gue 1 significam diferencas de coloracdo ndo perceptiveis ao olho
humano, valores maiores que 1 e menores que 3 demonstram pequenas
diferencas de cor perceptiveis ao olho humano, e por fim, valores maiores
que 3 diferencas totalmente perceptiveis (BODART et al., 2008).

Os resultados de AE*y, revelaram que as amostras GGS-vitDs,
GGS-NP-vitD; e GGS-NP-vazia apresentaram pequenas diferencas de
coloracdo perceptiveis ao olho humano quando comparadas com a
amostra controle (GGS-C).

Para a polpa de goiaba-serrana os resultados de AE*y, diferiram
estatisticamente (p < 0,05) das demais amostras e indicaram diferencas
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de cor completamente perceptiveis ao olho humano, devido ao
processamento utilizado para producédo das geleias.

Valores semelhantes de coloracdo para a polpa in natura foram
encontrados por de Souza (2015), ao estudar a colora¢do de cinco
genotipos brasileiros de goiabeira-serrana (cultivares Alcantara, Mattos,
Helena, Nonante e acesso 2316), sob diferentes condicdes de
armazenamento.

De maneira geral, ndo houve diferenga significativa (p < 0,05) de
coloragdo entre as geleias estudadas para os parametros L*, a*, b* e
AE*y, revelando que a incorporacdo das nanoparticulas de zeina
carregadas com vitamina D3 ndo afeta a coloracdo das mesmas.

3.2.4  Analises microbiol6gicas

A analise microbiolégica de bolores e leveduras foi realizada
para as formulagBes de geleias de goiaba-serrana conforme a Tabela 10.

Tabela 10 - Analise microbiolégica de bolores e leveduras das GGS-C, GGS-
vitDs, GGS-NP-vitD; e GGS-NP-vazia.
Bolores e leveduras (UFC g?)
Tempo GGS-C  GGS-vitDs  GGS-NP-vitDs GGS-NP-vazia
0 dias - - - -
30 dias - - - -
60 dias - - - -

90dias 10x10' 1,0x10% 1,0 x 10* 1,0 x 10

GGS-C: Geleia de goiaba-serrana convencional. GGS-vitDs: Geleia de goiaba-
serrana com vitamina D3 livre. GGS-NP-vitDs: Geleia de goiaba-serrana com
nanoparticulas carregadas com vitamina D;. GGS-NP-vazia: Geleia de goiaba-
serrana com nanoparticulas de vazias. -: Ndo houve crescimento. Fonte: Autor.

As caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelas geleias
estudadas, tais como pH baixo, elevada concentracdo de sélidos sollveis
(GAVA,; SILVA; FRIAS, 2009), além da presenca do edulcorante xilitol
nas formulacbes (MUSSATTO; ROBERTO, 2002), ofereceram
resisténcia ao crescimento de bolores e leveduras. As hidroxilas presentes
no xilitol se ligam as moléculas de &gua, assim reduzindo a atividade de
agua do meio, desta forma, criando um ambiente desfavoravel para o
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crescimento de micro-organismos deteriorantes, conferindo maior
conservagdo aos produtos (MAIA et al., 2008).

Os resultados das analises microbiologicas comprovaram que
todas as formulacGes de geleia se enquadraram nos padrdes estabelecidos
pela legislacdo, a qual estabelece tolerancia de 10* UFC g* para bolores
e leveduras (BRASIL, 2001), durante os 90 dias de analise.

A incorporagdo de nanoparticulas de zeina carregadas com
vitamina D3 ndo afetou as caracteristicas microbiol6gicas das geleias.

3.25 Simulagdo gastrointestinal in vitro

As NP-vitD3, vitamina D3 livre (colecalciferol) e GGS-vitDs,
GGS-NP-vitD3, foram submetidas as condi¢des gastrointestinais
simuladas in vitro, com o0 objetivo de investigar a influéncia da
encapsulacdo na liberacdo de vitamina D3z ao longo da passagem pelas
etapas da boca, es6fago-estbmago, duodeno e ileo, demonstrados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Liberagdo de vitamina D3 das NP-vitDs, vitamina Dj livre
(colecalciferol) e GGS-vitD;, GGS-NP-vitD;, apés cada etapa da simulagdo
gastrointestinal in vitro.

Liberacdo de vitamina D3

Etapas NP-VitDs Vitamina Ds GGS-NP- GGS-vitDs
(1g mLY) livre VitDs (ug 20 g™
(g mL™) (Mg 20g)

Inicial 42,26 + 0,36 34,56 + 0,55% - -

Boca 3,65+2,70" 513+0,24" 525+362* 45,74 +6,39%
ESOfago- 5544013 1615+ 061 169+3,76 20,66 + 9,30°
Estdmago
Duodeno 23,03 +227°A 2,16+1,24% 1233+297°C 1,38+1,13°

ileo 6,34 + 1,70° ol 12,62 +5,22°¢ *x
NP-vitDs: Nanoparticulas carregadas com vitamina Dz Vitamina Djs livre:
vitamina ndo aprisionada nas nanoparticulas. GGS-NP-vitDs: Geleia de goiaba-
serrana com nanoparticulas carregadas com vitamina D3;. GGS-vitDs: Geleia de
goiaba-serrana com vitamina Ds livre. **: N&o houve liberagdo. -: N&o detectada.
Valores expressos em média + desvio padrdo (n = 3). Letras mindsculas idénticas
sobrescritas na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05) para a mesma amostra entre
todas as etapas avaliadas. Letras mailsculas idénticas sobrescritas na mesma
linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
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significancia (p < 0,05) entre as amostras e na mesma etapa avaliada. Fonte:
Autor.

Na boca, o processo digestivo inicia-se com a mastigacdo e a
presenca de amilase salivar (FEHER, 2017). Ap6s exposi¢ado as condigdes
simuladas da boca (enzima a-amilase e cloreto de célcio, em pH neutro),
ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) para as NP-vitDs, vitamina
Ds livre e GGS-NP-vitDs. Isto pode ser explicado, uma vez que a zeina €
considerada um polimero resistente a digestdo gastrica, além de exibir
propriedades bioadesivas, que formam ligacGes de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas com a mucina (principal proteina encontrada na
saliva e no revestimento da mucosa do trato gastrointestinal) (LI et al.,
2018). As interacdes entre polimeros bioadesivos com a mucina sao
interessantes, visto que retardam o processo de liberagdo, além de
aumentarem o tempo de absor¢do na membrana celular (ELZOGHBY et
al., 2017; PATEL; VELIKOV, 2014; PENALVA et al., 2015).

O bolo alimentar resultante das degradagfes mecanicas e
enzimaticas da etapa da boca é transportado através do eséfago para o
estdbmago pelos movimentos peristalticos (digestdo gastrica) (GUERRA
et al.,, 2012). Apds exposicdo as condicdes simuladas do esbfago-
estdbmago (enzima pepsina e &cido cloridrico, com acidificacdo gradativa,
pH de 5,5 até 2,0), as NP-vitD3; e GGS-NP-vitD; apresentaram taxa de
liberagdo menor (p < 0,05) quando comparadas a vitamina Ds livre e
GGS-vitDs. Isso pode ser atribuido as severas condi¢des Aacidas
apresentadas nesta etapa, indicando tendéncia continua de degradacéo das
moléculas livres de vitamina D3 e apresentando pouco ou nenhum dano
as moléculas encapsuladas (WALIA et al., 2017).

O surfactante ndo-idnico utilizado (Tween 80), também pode
proporcionar estabilizacdo estérica e resisténcia a aglomeracdo mediante
pH reduzido (MCCLEMENTS, 2013; ZOU et al., 2016). Além disso, o
material de parede empregado (zeina) apresenta estabilidade sob
condicdes acidas e resisténcia a acdo da enzima pepsina (CHENG;
FERRUZZI; JONES, 2019), desta forma, controlando os compostos
bioativos no estbmago para possivel liberagcdo no intestino (PARRIS;
COOKE; HICKS, 2005).

O mesmo foi observado por Cheng, Ferruzzi e Jones (2019), ao
estudar a estabilidade de nanoparticulas de zeina carregadas com luteina,
demonstraram que as mesmas melhoram a estabilidade digestiva da
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luteina, protegendo o carotenoide durante a digestao gastrica, bem como
liberando-o0 em condigdes intestinais.

Nas etapas seguintes, digestdo intestinal (duodeno e ileo) é onde
geralmente as vitaminas sdo absorvidas no organismo humano (YUN;
CHO; PARK, 2013). Apo6s condigdes intestinais simuladas do duodeno
(enzima pancreatina, sais biliares e bicarbonato de sédio, em pH
aproximadamente igual a 5), as amostras apresentaram diferentes
comportamentos, sugerindo possivel degradacdo da vitamina quando
desprotegida, enquanto valores superiores (p < 0,05) foram encontrados
para as NP-vitD; e GGS-NP-vitDs. Este comportamento é particularmente
interessante, indicando adequada liberacdo de vitamina D3 quando
encapsulada, possivelmente atribuido a hidrolise da zeina devido as
sucessivas mudancas de pH e interagdes com enzimas e sais biliares
presentes nesta etapa (YAO et al., 2018).

Ap6s simulacdo das condicdes do ileo (bicarbonato de sddio, em
pH aproximadamente igual a 6,5), foi possivel evidenciar a total
degradagdo da vitamina D3 ndo encapsulada. Em contrapartida as NP-
vitD; e GGS-NP-vitD; ainda apresentaram liberacdo nesta etapa,
comprovando baixa liberagdo de vitamina D3 em condigdes gastricas e
elevada sob condig¢des intestinais quando encapsuladas em zeina.

Resultados semelhantes foram encontrados por Yao e
colaboradores (2018), ao estudar nanoparticulas de zeina carregadas com
curcumina revestidas com alginato e gelatina, 0s resultados
demonstraram que as moléculas de curcumina foram liberadas das
nanoparticulas de zeina quando a proteina foi totalmente hidrolisada pelas
enzimas digestivas, e entdo incorporadas no interior hidrofébico das
micelas dos sais biliares, assim, demonstrando controle e resisténcia
adequados para protecdo frente as condicbes estomacais e liberacdo da
curcumina sob condiges intestinais simuladas.

De maneira geral, ndo houve liberacdo completa de vitamina D3,
nas condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro, as NP-vitDs
apresentaram 81,13 + 2,98 % de liberacdo, com apice de liberagdo na fase
intestinal do duodeno, enquanto a vitamina D3 livre apresentou 68,77 +
3,63 % com liberacdo maxima na fase gastrica do eséfago-estdmago. Este
fendmeno pode ser explicado pela presenca de condicdes acidas durante
0 ensaio, que degradam e/ou isomerizam a vitamina Ds. Em meio &cido a
vitamina D3 pode isomerizar para isotachisterol (WINUPRASITH et al.,
2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18301954#!
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As nanoparticulas de vitamina D3 apresentaram comportamento
gastrointestinal semelhante quando incorporadas na geleia, apresentando
apice de liberacdo na fase do duodeno e ileo.

Os resultados demonstraram que o consumo de uma porcao (20
g) de geleia de goiaba-serrana fortificada com nanoparticulas de vitamina
Ds fornece 31,89 + 3,66 pg de vitamina D3, aproximadamente 63,78 +
4,89 % da ingestdo diaria recomenda (50 pg) de vitamina Ds,
considerando a categoria populacional acima de 9 anos de idade.

Como mencionado anteriormente as NP-vitD3z apresentaram
diametro médio relativamente pequeno (abaixo de 200 nm), confirmando
gue tamanhos reduzidos de particula podem prolongar o tempo de
permanéncia de materiais encapsulados quando submetidos & condigdes
gastrointestinais (KASAAI, 2018), bem como melhorar sua solubilidade,
retardar degradacGes quimicas e favorecer adequada absorcdo no
organismo humano (MCCLEMENTS; XIAO, 2014). Podem, porém,
permitir 0 acesso enzimatico e consequentemente a degradacdo de
compostos bioativos presentes nas nanoparticulas (HASANVAND et al.,
2015).
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CONCLUSAO

No presente estudo, obteve-se uma geleia de goiaba-serrana
fortificada com nanoparticulas de zeina carregadas com vitamina D3,

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de
nanoprecipitacdo. Os resultados revelaram nanoparticulas estaveis, com
estreita distribuicdo de tamanho, uniformidade e elevada eficiéncia de
encapsulacdo, comprovando a efetividade do método de
nanoprecipitacdo. Através das analises morfologicas (MET e MEV), foi
possivel observar nanoparticulas com populagdes homogéneas, formato
esférico e um tamanho reduzido. A encapsulacdo da vitamina D3 na
matriz polimérica de zeina, péde ser confirmada por calorimetria
exploratoria diferencial.

Em relacdo as geleias de goiaba-serrana fortificadas com
nanoparticulas de vitamina Ds, os resultados demonstraram que a
incorporacdo das nanoparticulas ndo alterou as caracteristicas fisico-
guimicas das mesmas.

O contelido de compostos fendlicos e flavonoides totais presentes
nas amostras comprovou que as geleias podem ser utilizadas como fonte
de antioxidantes naturais.

A coloracdo das amostras de geleia foi avaliada através dos
pardmetros L*, a*, b* e AE*a, 0s quais revelaram geleias com tendéncia
a coloracdo escura, avermelhada, amarelada e pequenas diferencas de
coloracdo perceptiveis ao olho humano quando comparadas com a
amostra controle.

As andlises microbiolégicas asseguraram que as formulacfes de
geleia se enquadraram nos padrbes estabelecidos pela legislacdo
brasileira.

Os resultados das anélises de simulacdo gastrointestinal in vitro
demonstraram que o aprisionamento da vitamina Dz em escalas
nanomeétricas, bem como a utilizacdo de zeina como revestimento das
nanoparticulas, protegeram a vitamina D3 quando submetida as condices
gastricas, além de fornecer um mecanismo adequado para liberacéo
controlada no intestino, oferecendo aproximadamente 64 % da ingestao
diaria recomenda de vitamina D3, considerando a categoria populacional
acima de 9 anos de idade.

Através dos resultados obtidos por este estudo, a geleia de
goiaba-serrana fortificada com nanoparticulas de zeina carregadas com
vitamina D3 pode ser utilizada para suplementacéo de vitamina Ds.



110



111
REFERENCIAS

ALVES, C. Q. A;; DAVID, J. M.; DAVID, J. P.; BAHIA, M. V;
AGUIAR, R. M. Métodos para determinagdo de atividade antioxidante
in vitro em substratos Organicos. Quimica Nova, v. 33, n. 10, p. 2202—
2210, 2010.

AMAKURA, Y.; UMINO, Y.; TSUJI, S.; TONOGAI, Y. Influence of
jam processing on the radical scavenging activity and phenolic content
in berries. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 48, n. 12,
p. 6292-6297, 2000.

AMARANTE, C. V. T.; SOUZA, A. G.; BENINCA, T.D. T ;
STEFFENS, C. A. Characterization of dietary attributes and mineral
composition of the fruit in Brazilian genotypes of feijoa. Acta
horticulturae, v. 2, n. 124, p. 947-954, 2018.

AMARANTE, C. V. T.; SOUZA, A. G.; BENINCA. T.D. T ;
STEFFENS, C. A. Phenolic content and antioxidant activity of fruit of
Brazilian genotypes of feijoa. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.
52,n.12, p. 1223-1230, 2017.

AMARANTE, C. V. T.; STEFFENS, C. A.; BENINCA, T.D. T ;
HACKBARTH, C.; SANTOS, K. L. Qualidade e potencial de
conservacgdo pos-colheita dos frutos em cultivares brasileiras de
goiabeira-serrana. Revista Brasileira Fruticultura, v. 35, n. 4, p. 990
999, 2013.

AOAC. Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemistry. Association of Official Analytical Chemistry,
ed. 17, Washington, 2002.

ARNOUS, A.; MAKRIS, D.; KEFALAS, P. correlation of pigment and
flavanol content with antioxidant properties in selected aged regional
wines from Greece. Journal of Food Composition and Analysis, v. 15,
n. 6, p. 655-665, 2002.

ATKINS, P.; de PAULA, J.; KEELER, J. Atkins' Physical Chemistry,
Oxford, ed. 11, p. 56-69, 2018.


https://www.researchgate.net/journal/0567-7572_Acta_horticulturae
https://www.researchgate.net/journal/0567-7572_Acta_horticulturae

112

BABY, A. R.; MIGLIATO, K. F.; MACIEL, C. P. M.; ZAGUE, V;
PINTO, C. A. S. O.; SALGADO, H. R. N.; KANEKO, T. M,;
VELASCO, M. V. R. Accelerated chemical stability data of O/W fluid
emulsions containing the extract of Trichilia catigua Adr. Juss (and)
Ptychopetalum olacoides Bentham. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 43, n. 3, p. 405-412, 2007.

BANERJEE, A;; QI, J.; GOGOI, R.; WONG, J.; MITRAGOTRI, S.
Role of nanoparticle size, shape and surface chemistry in oral drug
delivery. Journal of Controlled Release, v. 238, n. 9, p. 176-185,
2016.

BENINCA, T. D. T. P6s-Colheita de Goiabeira-Serrana: Enzimas
Ligadas ao Escurecimento de Polpa, Revestimentos Comestiveis e
Compostos Bioativos. Dissertacdo Apresentada ao Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina, 2014.

BERG, J. M.; ROMOSER, A.; BANERJEE, N.; ZEBDA, R.; SAYES,
C. M. The relationship between pH and zeta potential of ~ 30 nm metal
oxide nanoparticle suspensions relevant to in vitro toxicological
evaluations. Nanotoxicology, v. 3, n. 4, p. 276-283, 20009.

BHATTACHARJEE, S. DLS and zeta potential - What they are and
what they are not? Journal of Controlled Release, v. 235, n. 1, p. 337—
351, 2016.

BODART, M.; PENARANDA, E.; DENEYER, A.; FLAMANT, G.
Photometry and colorimetry characterisation of materials in daylighting
evaluation tools. Building and Environment, v. 43, n. 12, p. 2046—
2058, 2008.

BOF, C. M. J.; FONTANA, R. C.; PIEMOLINI-BARRETO, L. T.;
SANDRI, I. G. Effect of freezing and processing technologies on the
antioxidant capacity of fruit pulp and jelly. Brazilian Archives of
Biology and Technology, v. 55, n. 1, p. 107-114, 2012.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.; BERSET, C. Use of a free
radical method to evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science
and Technology, v. 28, n. 1, p. 25-30, 1995.



113

BRASIL. Resolugéo - RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o
“Regulamento Técnico sobre Padrées Microbioldgicos para
Alimentos”. Orgdo emissor: ANVISA — Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria. Disponivel em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/RDC_12_2001.pd
f/15ffddf6-3767-4527-bfac-740a0400829b. Acesso: 20 dez. 2017.

BRASIL. Resolugéo - RDC n° 2, de 22 de janeiro de 2001. Aprova o
“Regulamento Técnico que aprova o uso de Aditivos Edulcorantes,
Estabelecendo seus Limites MAximos para os Alimentos”. Orgao
emissor: ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Disponivel em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/RDC_03_2001.pd
f/deOef06a-25a9-422f-b1f7-a9cf8eb22faa?version=1.0. Acesso: 22 dez.
2018.

BRASIL. Resolugéo - RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003. Aprova
0 “Regulamento Técnico Sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos
Embalados”. Orgdo emissor: ANVISA — Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Disponivel em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/res0360_23 12 2
003.pdf/5d4fc713-9¢c66-4512-b3cl-afee57e7d9bc. Acesso: 20 dez.
2017.

BRASIL. Resolucdo - RDC n° 272, de 22 de setembro de 2005. Aprova
0 “Regulamento Técnico para Produtos de Vegetais, Produtos de
Frutas e Cogumelos Comestiveis”. Orgao emissor: ANVISA —
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RDC_272_2005 .
pdf/40ddbf30-4939-403e-a9d1-fbab47ffc5bb. Acesso: 20 dez. 2018.

CAMPOS, M. R. S. Bioactive Compounds: Health Benefits and
Potential Applications. Woodhead Publishing, p. 33-50, 2019.

CHATTOPADHYAY, S.; RAYCHAUDHURI, U.; CHAKRABORTY,
R. Artificial sweeteners — a review. Journal of Food Science and
Technology, v. 51, n. 4, p. 611-621, 2014.

CHAVES, M. C. V.; GOUVEIRA, J. P.G.; ALMEIDA, F. A.C,;
LEITE, J. C. A.; SILVA, F. L. H. Caracterizacéo fisico-quimica do suco


http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/RDC_12_2001.pdf/15ffddf6-3767-4527-bfac-740a0400829b
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/RDC_12_2001.pdf/15ffddf6-3767-4527-bfac-740a0400829b
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/RDC_03_2001.pdf/de0ef06a-25a9-422f-b1f7-a9cf8eb22faa?version=1.0
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/RDC_03_2001.pdf/de0ef06a-25a9-422f-b1f7-a9cf8eb22faa?version=1.0
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/res0360_23_12_2003.pdf/5d4fc713-9c66-4512-b3c1-afee57e7d9bc
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33880/2568070/res0360_23_12_2003.pdf/5d4fc713-9c66-4512-b3c1-afee57e7d9bc
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RDC_272_2005_.pdf/40ddbf30-4939-403e-a9d1-fbab47ffc5bb
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RDC_272_2005_.pdf/40ddbf30-4939-403e-a9d1-fbab47ffc5bb

114

da acerola. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, v. 4, n. 2, p. 1-11,
2004.

CHENG, C. J.; FERRUZI, M.; JONES, O. G. Fate of lutein-containing
zein nanoparticles following simulated gastric and intestinal digestion.
Food Hydrocolloids, v. 87, n. 2, p. 229-236, 2019.

CHITARRA, M. I. F.; CHITARRA, A. B. Pds-colheita de Frutas e
Hortalicas: Fisiologia e Manuseio. 2. ed. Lavras, 2005.

CRUCHO, C. I. C.; BARROS, M. T. Polymeric nanoparticles: a study
on the preparation variables and characterization methods. Materials
Science and Engineering C, v. 80, n. 6, p. 771-784, 2017.

DA ROSA, C. G.; MACIEL, M. V. 0. B.; DE MELO, A.P. Z,;
JUMMES, B.; DA SILVA, T.; MARTELLI, S. M.; VILLETTI, M. A,;
BERTOLDI, F. C.; BARRETO, P. L. M. Characterization and
evaluation of physicochemical and antimicrobial properties of zein
nanoparticles loaded with phenolics monoterpenes. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 481, n. 5,
p. 337-344, 2015.

DE CARVALHO, S. M.; MONTANHEIRO, N. C.; FLORIANI, C. L,
LINO, R. C.; ROCHA, G.; BELLETTINI, I. C.; OGLIARI, P. J.;
BARRETO, P. L. M. Optimization of a-tocopherol loaded solid lipid
nanoparticles by central composite design. Industrial Crops and
Products, v. 49, n. 8, p. 278-285, 2013.

DIAS, C. S.; BORGES, S. V.; QUEIROZ, F.; PEREIRA, P. A. P.
Influéncia da temperatura sobre as alteracdes fisicas, fisico-quimicas e
guimicas de geleia da casca de banana (Musa spp.) Cv. Prata durante o
armazenamento. Revista Instituto Adolfo Lutz, v. 70, n. 1, p. 28-34,
2011.

ELZOGHBY, A. O.; EL-LAKANY, A. S,; HELMY, M. W.; ABU-
SERIE, M. M.; ELGINDY, N. A. Shell-crosslinked zein nanocapsules
for oral codelivery of exemestane and resveratrol in breast cancer
therapy. Nanomedicine, v. 12, n. 24, p. 2785-2805, 2017.

FANIADIS, D.; DROGOUDI, P. D.; VASILAKAKIS, M. Effects of
cultivar, orchard elevation, and storage on fruit quality characters of



115

sweet cherry (Prunus avium L.). Scientia Horticulturae, v. 125, n. 3, p.
301-304, 2010.

FEATHERSTONE, S. A Complete Course in Canning and Related
Processes. Elsevier, v. 3, n. 14, p. 313-349, 2016.

FEHER, J. Quantitative Human Physiology: An Introduction.
Academic Press, p. 821-833, 2017.

FORSYTHE, S. Microbiologia da Seguranca dos Alimentos. Artmed,
ed. 22, p. 160-162, 2013.

GAVA, A. J; SILVA, C. A. B.; FRIAS, J. R. Tecnologia de Alimentos
Principios e Aplicagdes, p. 364-373, Nobel Editora, 20009.

GOLDONI, J. Caracteriza¢do Fisico-quimica, Atividade
Antimicrobiana de Frutos e Germinagdo de Sete Capoteira
[Campomanesia Guazumifolia (Cambess.) O. Berg]. Dissertacdo de
mestrado em Ciéncia e Tecnologia Vegetal da Universidade Federal da
Fronteira Sul, 2017.

GRUMEZESCU, A. M. Nutrient Delivery. Elsevier Inc., p. 733-735,
2017.

GUERRA, A.; ETIENNE-MESMIN, L.; LIVRELLI, V.; DENIS, S;
BLANQUET-DIOT, S.; ALRIC, M. Relevance and challenges in
modeling human gastric and small intestinal digestion. Trends in
Biotechnology, v. 30, n. 11, p. 591-600, 2012.

HASANVAND, E.; FATH, M.; BASSIRI, A.; JAVANMARD, M.;
ABBASZADEH, R. Novel starch based nanocarrier for vitamin D
fortification of milk: Production and characterization. Food and
Bioproducts Processing, v. 96, n. 9, p. 264-277, 2015.

HEIM, E., K.; TAGLIAFEROQ, R. A.; BOBILYA, J. D. Flavonoid
antioxidants: chemistry, metabolism and structure-activity relationships.
Journal of Nutritional Biochemistry, v. 13, n. 10, p. 572-584, 2002.



116

IAL. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz: Métodos
Quimicos e Fisicos para Analise de Alimentos. Instituto Adolfo Lutz,
ed. 4, Séo Paulo, 2008.

ISO. ISO 21527-2: Microbiology of food and animal feeding stuffs -
Horizontal method for the enumeration of yeasts and moulds - Part
2: Colony count technique in products with water activity less than
or equal to 0,95. International Organization for Standardization, 2008.

KASAAI, M. R. Zein and zein -based nano-materials for food and
nutrition applications: a review. Trends in Food Science &
Technology, v. 29, n. 7, p. 184-197, 2018.

KHOLI, R.; MITTAL, K. L. Developments in Surface Contamination
and Cleaning: Fundamentals and Applied Aspects, Elsevier Inc., p.
584-586, 2008.

LI, H.; XU, Y.; SUN, X.; WANG, S.; WANG, J.; ZHU, J.; WANG, D;
ZHAO, L. Stability, bioactivity, and bioaccessibility of fucoxanthin in
zein-caseinate composite nanoparticles fabricated at neutral pH by
antisolvent precipitation. Food Hydrocolloids, v. 84, n. 11, p. 379-388,
2018.

LIANG, Q.; REN, X.; ZHANG, X.; HOU, T.; CHALAMAIAH, M.;
MA, H.; XU, B. Effect of ultrasound on the preparation of resveratrol-
loaded zein particles. Journal of Food Engineering, v. 221, n. 10, p.
88-94, 2018.

LUO, Y.; TENG, Z.; WANG, Q. Development of zein nanoparticles
coated with carboxymethyl chitosan for encapsulation and controlled
release of vitamin Ds. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 60, n. 3, p. 836-843, 2012.

LUO, Y.; ZHANG, B.; WHENT, M.; YU, L.; WANG, Q. Preparation
and characterization of zein/chitosan complex for encapsulation of a-
tocopherol, and its in vitro controlled release study. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, v. 85, n. 2, p. 145-152, 2011.

MAIA, M. C. A.,; GALVAO, A.P. G. L. K.; DELLA MODESTA, R.
C.; PEREIRA JUNIOR, N. Avaliacdo sensorial de sorvetes a base de


https://www.sciencedirect.com/science/journal/0268005X

117

xilitol. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 28, n. 1, p. 146-151,
2008.

MCCLEMENTS, D. J. Nanoemulsion-based oral delivery systems for
lipophilic bioactive components: nutraceuticals and pharmaceuticals.
Therapeutic Delivery, v. 4,n. 7, p. 841-857, 2013.

MCCLEMENTS, D. J.; XIAO, H. Excipient foods: designing food
matrices that improve the oral bioavailability of pharmaceuticals and
nutraceuticals. Food & Function, v. 5, n. 7, p. 1307-1333, 2014.

MELGAREJO, P.; MARTINEZ, R.,, HERNANDEZ F. C. A.;
MARTINEZ, J. J.; LEGUA, P. Anthocyanin content and colour
development of pomegranate jam. Food and Bioproducts Processing,
v. 89, n. 4, p. 477-481, 2011.

MELO, E. A.; MACIEL, M. |. S.;; LIMA, V. L. A. G.; NASCIMENTO,
R. J. Capacidade antioxidante de frutas. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 44, n. 2, p. 193-201, 2008.

MITRI, K.; SHEGOKAR, R.; GOHLA, S.; ANSELMI, C.; MULLER,
R. H. Lipid nanocarriers for dermal delivery of lutein: preparation,
characterization, stability and performance. International Journal of
Pharmaceutics, v. 414, n. 1-2, p. 267-275, 2011.

MISHARA, B. B.; KUMAR, S.; WADHAWAN, S.; HAJARE, S. N,;
SAXENA, S.; MORE, V.; GAUTAM, S.; SHARMA, A. Browning of
litchi fruit pericarp: role of polyphenol oxidase, peroxidase,
phenylalanine ammonia lyase and effect of gamma radiation. Journal of
Food Biochemistry, v. 36, n. 5, p. 604-612, 2012.

MONFORTE, M. T.; LANUZZA, F.; MONDELLO, D.; NACCARI, C.;
PERGOLIZZI, S.; GALATIM E. M. Phytochemical composition and
gastroprotective effect of Feijoa sellowiana Berg fruits from Sicily
Journal of Coastal Life Medicine, v. 2, n. 1, p. 14-21, 2014.

MORA-HUERTAS, C. E.; FESSI, H.; ELAISSARI, A. Polymer-based
nanocapsules for drug delivery. International Journal of
Pharmaceutics, v. 385, n. 1-2, p. 113-142, 2010.



118

MUSSATO, S. I.; ROBERTO, I. C. Xilitol: edulcorante com efeitos
benéficos para a salde humana. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 38, n. 4, p. 401-413, 2002.

CABALLERO, B. The Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition.
Academic Press, ed. 2, p. 3416 — 3419, 2003

PARK, S. J.; GARCIA, C.V.; SHIN, H. G.; KIM, T. J. Development of
nanostructured lipid carriers for the encapsulation and controlled release
of vitamin Ds. Food Chemistry, v. 225, n. 1, p. 213-219, 2017.

PARRIS, N.; COOKE, P. H.; HICKS, K. B. Encapsulation of essential
oils in zein nanospherical particles. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 53, n. 12, p. 4788-4792, 2005.

PASQUARIELLO, M. S.; MASTROBUONI, F.; PATRE D;
ZAMPELLA, L.; CAPUANO, L. R.; SCORTICHINI, M.;
PETRICCIONE, M. Agronomic, nutraceutical and molecular variability
of feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret) germplasm. Scientia
Horticulturae, v. 191, n. 8, p. 1-9, 2015.

PATEL, A. R.; VELIKOV, K. P. Zein as a source of functional colloidal
nano and microstructures. Current Opinion in Colloid & Interface
Science, v. 19, n. 5, p. 450-458, 2014.

PENALVA, R.; ESPARZA, |.; GONZALEZ-NAVARRO, C. J.;
QUINCOCES, G.; PENUELAS, I.; IRACHE, J. M. Zein nanoparticles
for oral folic acid delivery. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, v. 30, n. 6, p. 450-457, 2015.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A,
YANG, M.; RICE-EVANS, C. Antioxidant activity applying an
improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radical
Biology and Medicine, v. 26 n. 9-10, p.1231-1237, 1999.

REISSIG, G. N. Geleias convencionais e diet de araca e de pitanga:
estabilidade no processamento e armazenamento. Dissertacdo de
mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Pelotas, 2015.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/13590294
https://www.sciencedirect.com/science/journal/13590294

119

SANTOS, K. L.; BUDZIAK, D.; PEREIRA, G. E.; BORBA, B. M.;
ALMEIDA, E. B. C. Avaliacdo fisico-quimica e sensorial de geleias de
goiaba-serrana (Acca sellowiana). Agropecudria Catarinense,
Floriandpolis, v. 30, n. 3, p. 41-44, 2017.

SALVADOR, M.; HENRIQUES, J. A. P. Radicais Livres e a Resposta
Celular ao Estresse Oxidativo, Ulbra, p. 55-63, 2004.

SCHAFFAZICK, S. R.; GUTERRES, S. S. Caracterizacdo e
estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados
para administracdo de fArmacos. Quimica Nova, v. 26, n. 5, p. 726-737,
2003.

SHINWARI, K. J.; RAO, P. S. Stability of bioactive compounds in fruit
jam and jelly during processing and storage: a review. Trends in Food
Science & Technology, v. 75, n. 5, p. 181-193, 2018.

SILVA, F. V. M.; SULAIMAN, A. polyphenoloxidase in fruit and
vegetables: inactivation by thermal and non-thermal processes,
Encyclopedia of Food Chemistry, v. 2, n. 1, p. 1-15, 2018.

SIMOES, V. N.; FAVARIN, L. R. V.; CABEZA, N. A;; OLIVEIRA, T.
D.; FIORUCCI, A. R.; STROPA, J. M.; RODRIGUES, D. C. M,;
CAVALHEIRO, A. A.; ANJOS, A. Sintese, caracterizacao e estudo das
propriedades de um novo complexo mononuclear contendo quercetina e
fon Ga (I11). Quimica Nova, v. 36, n. 4, p. 495-501, 2013.

SOARES, S. E. Acidos fendlicos como antioxidantes. Revista de
Nutricdo, v. 15, n. 1, p. 71-81, 2002.

SOARES, M.; WELTER, L.; GONZAGA, L.; LIMA, A.; MANCINI-
FILHO, J.; FETT, R. Avaliacdo da atividade antioxidante e identificacdo
dos acidos fenolicos presentes no bagaco de macé cv. Gala. Ciéncia
Tecnologia de Alimentos, v. 28, n. 3, p. 727-732, 2008.

SOUZA, A. G. Caracterizacgéo Fisica, Quimica, Nutricional e
Antioxidante em Frutos e Flores de Gendtipos de Goiabeira-
Serrana [Acca Sellowiana (Berg.) Burret] Tese de doutorado em
Producdo Vegetal da Universidade do Estado de Santa Catarina, 2015.



120

STAFFAS, A.; NYMAN, A. Determination of cholecalciferol (vitamin
ds) in selected foods by liquid chromatography: NMKL1 collaborative
study. Journal of AOAC International, v. 86, n. 2, p. 400-406, 2003.

SWAIN, T.; HILLIS, W. The phenolic constituents of Prunus domestica
I. - The quantitative analysis of phenolic constituents. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v. 10, n. 1, p. 63-68, 1959.

TACO. Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos, ed. 4, p. 38,
2011.

TENG, Z.; LUO, Y.; WANG, Q. Carboxymethyl chitosan — soy protein
complex nanoparticles for the encapsulation and controlled release of
vitamin Ds. Food Chemistry, v. 141, n. 1, p. 524-532, 2013.

THAIPONG, K.; BOONPRAKOB, U.; CROSBY, K.; CISNEROS-
ZEVALLOS, L.; BYRNE, D. H. Comparison of ABTS, DPPH, FRAP,
and ORAC assays for estimating antioxidant activity from guava fruit
extracts. Journal of Food Composition and Analysis, v. 19, n. 6, p.
669-675, 2006.

TOCCHINI, L.; MERCADANTE, A. Z. Extracdo e determinacéo, por
clae, de bixina e norbixina em colorificos. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 21, n. 3, p. 310-313, 2001.

VALLILO, M. I.; GARBELOTTI, M. L.; OLIVEIRA, E.; LAMARDO,
L. C. A. Caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos do cambucizeiro
(Campomanesia phaea). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 27, n.
2, p. 241-244, 2005.

VERRUCK, S.; CARVALHO, M. W.; LIZ, G. R.; AMANTE, E. R,;
WERNECK, C. R.; AMBONI, R. D. M. C.; PRUDENCIO, E. S.
Survival of Bifidobacterium BB-12 microencapsulated with full-fat
goat’s milk and prebiotics when exposed to simulated gastrointestinal
conditions and thermal treatments. Small Ruminant Research, v. 153,
n. 7, p. 48-56, 2017.

VELHO, A. C. Fisiologia e preservagao da qualidade pés-colheita de
Goiaba-serrana [Acca Sellowiana (Berg.) Burret]. Dissertacdo de
mestrado em Produgéo Vegetal da Universidade do Estado de Santa
Catarina, 2009.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09214488

121

WALIA, N.; DASGUPTA, N.; RANJAN, S.; CHEN, L.;
RAMALINGAM, C. Fish oil based vitamin D nanoencapsulation by
ultrasonication and bioaccessibility analysis in simulated gastro-
intestinal tract. Ultrasonics — Sonochemistry, v. 39, n. 5, p. 623-635,
2017.

WANG, M.; FU, Y.; CHEN, G.; SHI, Y; LI, X.; ZHANG, H.; SHEN,
Y. Fabrication and characterization of carboxymethyl chitosan and tea
polyphenols coating on zein nanoparticles to encapsulate $-carotene by
anti-solvent precipitation method. Food Hydrocolloids, v. 77, n. 4, p.
577-587, 2018.

WESTON, R. J. Bioactive products from fruit of the feijoa (Feijoa
sellowiana, Myrtaceae): A review. Food Chemistry, v. 121, n. 1, p.
923-926, 2010.

WINUPRASITH, T.; KHOMEIN, P.; MITBUMRUNG, W.;
SUPHANTHARIKA, M.; NITITHAMYONG, A.; MCCLEMENTS, D.
J. Encapsulation of vitamin D3 in pickering emulsions stabilized by
nanofibrillated mangosteen cellulose: impact on in vitro digestion and
bioaccessibility. Food Hydrocolloids, v. 83, n. 10, p. 153-164, 2018.

YAO, K.; CHEN, W.; SONG, F.; MCCLEMENTS, D. J.; HU, K.
Tailoring zein nanoparticle functionality using biopolymer coatings:
Impact on curcumin bioaccessibility and antioxidant capacity under
simulated gastrointestinal conditions. Food Hydrocolloids, v. 79, n. 6,
p. 262-272, 2018.

YUN, Y.; CHO, Y. W.; PARK, K. Nanoparticles for oral delivery:
targeted nanoparticles with peptidic ligands for oral protein delivery.
Advanced Drug Delivery Reviews, v. 65, n. 11, p. 822-832, 2013.

ZHISHEN, J.; MENGCHENG, T.; JIANMING, W. The determination
of flavonoid contents in mulberry and their scavenging effects on
superoxide radicals. Food Chemistry, v. 64, n. 4, p. 555-559, 1999.

ZHU, F. Chemical and biological properties of feijoa (Acca sellowiana).
Trends in Food Science & Technology, v. 81, n. 9, p. 121-131, 2018.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/0268005X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0268005X

122

ZOU, L.; ZHENG, B.; ZHANG, R.; ZHANG, Z.; LIU, W.; LIU C,;
XIAO, P.; MCCLEMENTS, D. J. Enhancing the bioaccessibility of
hydrophobic bioactive agents using mixed colloidal dispersions:
curcumin-loaded zein nanoparticles plus digestible lipid nanoparticles.
Food Research International, v. 81, n. 3, p. 74-82, 2016.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09639969



