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RESUMO

O ¢6leo de palma bruto (OPB) é o mais produzido no mundo, e apresenta alto teor de
bioativos, como carotenoides, que tem baixa estabilidade na presenca de oxigénio, luz e
temperatura elevada. A nanotecnologia tem apresentado efeitos positivos na preservagao e
aplicabilidade de 6leos vegetais, embora pouco se saiba sobre sua seguranca. Dessa forma,
o objetivo deste trabalho foi investigar em base cientifica e de patentes o potencial
tecnologico de nanoemulsdes, € na literatura os aspectos relacionados a toxicidade de
nanoparticulas de 6leos (NPO), bem como produzir e caracterizar nanoparticulas de OPB
(NP-OPB) com farinha do albedo do maracuja (FAM) como encapsulante, avaliando sua
estabilidade e citotoxicidade. Foram utilizadas as bases de dados Scopus, Espacenet® e
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) para a prospec¢do e Pubmed/Medline,
Scopus e Science Direct para o levantamento bibliografico. Foram recuperados 7411
trabalhos cientificos sobre nanoemulsdes na base de dados Scopus, € 56 e 66 documentos
de patentes nas bases Espacenet® e INPI, respectivamente. Os dados demonstraram
crescimento expressivo e superior de artigos cientificos sobre o tema (2001-2020) em
relagdo as patentes. Na area de alimentos, a técnica de nanoemulsificacdo ¢ utilizada,
principalmente, com o intuito de preservar compostos bioativos. O Brasil, tem apenas 2
patentes depositadas, demonstrando uma lacuna na protecdo da propriedade intelectual
nesta area. No levantamento bibliografico, foram encontrados apenas 14 trabalhos com
NPO para aplicacdo em alimentos, que avaliavam a toxicidade, sendo 11 com o6leos
essenciais, 3 com O6leos vegetais e 1 de oleo de alga marinha. O ensaio de viabilidade
celular através do método de reducao do brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2, 5-
difeniltetrazélio (MTT) foi o mais usado (12). As NPO apresentaram efeito anticancer em
6 estudos e antioxidante em 7. O levantamento evidenciou a necessidade de mais estudos,
tanto in vivo, quanto com o6leos vegetais, a fim de compreender melhor a seguranca de
NPO. Nos experimentos laboratoriais, foram produzidas NP-OPB por nanoemulsificagdo e
caracterizadas quanto a morfologia, tamanho de particula, indice de polidispersibilidade
(PDI), potencial zeta (PZ), pH, cor e carotenoides totais. A estabilidade das caracteristicas
de tamanho, PDI, PZ, pH e cor das NP-OPB (60 dias/4 + 2°C) foi verificada
quinzenalmente, e sua citotoxicidade foi avaliada através dos ensaios MTT e incorporacao
do iodeto de propideo (IP) em células imortalizadas do hipocampo de camundongos
(HT22). As NP-OPB produzidas apresentaram morfologia esférica, tamanho inicial de
232,17 + 0,84 nm, PDI de 0,25 £+ 0,01, PZ de -43,67 + 3,16 mV, pH de 5,04 = 0,02, e
tendéncia ao amarelo, indicando tamanho adequado (< 1000 nm), boa estabilidade (|PZ| >
30) e uniformidade (PDI < 0,3). O nanoencapsulamento preservou 55,85% dos
carotenoides totais do OPB. Na avaliagdo de estabilidade, houve redugdo do valor do pH e
da pigmentagdo amarela, mas os parametros de tamanho, PDI e PZ mantiveram-se
estaveis. No ensaio MTT, as NP-OPB nao diminuiram a viabilidade celular das células
HT22 em nenhuma concentragio testada (2,5 x 10 mg/mL a 2,5 x 10" mg/mL), porém, o
ensaio IP detectou citotoxicidade na maior concentragio (2,5 x 10! mg/mL). Dessa forma,
concentragdes < 2,5 x 10 mg/mL foram consideradas seguras para as células HT22. O
presente estudo demonstrou o potencial de uso de NPO no ambito nacional e internacional
e apontou lacunas que precisam ser preenchidas para a melhor compreensdo sobre a
seguranca desta tecnologia. Além disso, as NP-OPB formuladas com FAM através da
técnica de nanoemulsificacdo foram estaveis em 60 dias de armazenamento refrigerado e
mostraram-se seguras em células HT22, em concentragdes < 2,5 x 102 mg/mL, sendo
consideradas promissoras para aplicagdo como corante natural em alimentos que tenham
pH proximo a faixa de 4-5, em que as NP-OPB permaneceram ao longo do
armazenamento.

Palavras-chave: nanocéapsulas; Elaeis guineenses; mesocarpo do maracuja; toxicidade.



ABSTRACT

Crude palm oil (CPO) is the world most produced vegetable oil and has a high content of
bioactive compounds, such as carotenoids, which have low stability in the presence of
oxygen, light, and high temperature. Nanotechnology has shown positive effects on
preservation and applicability of vegetable oils, although little is known about its safety.
Thus, this work aims to investigate, on both scientific and patent basis, the technological
potential of nanoemulsions and issues related to oil nanoparticles (ONP) toxicity, as well
as to produce and characterize crude palm oil nanoparticles (CPO-NP) with passion fruit
albedo flour (PAF) as an encapsulant, evaluating its stability and cytotoxicity. Scopus,
Espacenet®, and National Institute of Industrial Property (INPI) databases were used for
prospecting and Pubmed / Medline, Scopus, and Science Direct for the bibliographic
research. On total, 7411 scientific papers about nanoemulsions were retrieved in the
Scopus database, and 56 and 66 patent documents in the Espacenet® and INPI databases,
respectively. The obtained data showed an expressive and superior growth of scientific
articles on the subject (2001-2020) over patents. The nanoemulsification technique is
commonly used in the area, to preserve bioactive compounds. Brazil has only 2 patents
filed, which demonstrates a gap in the intellectual property protection in this area. In the
bibliographic research, only 14 studies with ONP were found in the literature, for food
application, envolving toxicity evaluation: 11 with essential oils, 3 with vegetable oils, and
1 with seaweed oil. The cell viability assay using the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide reduction method (MTT) was the most used (12). The ONP
showed an anticancer effect in 5 studies and an antioxidant in 7. The research shows the
need for more studies, both in vivo and with vegetable oils, to better understand the ONP
safety. In the laboratory experiments, CPO-NP were produced by nanoemulsification and
characterized in terms of morphology, particle size, polydispersity index (PDI), zeta
potential (PZ), pH, color, and total carotenoids. The stability of CPO-NP (60 days/4 + 2°C)
was checked every two weeks for size, PZ, PDI, pH, and color, and its cytotoxicity was
evaluated using both MTT assays and incorporation of propidium iodide (IP) in
immortalized hippocampus cells of mice (HT22). The CPO-NP produced showed spherical
morphology, initial size of 232.17 = 0.84 nm, PDI of 0.25 = 0.01, PZ of -43.67 = 3.16 mV,
pH of 5.04 + 0.02, and yellow tendency, indicating adequate size (< 1000 nm), good
stability (|[PZ| > 30) and uniformity (PDI < 0.3). The nanoencapsulation preserved 55.85%
of the total CPO carotenoids. In the stability evaluation, there was a reduction in the pH
value and yellow pigmentation, but the parameters of size, PDI, and PZ remained stable. In
the MTT assay, CPO-NP did not affect HT22 cells at any concentration tested (2, 5 x 10
mg/ml to 2.5 x 107! mg/ml), however, the IP assay detected cytotoxicity in the highest
concentration (2.5 x 10! mg/ml). Thus, concentrations < 2.5 x 102 mg/mL were
considered safe for HT22 cells. The present study demonstrated the potential for using
ONP at the national and international levels and pointed out gaps that need to be filled to
better understand this technology safety. Also, CPO-NP formulated with PAF through the
nanoemulsification technique were stable in 60 days of cold storage and were safe in HT22
cells, in concentrations < 2.5 x 102 mg/mL, being considered promising for application as
a natural dye in foods that have a pH close to the range 4-5, in which the CPO-NP
remained stable.

Keywords: nanocapsules; Elaeis guineenses; passion fruit mesocarp; toxicity.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

O dleo de palma ¢ o 6leo mais cultivado no mundo, com uma producao de 73,23
milhdes de toneladas em 2020 (USDA, 2021). Apesar de ser utilizado em diversas areas
(cosméticos, téxtil, biodiesel, farmacéutica), 71% ¢ destinado ao setor de alimentos,
principalmente para fabricacdo de margarinas, gorduras e dleo para fritura (GESTEIRO et
al., 2019).

O o6leo de palma bruto (OPB) ¢ rico em compostos bioativos, tais como os
carotenoides. Estes consistem em um grupo de pigmentos naturais amplamente
distribuidos na natureza, sendo o B-caroteno o majoritario no OPB (CODEX, 2019), e o
principal responsavel pela coloragdo alaranjada, caracteristica desse oleo.

Apesar da importancia funcional, os carotenoides sdo instaveis quando se trata de
aplicacao industrial, porque sao muito propensos a isomerizacao e oxidacdo (FERREIRA
et al., 2016). A isomerizagcdo pode acarretar em diminuicdo da pigmentagdo, enquanto a
oxidacdo conduz a degradacao destes compostos com perda de suas funcionalidades.

A adicao de pigmentos ¢ frequentemente utilizada na industria alimenticia, seja
para adicionar pigmentos que tenham sido perdidos no processamento, seja para
acrescentar e/ou intensificar cores que ndo sdo naturais ao alimento, com o intuito de
melhorar a aparéncia e tornar o produto mais atrativo ao consumidor. Entretanto, devido a
menor estabilidade dos corantes naturais, a industria de alimentos muitas vezes opta pela
utilizacao de corantes sintéticos (CHEQUER; DORTA; OLIVEIRA, 2011).

No entanto, a demanda por produtos elaborados com ingredientes naturais tem
impulsionado pesquisas que busquem por alternativas para a redugdo do uso de aditivos
artificiais, focando principalmente em melhorar a estabilidade dos compostos naturais
isolados ou em matrizes. Uma das formas de obter esse aumento de estabilidade ¢ através
da nanotecnologia, que consiste no estudo, manipulagdo e desenvolvimento de materiais
nanométricos (< 1000 nm) (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

A utilizagdo da nanotecnologia ¢ interessante porque a diminui¢do do tamanho das
particulas leva a propriedades fisico-quimicas e funcionais que ndo sdo encontradas em
escala macro (ASSIS et al., 2012). Existem diversos tipos de nanoparticulas, sendo as
nanoemulsdes e nanocapsulas exemplos entre as mais utilizadas para 6leos vegetais. As

nanoemulsdes consistem em mistura de 6leo e 4gua com um disperso no outro na forma de



goticulas nanométricas, e apresentam maior estabilidade do que emulsdes em tamanho
maior (LISBOA, 2012).

As nanocapsulas s3o produzidas através de um processo chamado
nanoencapsulamento e uma das técnicas adequadas para sua produgdo ¢é a
nanoemulsificacio (PRAKASH et al., 2018). A principal diferenca entre nanocapsulas
produzidas através da técnica de nanoemulsificagdo e nanoemulsdes, ¢ a presenca de uma
membrana polimérica (material encapsulante) envolvendo o nucleo (material encapsulado).
No nanoencapsulamento por nanoemulsificacdo, para que as nanoparticulas produzidas
tenham estabilidade fisico-quimica, deve-se considerar as caracteristicas do agente
encapsulante (material de parede), dos solventes utilizados e dos compostos a serem
encapsulados, além do agente emulsificante que atua na formagdo e estabilidade da
emulsao (SOPPIMATH et al., 2001).

A farinha do albedo do maracuja representa uma alternativa como encapsulante.
Este material possui na sua composicao cerca de 20% de pectina, que apresenta boa
capacidade ligante, gelificante e estabilizante (GHAREHBEGLOU et al., 2019). Além
disso, o albedo do maracuja ¢ considerado um residuo da industria de processamento de
maracuja, que por utilizar apenas a polpa, gera um desperdicio de 60% do fruto (FAO,
2015). Dessa forma, a utilizagdo do albedo pode representar uma pratica sustentavel e
agregar valor ao produto final, se enquadrando nos conceitos da economia circular, que
presa pela reducdo, reutilizagdo, recuperagdo e reciclagem de materiais € energia
(MASSADAR, 2019).

Além da estabilidade, ¢ preciso avaliar se as nanoparticulas apresentam efeito
toxico, sendo esse tipo de estudo ainda muito escasso na literatura (HANDFORD et al.,
2014). E provavel que este seja um dos motivos para a inexisténcia de uma regulamentagio
da nanotecnologia aplicada a alimentos em muitos paises. Uma forma de avaliar a
toxicidade de nanoparticulas ¢ através da realizagdo de estudos em células (in vitro), em
que se verificam alteragdes celulares que podem indicar tanto efeitos toxicos quanto efeitos
protetores as células (ROGERO et al., 2003).

Com base no exposto, a realizagdo do presente trabalho podera contribuir com a
ampliacdo do uso de uma matriz rica em compostos bioativos, o OPB, e de um residuo
agroindustrial, o albedo de maracuja, além de poder colaborar com o desenvolvimento e

regulamentacdo da nanotecnologia aplicada em alimentos.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar em base cientifica e de patentes o potencial tecnolégico de
nanoemulsdes, € na literatura os aspectos relacionados a toxicidade de nanoparticulas de
6leos (NPO), bem como produzir e caracterizar nanoparticulas de 6leo de palma bruto
(NP-OPB) com farinha do albedo do maracuja (FAM) como encapsulante, avaliando sua

estabilidade e toxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eRealizar prospeccdo tecnoldgica e cientifica sobre nanoemulsdes aplicadas a
alimentos;

eRealizar levantamento bibliografico sobre a toxicidade de nanoparticulas de
6leos para aplicacdo em alimentos;

ePreparar nanoparticulas de o6leo de palma bruto com farinha do albedo do
maracuja como encapsulante (NP-OPB);

eCaracterizar as nanoparticulas preparadas com relagdo a morfologia;

eCaracterizar as nanoparticulas preparadas quanto ao tamanho de particula,
potencial zeta, indice de polidispersibilidade, pH, parametros de cor (L*, a* e b*, da escala
CIELab) e carotenoides totais imediatamente apOs o preparo;

eAvaliar a estabilidade das caracteristicas de tamanho de particula, potencial zeta,
indice de polidispersibilidade, pH e cor das nanoparticulas quinzenalmente durante 60 dias
de armazenamento refrigerado;

eAvaliar a toxicidade das nanoparticulas em células HT22 através de ensaios de

viabilidade celular e morte celular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 NANOENCAPSULAMENTO DE OLEOS

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia interdisciplinar que integra matérias de
biotecnologia, fisica, quimica e engenharias (CHANDRA, 2016). Trata do
desenvolvimento e da manipulag@o de materiais em escala nanométrica (tamanhos menores
que 1000 nm) (SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006).

A diminui¢do do tamanho das particulas até a nanoescala tem como consequéncia
propriedades funcionais particulares, que ndo sdo encontradas em tamanhos maiores
(ASSIS et al., 2012). Um dos motivos para tais mudancas refere-se ao fato de que a
medida que se diminui o tamanho de determinado material, ocorre um aumento da area
superficial em relacdo ao volume (Figura 1). Particulas menores podem apresentar maior
biodisponibilidade e estabilidade fisico-quimica, melhora da solubilidade, entre outras
modificagdes nas propriedades dos compostos (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Figura 1 — Representacdo do aumento da area superficial encontrado em nanoparticulas.
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Fonte: adaptado de Roz et al. (2015).

Por ter aplicacdo em diversos setores, os nanomateriais vém apresentando grande
impulso econdmico. H4 mais de 60 paises com programas de pesquisa e desenvolvimento
em nanotecnologia, sendo os Estados Unidos os maiores investidores, com mais de 27
bilhdes de dolares investidos desde 2001 (NATIONAL NANOTECHNOLOGY
INITIATIVE, 2019). Dentre os setores em que esta ciéncia possui aplicagdo, a area de
alimentos apresenta destaque, podendo ser utilizada para a preservagdo de caracteristicas
sensoriais (como sabores, cor e aromas), potencializacdo de efeitos corantes, preservagao
de compostos bioativos ou pigmentos contra degradagdo, e melhoria de embalagens

(auxiliando na conservagdo dos produtos e comunica¢do com o consumidor) (ASHRAF et
al., 2021).



O nanoencapsulamento trata de um processo desta area em que um material
polimérico envolve outro material, que pode ser solido, liquido ou gasoso, para formar
nanoparticulas capazes de liberar seu contetido em condigdes e taxas determinadas (ASSIS,
et al., 2012). O material encapsulado ¢ chamado de nucleo, ingrediente ativo ou fase
interna, ¢ a cobertura tem nome de material de parede, carregador, membrana, casca ou
revestimento (FERREIRA; NUNES, 2019). Neste contexto, tem-se estudado muito o
nanoencapsulamento de o6leos.

Os oleos vegetais possuem aplicagdo em diferentes areas por apresentar
compostos muito importantes nutricionalmente, como antioxidantes e vitaminas. Além
disso, também podem apresentar caracteristicas que auxiliam na preservagdo de produtos,
como agentes antimicrobianos. Entretanto, estes compostos contidos nos 6leos sdo muitas
vezes instaveis frente a temperatura elevada, oxigénio, luz, dentre outros. Técnicas de
encapsulamento sdo realizadas com o intuito de preservar estas caracteristicas naturais e
melhorar a sua solubilidade a fim de viabilizar sua aplicacdo na industria de alimentos. A
Tabela 1 apresenta alguns estudos realizados com nanoencapsulamento de 6leos.

Os estudos relacionados ao nanoencapsulamento de oOleos vegetais (Tabela 1)
mostram que diversas metodologias podem ser aplicadas para o nanoencapsulamento de
0leos. A nanoemulsificagdo vem sendo bastante utilizada por possuir grande aplicabilidade
em matrizes hidrofilicas (PRAKASH et al., 2018).

A metodologia utilizada pode influenciar diversos fatores, dentre eles, a
estabilidade das caracteristicas das nanoparticulas formadas. Entretanto, nota-se que sdo
poucos os estudos que realizam algum tipo de avaliagdo de estabilidade (Tabela 1).
Ricaurte e colaboradores (2016) elaboraram nanoparticulas de 6leo de palma alto oleico
por microfluidiza¢do, e avaliaram os parametros de viscosidade, tamanho de particula,
indice de polidispersibilidade e potencial zeta em duas temperaturas de armazenamento (25
e 4 °C), e concluiram que as nanoparticulas eram mais estdveis quando armazenadas em
temperatura de refrigeracdo. Ja no trabalho de Campo et al. (2017) foi realizado estudo de
estabilidade em nanoparticulas de oOleo de semente de chia produzidas por
nanoemulsificacdo em condi¢des de armazenamento acelerado por 28 dias a 40°C, e os
resultados indicaram que elas se mantiveram estaveis em rela¢do ao tamanho de particula,

potencial zeta, valor de span (indicador de uniformidade) e pH.



Tabela 1 - Estudos sobre nanoencapsulamento de dleos e suas respectivas técnicas

Tipo de Técnica Emulsificante/ Toxicidade Estabilidade Referéncia
6leo Polimero
Oleo de Alcool polivinilico Nio Nio Zaragoza et al.,
Emulsao/Difuséo . . .
girassol /Poli-e-caprolactona realizado. realizado. (2011)

Homogeneizagao a

Oleo de Span 80, Tween 80/ Nao Nao Svetlichny et al.,
alta pressao a . . . .
copaiba Palmitato de cetila realizado. realizado. (2015).
quente
Oleo de . .
e Evaporagao de Tween 80 e lecitina / Nao Nao Freiberger et al.,
café
solvente PLLA ¢ PHBV realizado. realizado. (2015).
torrado
Oleo de
palma . L . Nio 4Di Ricaurte et al.,
Microfluidizagio ~ Tween 20/ Soro de leite ) 1as
alto realizado. 25°Ce4°C (2016).
oleico
Oleo de .
) Tween 80/ Mucilagem Nao . Campo et al.,
semente  Nanoemulsificagdo ] . 28 dias
de chia realizado. 40°C (2017).
de chia
, Extracao )
Oleo de i Tween 80/ Nio Nio Prieto e Calvo
supercritica de . . .
peixe Policaprolactona realizado. realizado. (2017)

fluido de emulsdes

Atomizagdo de

Oleode  dioxido de carbono -- /Oleo de soja Nao Nao Yang e Ciftci
peixe supercritico totalmente hidrogenado  realizado. realizado. (2017)
liquido expandido
Oleo de ) Lecitina / Oleo de Nao Nao Ghorbanzade et
Lipossomas ) ) ) )
peixe girassol e Glicerol realizado. realizado. al. (2017)
Oleo de
) Tween 20/ Caseina e Nio Nio )
palma Nanoemulsificagdo ) ) ) Ferreira (2018).
Goma arabica realizado. realizado.
bruto
Oleo de ) Tween 80/ Mucilagem Nao 28 dias Stefani et al.,
Nanoemulsificagdo ) ) 40 +2°C
linhaca de chia realizado. (2019).
Oleo de ) ) )
) --/ Goma arabica e Nio foi 15 dias Donato et al.,
palma Nanoemulsifica¢do . . 60 + 5°C
brut fécula de mandioca realizado. (2020)
ruto

--: ndo foi utilizado emulsificante

Fonte: Autoria propria

No trabalho de Stefani et al. (2019), a avaliacdo da estabilidade oxidativa de 6leo
de linhaga encapsulado com mucilagem de chia em condigdes aceleradas demonstrou

degradacdo dos 4cidos graxos insaturados nos primeiros 7 dias, e a partir disso
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mantiveram-se estaveis at¢ o final do armazenamento (28 dias), indicando que o
nanoencapsulamento conferiu estabilidade ao 6leo, e que a variacdo inicial esta relacionada
ao 6leo que nao foi encapsulado. Donato et al. (2020) avaliaram a estabilidade do o6leo de
palma bruto encapsulado (OPB-NE) e detectaram valores iniciais de oxida¢ao maiores para
as OPB-NE do que para o 6leo livre (OPB-L). Entretanto, ao longo do armazenamento,
OPB-NE passaram a apresentar valores inferiores ao do OPB-L, também indicando que o
nanoencapsulamento conferiu prote¢do contra a oxidagao.

A estabilidade de o6leos nanoencapsulados pode ser influenciada por diversos
fatores, e esta avaliacdo pode ajudar a direcionar a melhor aplicagdo das nanoparticulas
formadas.

Ressalta-se ainda que na producdo de nanoparticulas através da técnica de
nanoemulsificagdo, existe uma fase organica que ¢ composta pelo 6leo, por um solvente
organico (como acetona ou etanol) e um emulsificante (esta serd a fase interna das
nanoparticulas), e uma fase aquosa, que ¢ composta pelo polimero e por agua, compondo a
fase externa das nanoparticulas, sendo necessario fazer uma boa escolha de cada um destes

componentes a fim de obter nanoparticulas estaveis (LEGRAND et al., 2007).

3.1.1 Fase organica
3.1.1.1 Oleo de palma bruto

O Dendezeiro (Elaeis guineenses) ¢ uma planta originada no continente africano.
Basicamente, seu fruto fornece dois tipos de 6leo: 6leo de palma bruto (OPB) ou azeite de
dendé (quando extraido do mesocarpo) e 6leo de palmiste (quando extraido da semente).
Historicamente, seus frutos oleaginosos sdo utilizados como alimento desde antigas
civilizagdes africanas, e foram trazidos por escravos para paises de clima tropical, como o
Brasil, no século XV (AGROANALYSIS, 2014). As primeiras populacdes foram
registradas no Rio de Janeiro e na Bahia, porém, atualmente, o Pard ¢ o estado brasileiro
onde ha a maior producdo (SEDAP, 2020). Foi a partir de 1970 que a produgdo do 6leo de
palma comecou a progredir, deixando de ser focada em demandas locais para tornar-se
uma das maiores producdes de 6leo no mundo (AGROANALYSIS, 2014). Em 2020, a
produgdo mundial foi de 73,23 milhdes de toneladas (USDA, 2021).

Atualmente, o pais que mais produz 6leo de palma ¢ a Indonésia, seguido pela

Malésia. O Brasil se encontra na 9* posi¢ao dentre os principais produtores, com 395 mil



toneladas por ano (SEDAP, 2020). As variedades de palma mais cultivadas no Brasil sdo a
dura, tenera e pisifera, com diferengas na espessura da casca (OLIVEIRA, 2009).

Uma das vantagens de se cultivar a palma de 6leo ¢ a reduc@o na area utilizada
para a producdo do 6leo: com apenas 10% da area de cultivo utilizada para obtengdo de
6leo de soja, por exemplo, é possivel produzir a mesma quantidade de 6leo de palma. E a
cultura de oleaginosa mais barata e que proporciona maior receita por hectare
(AGROANALYSIS, 2014). Além disso, a cultura ¢ capaz de se adaptar a diferentes tipos
de solo, e, embora apresente uma produtividade excelente em solos com alta fertilidade, ¢
possivel ser cultivada mesmo em solos pobres, contanto que haja nutrigdo especifica para
as plantas.

Além das vantagens relacionadas a producdo, o 6leo de palma apresenta ainda
uma grande gama de aplicagdes, sendo utilizado na industria de cosméticos, alimentos,
tecidos, biodiesel, farmacos, dentre outras. Cerca de 71% do 6leo de palma tém demanda
para a area de alimentos (GESTEIRO et al, 2019), principalmente na produgdo de
margarinas, gorduras e Oleo para fritura. Entretanto, ¢ importante destacar que a maior
parte da utilizagdo deste oleo ¢ feita na forma refinada. Nesta forma, ele estd presente em
aproximadamente 50% dos produtos industrializados. J4 na forma bruta, ele ¢ utilizado
apenas no Brasil e na Africa, para culinaria tipica regional (FERREIRA et al., 2016).

A respeito das caracteristicas nutricionais, aproximadamente 95% da composi¢ao
do OPB ¢ de triacilglicerois, e uma propriedade que o diferencia dos demais oleos vegetais
¢ sua composicao em acidos graxos, apresentando cerca de 50% de &cidos graxos saturados
e 50% de insaturados, sendo os principais (CODEX, 2019):

. Acido palmitico (C16:0): 39,3-47,5%;

. Acido oleico (C18:1): 36-44%;

¢ Acido linoleico (C18:2): 9-12% (4cido graxo essencial).

O OPB apresenta também uma elevada quantidade de compostos bioativos, como
os carotenoides, tocoferois e tocotrienois. Uma das razdes desses compostos serem de
interesse para a industria de alimentos ¢ devido a agdo corante encontrada nos
carotenoides, e a a¢do antioxidante encontrada, tanto nos carotenoides, quanto nos tocois
(CANALES; PALACIOS, 2012; EVANS; KODALI; ADDIS, 2002).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais que possuem diversas fungdes biologicas
e estdo presentes em expressiva quantidade neste 6leo na forma bruta (550-2500 mg/kg),
especialmente o a- e o B-caroteno, que representam aproximadamente 32,70% e 51,64%

dos carotenoides totais presentes no 6leo, respectivamente (CODEX, 2019).
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O B-caroteno ¢ frequentemente utilizado como corante amarelo/alaranjado em
alimentos industrializados. A adi¢do de pigmentos em alimentos ¢ de grande interesse, pois
torna os produtos mais atraentes, chamando a aten¢do de consumidores. Entretanto, a
utilizagdo do P-caroteno sintético costuma ser uma opg¢ao mais vidvel, em fungdo da
instabilidade do B-caroteno natural (MORTENSEN, 2006). O proprio 6leo de palma pode
ser adicionado de P-caroteno sintético apos o refino, pois este processo causa perda dos
carotenoides presentes naturalmente no 6leo (GIBON; GREYT; KELLENS, 2007).

Além da funcdo corante, o P-caroteno, bem como os demais carotenoides,
também podem atuar como antioxidantes. Esta acdo estd associada, principalmente, a
capacidade de retengdo fisica ou quimica do oxigénio singlete! de moléculas
sensibilizantes (no caso de fotoxida¢do) ou retencdo de radicais livres em reacdes de
autoxidacao lipidica (CANALES; PALACIOS, 2012). Na autoxidagdo lipidica, os
carotenoides sdo conhecidos como inibidores de cadeia. Eles reagem com os radicais
alquila, alcoxi e peroxil. Existem trés mecanismos para estas interacdes: transferéncia de
elétrons, adigdo, e transferéncia de hidrogénio (CANALES; PALACIOS, 2012).

Além da acdo antioxidante, os carotenoides também podem apresentar uma agao
antagdnica, como pro-oxidantes. As circunstancias que irdo definir de que maneira estes
compostos irdo agir sao muito especificas e dependem de uma série de fatores, alguns
ainda ndo muito elucidados na literatura. Dentre as circunstancias que podem influenciar
na agdo anti /pro-oxidante dos carotenoides: concentragdo dos mesmos, concentragdo do
oxigénio, presenca de outros antioxidantes e o proprio método utilizado para acompanhar
as reacoes de oxidagao (CANALES; PALACIOS, 2012).

Entretanto, embora existam estudos relacionados a acdo pro-oxidante dos
carotenoides na literatura, Ribeiro e colaboradores (2018), em revisdo de diversos artigos
cientificos, relatam sobre produtos oxidantes advindos da reacdo de carotenoides com
espécies reativas, entretanto, alegam que pouco se especifica sobre quais produtos
oxidantes sdo estes e sobre qual papel fisiologico eles exercem, de modo que ainda ¢ dificil
afirmar o impacto desse comportamento dos carotenoides. Outro fato é que, muito embora
a acdo pro-oxidante exista, ela ndo anula o enorme potencial bioldgico encontrado nestes
compostos.

A efetividade da agdo corante e antioxidante pode ser afetada pela propria

instabilidade dos carotenoides. Eles sdo propensos a isomerizacdo da sua forma natural

! Espécie eletronicamente excitada da molécula de oxigénio molecular.
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trans para a forma cis por agdo da luz, calor e acidos, levando a perda de parte do pigmento
e da agdo antioxidante. A oxidacdo também ¢ um agente estressante aos carotenoides,
sendo o principal meio de degradacao destes compostos (RIBEIRO et al., 2018).

Os tocoferois e tocotrienois sdo tipicos antioxidantes fenolicos, e fazem com que o
6leo seja mais estavel, inibindo a reagcdo de propagacdo da oxidagdo lipidica, evitando a
formacao de aldeidos (EVANS; KODALI; ADDIS, 2002). Eles sao divididos em o (com
trés grupos metilicos), B e v (dois grupos metilicos), e & (apenas um grupo metilico). No
OPB, a quantidade de tocois ¢ de cerca de 150-1500 mg/kg, e os majoritarios sdo o y
tocoferol (0 a 526 mg/kg) e y tocotrienol (14 a 710 mg/kg) (CODEX, 2019).

Apesar de os antioxidantes e corantes naturais serem de grande interesse devido as
suas funcionalidades, sua instabilidade faz com que a industria muitas vezes opte por
utilizar aditivos sintéticos. O antioxidante sintético mais utilizado para 6leos vegetais ¢ o
TBHQ, considerado mais eficiente que os demais. Entretanto, os antioxidantes sintéticos,
de modo geral, tém apresentado potencial toéxico em estudos (OUSJI; SLENO, 2020).

O corante sintético mais utilizado com o intuito de conferir cores amarelas e
alaranjadas aos alimentos ¢ o amarelo tartrazina, que também ¢ associado a efeitos
nocivos, especialmente alergias (CHECKER; DORTA; OLIVEIRA, 2011). A legislagao
brasileira determina que produtos que contenham amarelo tartrazina devem deixar
explicito no rétulo a declaracdo do nome tartrazina por extenso. A justificativa € que existe
a possibilidade do consumo do corante tartrazina provocar reagdes adversas em pessoas
sensiveis, embora essas reagdes ainda nao tenham sido comprovadas cientificamente
dentro de uma relagao de causalidade (BRASIL, 2002).

Dessa forma, alternativas que levem a maior estabilidade de compostos naturais
isolados ou em matrizes alimenticias tém sido estudadas, a fim de viabilizar a aplicacao
destes em alimentos, com o intuito de diminuir a utilizacdo de aditivos sintéticos e

aumentar as possibilidades de aplicagao de matrizes naturais.

3.1.1.2 Lecitina de Soja

A fosfatidilcolina, também conhecida como lecitina, é um tensoativo natural,
muito empregado na formacdo de nanoemulsdes (FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA,
2004). Tensoativos, também conhecidos como emulsificantes, sdo anfifilicos, ou seja,

possuem grupos hidrofobicos e hidrofilicos. Eles podem atrasar a separagdo de fases,

levando & maior estabilidade de emulsdes (LISBOA, 2002). A parte hidrofilica ird
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interagir com a fase aquosa, e a hidrofobica com a fase oleosa. Isso conduz a uma reducao
da tensdo interfacial, fazendo com que ocorra a mistura de componentes, até entdo,
imisciveis.

As lecitinas, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 2, sdo misturas
complexas de fosfolipideos, e podem ser extraidas de gemas de ovos ou da soja, sendo o
maior componente, neste caso, a fosfatidilcolina. Seu valor de balango hidrofilico/lipofilico
(HBL) ¢ de aproximadamente 11 (CASTEJON, 2015). Segundo Bobbio (1995), valores de
HBL < 9 indicam maior aplicabilidade em emulsdes agua/dleo (A/O), devido a baixa
solubilidade em 4gua. Ja valores > 11 sugerem aplicagdes em emulsdes 0leo/agua (O/A),
pois apresentam maior cardter hidrofilico. A lecitina, por apresentar um valor

intermediario, pode ser adequada tanto para emulsdes tipo O/A quanto A/O.

Figura 2 — Estrutura quimica da fosfatidilcolina

Fonte: Mertins (2008).

Devido as suas caracteristicas emulsificantes, as lecitinas sdo muito utilizadas em
técnicas de nanoemulsificagdo. Muitas vezes, sdo empregadas de forma concomitante com
outros tensoativos, pois se considera que isto gera uma maior estabilidade a emulsdo.
Normalmente, os tensoativos utilizados em combinagdo sao sintéticos, como os da familia
dos polissorbatos (Tween 80 e 20, por exemplo). Entretanto, a utilizacdo da lecitina de
forma individual ¢ de grande interesse, pois apresenta maior biocompatibilidade.

Um estudo realizado por Vater e colaboradores (2019), avaliou a citotoxicidade de
nanoemulsdes contendo diferentes 6leos e emulsificantes. Os 6leos utilizados foram 6leo

de jojoba, 6leo de girassol e triacilglicerois de cadeia média e os emulsificantes foram
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lecitina de soja Lipoid® S45, S75 e S100, Dodecil Sulfato de Sddio, Sulfato de éter
laurilico de sodio, Plantacare 810 UP e Polissorbato 80 (7ween 80). A avaliacdo da
citotoxicidade foi realizada em queratinocitos e fibroblastos humanos primarios através do
ensaio de reducdo do MTT, e as formulagdes com lecitina de soja apresentaram
citotoxicidade significativamente inferior quando comparadas aquelas formuladas com os
demais tensoativos utilizados.

No trabalho realizado por Barbosa (2018), a lecitina de soja foi utilizada
isoladamente na producdo de nanoparticulas de OPB, e, quando comparada com outros
dois emulsificantes (7Tween 80 e Tween 2(0) apresentou os melhores resultados em relagao

ao tamanho das particulas, indice de polidispersibilidade (PDI) e potencial zeta.

3.1.2 Fase aquosa - Farinha do albedo do maracuja

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de maracuja amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa Degener), atingindo 593.429 toneladas em 2019. Santa Catarina ¢ o terceiro
maior produtor nacional, e foi responsavel por aproximadamente 7,5% da producdao em
2019, atréas apenas da Bahia (28,4%) e do Ceara (24,5%) (EMBRAPA, 2020). No entanto,
seu consumo costuma ser na forma in natura e utilizagdo na produgao de sucos. De modo
geral, frutas que contém bastante fibra e outros componentes que nao costumam ser
comestiveis (cascas e sementes, por exemplo), geram alto teor de residuos industriais —
60% no caso do maracuja amarelo (FAO, 2015). Estes residuos agroindustriais podem ser
utilizados para alimentagdo animal ou fertilizantes. A casca do maracuja pode ser utilizada
na obtencao de farinhas e as sementes na extracdo de oleos para utilizacdo em cosméticos
(ZERAIK et al., 2010).

A casca do maracuja amarelo ¢ composta pelo exocarpo (amarelo ou amarelo-
esverdeado) e mesocarpo (branco) (Figura 3) e pode representar mais de 60% da massa

total do fruto. Segundo Abud e Narain (2009), esta casca apresenta grande valor funcional.
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Figura 3 — Partes da casca do maracuja amarelo

Mesocarpo

/ (albedo)

"\

Exocarpo
(flaveda)

Fonte: Adaptado de Oliveira (2016).

O exocarpo (também conhecido como flavedo) apresenta teores importantes de
fibra alimentar e outros bioativos, € o mesocarpo (também chamado de albedo), apresenta
grande quantidade de pectina, que € uma fibra soluvel muito utilizada na industria de
alimentos (OLIVEIRA et al., 2016). Gragas as propriedades funcionais e nutricionais
encontradas, diversos estudos vém sendo realizados com o intuito de transformar estes

residuos da industria em ingredientes para formulagdo de novos produtos. A Tabela 2

apresenta alguns destes estudos.

Tabela 2 — Utilizagdo da casca do maracuja como ingrediente de novos produtos alimenticios

Produto Parte utilizada Fungio no Referéncia
produto
Geleia de Albedo Pectina Souza, Barbosa e
tamarindo Rodrigues (2016)
Tapioca Flavedo ¢ Albedo Fibra Oliveira e al
(2016)
Pao enriquecido Flavedo e Albedo Fibra Damasceno et al.
com farinha (2018)
Macarrao
caseiro Flavedo e Albedo Fibra Costa et al.
enriquecido com (2019)

farinha

Fonte: Autoria propria.

O material de parede ideal para nanoparticulas formadas através da
nanoemulsificacdo deve ter uma boa capacidade emulsificante, baixa higroscopicidade,
baixo custo e alta disponibilidade, além de ser capaz de proteger o material que serad
encapsulado. Entretanto, ¢ dificil encontrar algum material que apresente todas estas
caracteristicas desejadas (CARNEIRO, 2011). A presenca da pectina na farinha do albedo
do maracuja indica que este material pode apresentar bom potencial para formagao de nano

e micro particulas, tendo em vista que a pectina vem sendo empregada nestes processos
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(WAGONER; FOEGEDING, 2017), devido as caracteristicas de bom estabilizador de
emulsao, propriedades gelificantes e capacidade ligante (GHAREHBEGLOU et al., 2019).

Além do teor de pectina, o albedo do maracuja contém grande quantidade de fibra
insoluvel (aproximadamente 30%) e minerais como calcio, magnésio, potassio, fosforo,
enxofre, ferro, zinco e cobre (SILVA et al., 2016) ¢ ¢ considerado fonte de niacina
(vitamina B3) (CORDOVA et al., 2005). Também possui compostos fenolicos que
possuem atividade antioxidante (ZERAIK et al., 2012). Bezerra e colaboradores (2019)
utilizaram este material no nanoencapsulamento de [-caroteno extraido da microalga
Spirulina sp. LEB 18, obtendo particulas de tamanho entre 82,29 + 0,51 e 86,83+0,50 nm e
eficiéncia de encapsulamento de 96,76% a 98,25%, concluindo que esta farinha tem um
bom potencial para aplicagdo em processos de nanoencapsulamento.

Barbosa (2018) produziu nanoparticulas de OPB com esta farinha como
encapsulante, e avaliou a influéncia de trés tipos de emulsificantes (Tween 20, Tween 80 e
Lecitina de Soja) nas formulagdes, obtendo tamanhos de particula de 307,70 = 2,30 nm
(Tween 20), 298,53 + 2,31 nm (Tween 80) e 232,17 = 0,84 nm (Lecitina de Soja),
concluindo que as formulagdes com lecitina apresentaram os melhores resultados. A

eficiéncia de encapsulamento nao foi realizada neste estudo.

3.1.3 Caracterizacdo de nanoparticulas

Tendo em vista que a reducao do tamanho dos materiais € a principal responsavel
pelas diferentes propriedades atribuidas as nanoparticulas, a caracterizagdo das mesmas
torna-se de extrema importancia no desenvolvimento da nanotecnologia. Estes resultados
irdo garantir que o método foi capaz de obter um material em tamanho nanométrico, e
também poderdo direcionar para qual aplicagdao o produto obtido ¢ mais adequado. As
principais analises realizadas para caracterizacdo sdao: tamanho de particula, indice de
polidispersibilidade, potencial zeta, pH, entre outros.

O tamanho das particulas ¢ muito importante de ser avaliado. Primeiramente,
porque essa medida indicara se o método utilizado para reduzir o tamanho das particulas
até a escala nanométrica foi de fato efetivo. Além disso, existe uma grande tendéncia a
sedimentacdo, ou seja, embora inicialmente as particulas possam estar em tamanho
reduzido, pode acontecer de ao longo do armazenamento elas aumentarem seu tamanho

devido a agregacdo, o que ndo ¢ interessante quando se trata de aplicagdo em alimentos.
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Dentre as técnicas existentes para avaliacdo deste parametro, as microscopias eletronicas e
técnicas de espalhamento de luz dinamico (DLS) sdo as mais utilizadas.

A técnica de DLS possui regulamentacgdo pela ISO 133212 (MALVERN, 2014), e
consiste em medir o tamanho das particulas quando elas estdo dispersas em um liquido
através da avaliagdo do movimento Browniano. Quando as particulas estdo em solvente,
ocorre um movimento aleatério devido ao bombardeamento que as moléculas do solvente
causam. Este movimento ¢ chamado movimento browniano. Basicamente, as particulas sao
iluminadas por um feixe de laser, o que faz com que elas espalhem radiacdo, e a
intensidade da luz espalhada depende do tamanho das particulas. Particulas maiores se
movimentardo mais lentamente, enquanto particulas menores se movimentardo de forma
mais rapida. A relacdo entre o tamanho de uma particula e sua velocidade devido ao efeito
browniano ¢ definida pela equagdo de Stokes-Einstein. Um detector capta o efeito
resultante do espalhamento combinado por todas as particulas simultaneamente (formando
um padrdo), assim, cada particula contribui com a evolugdo temporal do padrao total de
espalhamento de forma distinta. O software detecta a mudanga temporal do padrao total de
espalhamento e com estes dados, determina a distribuicdo dos tamanhos das particulas
contidas na solu¢ao (MALVERN, 2009).

Ja as microscopias eletronicas consistem em utilizar um microscopio eletronico
para obter a morfologia de determinada amostra. Estas técnicas usam como fonte de
iluminagao, um feixe de elétrons. A incidéncia deste feixe sobre uma amostra gera varios
sinais, que, com os detectores adequados, podem ser coletados gerando uma imagem com
resolucdes muito altas (NAGATANI et al., 1987). Estas técnicas podem ser utilizadas para
definir o tamanho, morfologia e uniformidade das particulas obtidas.

Outra caracteristica normalmente determinada para as nanoparticulas € o potencial
zeta, um pardmetro que indica a carga elétrica global da superficie das particulas. E um
dado muito importante para avaliar a estabilidade do tamanho das particulas obtidas. Sabe-
se que cargas iguais se repelem e cargas opostas se atraem. Dessa forma, se hd uma grande
quantidade de cargas iguais (sejam elas positivas ou negativas), o potencial zeta sera mais
alto, e indicard uma grande quantidade de forgas repulsivas, sugerindo baixa tendéncia as
particulas se agregarem ao longo do tempo. Por outro lado, baixos valores de potencial zeta

indicam uma grande quantidade de forcas de atra¢do, sugerindo forte tendéncia a

2 Regulamenta analises de tamanhos de particulas.

17



agregacdo ao longo do armazenamento, o que levaria ao aumento do tamanho das
particulas.

Segundo Couvreur e colaboradores (2002), valores absolutos maiores ou
proximos de 30 mV indicam boa estabilidade. Os materiais utilizados para a obtencdo dos
nanomateriais (encapsulante e emulsificante, por exemplo) podem interferir diretamente no
potencial zeta, pois as cargas elétricas destas matérias primas irdo influenciar na carga
elétrica global da superficie das particulas.

J4 a uniformidade dos didmetros das particulas ¢ dada pelo indice de
polidispersibilidade (PDI). Quanto menor for o valor do PDI, mais uniformidade existe, e
sao considerados bons os valores de PDI < 0,3 (ZHANG; KOSARAJU, 2007).

A avaliacdo do pH poderé direcionar, de maneira mais especifica, a aplicagdo do
nanomaterial obtido, especialmente quando se trata de alimentos. Por exemplo, valores de
pH muito baixos, indicam forte acidez, e podem levar a diminui¢do da estabilidade de
compostos sensiveis a pH reduzidos (como os carotenoides) (LOBATO et al., 2015). O

valor da acidez também podera interferir no sabor do produto.

3.1.4 Toxicidade de nanoparticulas

Embora a nanotecnologia esteja sendo bastante difundida, existe uma preocupagao
sobre possiveis efeitos toxicos que estes materiais podem apresentar. Mesmo que 0s
componentes utilizados ndo apresentem toxicidade em seu tamanho natural, conhecer as
caracteristicas de uma molécula em tamanho macro, ndo fornece informacdes precisas
sobre seu comportamento em tamanho nano (HANDFORD et al., 2014).

O aumento da area superficial pode levar ao aumento da biodisponibilidade,
levando também a uma maior toxicidade. Além disso, pode haver maior acesso ao
organismo, prejudicar o sistema imune e levar a diferentes efeitos patolégicos (MOMIN et
al., 2013). Segundo Pradhan e colaboradores (2015), a diminui¢cdo do tamanho pode levar a
alteragdes na absorc¢do, distribui¢do, metabolismo e extracdo dos materiais, o que pode
influenciar os efeitos toxicos.

Existem diversos efeitos toxicos ja relacionados as nanoparticulas, tais como:
danos oxidativos, toxicidade em células, genotoxicidade, disbiose, lesdes hepaticas e
inflamacdes gastrointestinais (ASHRAF et al, 2021). McClements e Xiao (2017)
realizaram um estudo de revisdo destacando os principais mecanismos potenciais de

toxicidade de diferentes nanoparticulas de grau alimenticio, onde apontam que a
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composi¢do, dimensdo, propriedade interfacial e estado de agregacdo sdo fatores
importantes que podem interferir na acdo biologica das nanoparticulas. Além disso, os
autores apontam que ¢ preciso levar em conta a interacdo das nanoparticulas com a matriz
alimentar, pois esta interacdo pode influenciar em suas propriedades fisico-quimicas, e,
consequentemente, alterar fatores de absorcao e toxicidade. A Tabela 3 mostra a relagdo de
algumas caracteristicas das nanoparticulas com possiveis efeitos que sdo importantes para
avaliar seu risco a saude.

E possivel notar que sdo diversos os efeitos que podem influenciar na toxicidade
de nanoparticulas, e, at¢ o momento, ainda ndo existe um consenso a respeito da
nanosseguranca (ASHRAF et al, 2021). Na Tabela 1, dos 11 estudos sobre
encapsulamento de 6leos vegetais, nenhum apresentou algum tipo de analise de toxicidade.

As lacunas de conhecimento sobre o risco da nanotecnologia dificultam a criagao
de uma regulamentacao eficiente para produtos que a utilizam. O investimento em estudos
que ajudem a compreender melhor o comportamento de nanomateriais em matrizes
alimenticias pode auxiliar na criacdo de uma regulamentacdo da nanotecnologia aplicada a
alimentos, facilitando e aumentado o desenvolvimento, aplicagdo e seguranga destes

produtos.

Tabela 3 — Principais caracteristicas das nanoparticulas e seus consequentes efeitos no organismo

Caracteristica Efeito Referéncia

Interag@o celular, grau de exposigao, absorgao,
Tamanho o o o Ashraf et al. (2021)
biodisponibilidade, toxicidade.
o Pode influenciar na producdo de espécies reativas de )
Reatividade . Braakhuis et al. (2014)
oxigénio
Carga superficial Distribui¢do sistémica, absor¢ao e toxicidade. Fauss et al. (2012)

) Determina as biomoléculas que aderem ao material,
Revestimento o o Fauss et al. (2012)
distribuigdo, absor¢ao e toxicidade.

Forma Influencia a capacidade de penetrar nas células Verma e Stellacci (2010)

Impurezas Toxicidade Hull et al. (2009)
Fonte: adaptado de Sellers et al (2015).

3.1.4.1 Citotoxicidade
Uma das formas de avaliar a toxicidade de materiais € através de ensaios com
cultura de células (humanas ou animais) (in vitro). Ensaios in vitro sdo rapidos,

reprodutiveis e sensiveis. A avaliacdo consiste em colocar o possivel agente toxico em

19


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877418302279#bib12
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877418302279#bib12
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877418302279#bib145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877418302279#bib72

contato com uma cultura de células e verificar alteragdes celulares por diferentes
mecanismos (ROGERO et al., 2003).

Os ensaios in vitro foram desenvolvidos com o intuito de substituir a utilizagao de
animais para testes, pensando, dentre outros fatores, no bem estar animal. Sao utilizadas
condi¢des controladas de pH, temperatura, CO; ¢ Oz, a fim de tornar o meio o mais
préximo possivel das condigdes fisioldgicas encontradas in vivo (PRADO, 2012).

As células HT22, uma linhagem imortalizada do hipocampo de camundongos,
vém sendo bastante estudadas para avaliar efeitos decorrentes da oxidagdo, especialmente
porque este processo esta diretamente ligado as patogéneses neurodegenerativas.
Alimentos que possuem compostos antioxidantes vém sendo associados a reducdo do risco
do desenvolvimento destas doengas (HWANG; SHIH; YEN, 2012; SCHULZ et al., 2019).
Mais informagdes sobre ensaios de toxicidade de nanoparticulas de 6leos serdo abordadas

no proximo capitulo deste trabalho.
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido em 2 etapas: (Etapa 1) levantamento de dados
cientificos e tecnoldgicos (compreendendo a redagdo de 1 prospecgdo cientifica e
tecnologica publicada como capitulo de livro e 1 artigo de revisdao) e (Etapa 2) artigo

experimental, conforme descrito abaixo:

Capitulo de livro: SCHAPPO, Flavia Barbosa; MELO, Ana Paula Zapelini de;
RIBEIRO, Camila Duarte Ferreira, BARRETO, Pedro Luiz Manique; NUNES,
Itaciara Larroza. Nanoemulsdo e seu potencial de uso em alimentos: uma
prospeccio tecnologica e cientifica. Ensino e Pesquisa no Campo da Engenharia e
da Tecnologia de Alimentos, p. 130-148, 8 fev. 2021. Atena Editora.
http://dx.doi.org/10.22533/at.ed.25021050116.

Artigo de revisdo: Toxicidade de nanoparticulas de 6leos: uma revisdo com foco

na Ciéncia dos Alimentos.

Artigo experimental: Estabilidade e citotoxicidade de nanoparticulas de 6leo de

palma bruto.
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Capitulo de livro:
Nanoemulsiao e seu potencial de uso em alimentos: uma prospeccao tecnolégica e

cientifica.
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RESUMO

O uso de nanoemulsdes vem sendo cada mais explorado no campo da nanotecnologia, com
grande potencial de aplicagdo em alimentos. Dessa forma, este estudo prospectivo teve
como objetivo realizar um mapeamento acerca dos estudos cientificos e patentes
relacionadas as nanoemulsdes, a fim de avaliar seu potencial de uso em matrizes
alimenticias. A metodologia utilizada consistiu na pesquisa avan¢ada na base de dados
cientifica Scopus, e na busca de patentes realizada nas bases de dados do European Patent
Office (Espacenet®) e do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil,
durante os meses de outubro a novembro de 2020. Foram encontrados 7411 trabalhos
cientificos na base de dados Scopus, e a India (1370), Estados Unidos (1257) e China
(1156) sdo os trés paises com maior nimero de publicagcdes sobre o tema, seguidos pelo
Brasil (652). Foram recuperados, 56 ¢ 66 documentos de patentes nas bases de dados
Espacenet® e INPI, respectivamente. A andlise dos resultados mostrou que tanto a
pesquisa quanto a protecdo da propriedade intelectual sobre o tema estdo crescendo de
maneira expressiva, principalmente na ultima década, mas que, ainda assim, had uma grande
diferenca entre a produgao cientifica e as patentes, sendo essa tltima 13,5 vezes menor. A
China encontra-se bem a frente dos demais paises em relagdo ao depdsito de documentos
de patentes, com 56,8% dos documentos encontrados na base dados Espacenet®. Os dados
indicaram grande potencial de uso de nanoemulsdes em matrizes alimenticias. Dentre as
patentes da area de alimentos, o melhor aproveitamento de compostos bioativos € uma das
principais finalidades. Apesar do nitido crescimento da nanotecnologia aplicada a
alimentos, novos investimentos, desenvolvimento de politicas e programas de incentivo
para impulsionar essa tecnologia sdo necessarios nos paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Para perspectivas futuras, espera-se que esse campo possa ser potencialmente
explorado no ambito de desenvolvimento de novos produtos alimenticios, de forma segura,
economicamente vidvel, sustentdvel e com potencial nutricional importante.

Palavras-chave: propriedade intelectual; nanotecnologia; emulsao.
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ABSTRACT

The use of nanoemulsions has been increasingly explored in the field of nanotechnology,
with great potential for food application. This prospective study aimed to carry out a
mapping about scientific studies and patents related to nanoemulsions, in order to assess
their potential for use in food matrices. The methodology used consisted of advanced
research in the scientific database Scopus, and the search for patents was carried out in the
databases of the European Patent Office (Espacenet®) and the National Institute of
Industrial Property (INPI) of Brazil, during the months from October to November 2020.
7411 scientific papers were found in the Scopus database, and India (1370), United States
(1257) and China (1156) are the three countries with the largest number of publications,
followed by Brazil (652). 56 and 66 patent documents were retrieved from the Espacenet®
and INPI databases, respectively. The analysis of the results showed that both science and
the protection of intellectual property on the subject are growing significantly, especially in
the last decade, but, even so, there is a big difference between scientific production and
patents, the latter being still 13.5 times smaller. China is quite beyond other countries
about filing patent documents, with 56.8% of the documents found in the Espacenet®
database. The data indicated great potential for the use of nanoemulsions in food matrices.
Among food patents, one of the main purposes is improving the use of bioactive
compounds. Despite the clear growth of nanotechnology applied to food, new investments,
development of policies and incentive programs to boost this technology are necessary in
developing countries, such as Brazil. For future perspectives, it is hoped that this field can
be potentially explored in the context of developing new food products, in a safe,
economically viable, sustainable and with important nutritional potential.

Keywords: intellectual property; nanotechnology; emulsion.
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1 INTRODUCAO

Nanotecnologia ¢ a ciéncia que estuda a criagdo e exploracdo de materiais em
escala nanométrica. De maneira mais especifica, nanotecnologia refere-se a estruturas com
dimensodes inferiores a 1000 nm (SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006).

A reducdo de particulas a escalas nanométricas faz com que elas apresentem
propriedades funcionais unicas que ndo sdo encontradas em escala macro (ASSIS et al.,
2012), como maior solubilidade, aumento da biodisponibilidade e liberagdo de compostos
ativos na concentragao e taxa desejados (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

A nanotecnologia ¢ considerada um dos principais objetos de pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo de paises industrializados (ZANETTI-RAMOS;
CRECZYNSKI-PASA, 2008). Dentre os campos emergentes para aplicagao dela, a area de
alimentos encontra-se em destaque. O desafio de produzir alimentos inovadores e com
potencial nutricional de forma sustentavel faz com que o uso desta tecnologia seja cada vez
mais util. Dentre as possiveis aplicagdes, pode-se destacar a preservagao de sabor, aroma,
protecao de compostos frente a degradacao (SILVA-BUZANELLO, 2013), resisténcia de
embalagens, conservagdo de produtos, dentre outros (NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011).

Diversas metodologias podem ser utilizadas para formagao de particulas em escala
nanométrica, dentre elas, a nanoemulsificagdo. Esta metodologia tem sido a mais
popularmente utilizada, devido a facilidade de execucdo e aplicabilidade em matrizes
hidrofilicas (PRAKASH et al., 2018). Quando dois liquidos imisciveis sdo colocados em
contato e um deles encontra-se na fase interna e o outro na fase externa, temos um sistema
chamado de emulsdo. A reducao do tamanho das particulas acontece porque a fase interna
tenta frequentemente se misturar e se separar como uma segunda fase (LISBOA, 2002).

O grande interesse no desenvolvimento de sistemas nanoemulsionados para
liberagdo de compostos ativos vem ganhando consideravel atengdo de cientistas,
instituicdes e organizagdes privadas, devido as interessantes propriedades fisico-quimicas
que estas particulas apresentam.

Diante deste contexto, o objetivo do presente estudo foi realizar um mapeamento
acerca dos estudos cientificos e patentes relacionadas as nanoemulsdes, a fim de avaliar

seu potencial de uso em matrizes alimenticias.
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2 METODOLOGIA

O levantamento de publicagdes cientificas sobre o tema foi realizado na base de
dados Scopus. Foi utilizada a busca avancada em “titulo, resumo e palavras-chave” com o
termo “Nanoemulsion”. Posteriormente, a fim de avaliar documentos especificos mais
recentes da area de alimentos, o periodo de publicagdo foi limitado aos anos de 2020 e
2021 e as revistas foram limitadas aquelas pertencentes a esta area (Food Chemistry,
Journal of Food Engineering, International Journal of Food Microbiology, Journal of
Food processing and preservation, Food Research International, International Journal of
Food Science & Technology e Journal of Food Measurement and Characterization).
Nesses trabalhos, foram verificadas as principais matérias-primas utilizadas e o objetivo de
cada trabalho por meio da leitura dos resumos.

A busca de patentes foi realizada nas bases de dados European Patent Office
(Espacenet®) e Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. As
informacodes foram coletadas durante os meses de outubro e novembro de 2020.

A pesquisa buscou dados relacionados a producdo de nanoemulsdes aplicadas a
area de alimentos. Foi utilizada a busca avangada em titulo, com associacao de codigos
CIP (Classificacao Internacional de Patentes), a fim de ampliar os resultados obtidos
(Tabela 1). O codigo “A23 - Alimentos ou derivados e seu tratamento” foi escolhido
devido a relacdo com a area de alimentos. As palavras-chave e os respectivos codigos

associados estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Palavras-chave e codigos de Classificacdo Internacional de Patentes (CIP) utilizados
para a busca de patentes nas bases de dados Espacenet® e INPIL.

Palavras-chave Base de dados

Nanoemsulsao/Nanoemulsion INPI, Espacenet® e Scopus

Nanoemulsion and oil Espacenet®

Nanoemulsion and “essential oil” Espacenet®

Nanoemulsion and A23 e Nanoemulsdo
Espacenet® e INPI
e A23
Nanoemulsion and oil and A23 Espacenet®

Fonte: autoria propria.

Na base dados INPI, a utilizagdo da palavra-chave sem o codigo CPI gerou maior

nimero de documentos de patentes e, assim, eles foram avaliados individualmente.
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Na base de dados Espacenet®, a utilizacdo do cédigo CPI trouxe documentos
cujos descritores se adequavam mais ao tema a ser estudado e assim, eles foram avaliados
individualmente para tratamento de dados.

Os dados obtidos foram exportados utilizando o programa CSV ed. 2.2.3, ¢ os
programas Microsoft Excel e GraphPad Prism 7.00 foram utilizados para tratamento de
dados e elaboracdo dos graficos, respectivamente. O site “http://www.visme.com” foi
utilizado para a construgdo dos mapas mundi. Os graficos mostraram a distribui¢des dos

artigos € documentos de patentes por pais, ano e area de conhecimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O quadro 1 apresenta os resultados da busca utilizando palavras-chave e os
codigos associados. Os dados selecionados estdo apresentados em destaque e sao

discutidos nos topicos posteriores.
Quadro 1 — Numero de publicagdes cientificas no Scopus e busca de patentes por palavras-chave e
codigos de Classificagdo Internacional de Patentes (CPI) nas bases de dados europeia (Espacenet®) e

brasileira (INPI).

" Palavras-chave INPI | Espacenet® | Scopus
&, 23
5258
i.; = E 3 Nanoemulsion - - 7411
£%%¢
v Nanoemulsao/nanoemulsion 66 550 -
[
o R
= Z @ Nanoemulsion and oil ) 72 -
CER:
§ 2 3 Nanoemulsion and “essential oil” 8 -
z & & -
S e & | Nanoemulsdo e A23/ Nanoemulsion and A23 2 56 -
]
.
2 Nanoemulsion and oil and A23 0 8 -

Fonte: autoria propria.

3.1 PROSPECCAO CIENT{FICA

A busca na base de dados SCOPUS apontou 7411 artigos sobre nanoemulsdes. A
evolucdo anual de artigos cientificos relacionados com o tema (Figura 1A) demonstra
elevado crescimento. O padrdo da curva mostra que estudos cientificos sobre este tema
cresceram rapidamente ao longo dos anos, principalmente a partir de 2009.

Dos estudos publicados, o primeiro foi no ano de 1995, na revista Proceedings of
the Controlled Release Society, por pesquisadores espanhdis. O artigo aborda a utiliza¢ao

de nanoemulsdes de poli-e-caprolactona para aumentar a captagao ocular de farmacos.
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O primeiro estudo cientifico conduzido por brasileiros foi publicado no ano 2000,
na revista International Journal of Pharmaceutics. O estudo teve como objetivo formular
nanoemulsdes e nanocapsulas de penicilina, avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas e
estabilizadoras, e determinar sua atividade antimicrobiana e cinética de liberacdo in vitro.
Os resultados indicaram formulagdes estaveis que fornecem uma forma de dosagem

potencial para encapsular drogas mais facilmente soluveis.

Figura 1 — Numero de artigos cientificos que utilizaram nanoemulsdes de acordo com a evolugdo

anual de publicagdes (A), percentual por area de conhecimento (B) e distribui¢do por pais ou territorio (C).
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Fonte: autoria prépria. Dados: Scopus (2020).

A ultima pesquisa publicada até o momento ¢ de mar¢o de 2021, divulgada no
periodico Food Chemistry, e retrata o processo de preparagdo de uma nanoemulsido de
extrato de semente de anis (erva-doce). O emulsificante utilizado foi o Tween 80, e as

nanoemulsdes foram preparadas pelo método de ultrassom. A nanoemulsdo de anis foi
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comparada com o extrato, a fim de comparar a efetividade contra bactérias patogénicas, e
os resultados indicaram que a nanoemulsdo apresentou atividade antimicrobiana
significativamente maior (GHAZY et al., 2020).

A maior parte dos estudos sobre nanoemulsdo enquadra-se nas areas toxicoldgica
e farmacéutica (21,1%) seguido pela quimica (13,3%) (Figura 1B). A auséncia de uma
classificagdo exclusiva para alimentos pode ser atribuida a abrangéncia desta classe, pois o
campo da nanotecnologia ¢ amplo e envolve quase todas as areas.

O crescente nimero de artigos publicados, contendo a palavra “nanoemulsdao”
indica que ha um grande investimento em pesquisas nessa area. Os artigos cientificos
experimentais sdo a principal forma de publicagdo atualmente (78,38%), seguida por
artigos de revisao (14,07%).

A distribui¢do de artigos cientificos por pais ou territério (Figura 1C), apresenta a
india (1370), Estados Unidos (1257) e China (1156) como os paises que detém o maior
numero de publicacdes cientificas. O Brasil vem logo em seguida, com 652 trabalhos.

Utilizando a busca avangada e avaliando apenas artigos mais recentes, datados de
2020 e 2021, e publicados apenas em revistas da area de alimentos (Tabela 2), nota-se que
as nanoemulsdes voltadas para alimentos vém sendo pesquisadas, principalmente, para
ampliar a aplicabilidade de compostos antioxidantes, antibacterianos, antifingicos,
melhoramento da biodisponibilidade e conservagdo, além do desenvolvimento de
alimentos funcionais e fortificados. Dentre estes artigos, o Ird possui o maior nimero de
trabalhos (4), seguido pela China, Estados Unidos e India (3 cada) e Brasil ¢ Espanha (2
cada).

Em relagdo ao financiamento dos projetos de pesquisa, a organizacao chinesa
National Natural Science Foundation of China (NSFC), ¢ considerada uma das maiores
patrocinadoras de estudos cientificos do mundo. Em 30 anos mais de 390 mil projetos
foram financiados (NSFC, 2019). No Brasil, os dois 6rgdos de maior destaque sdo: o
conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a Coordenagao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), ambos fundados em 1951
com o objetivo de fomentar o desenvolvimento de estudos e projetos cientificos no pais
(CNPQ, 2019; CAPES, 2019), demonstrando o incentivo a inovagdo e a pesquisa cientifica

de instituicoes brasileiras sobre o tema.
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Tabela 2 — Artigos publicados sobre nanoemulsdo em revistas da area de alimentos em 2020 e 2021

Referéncia Matéria-prima Funciio Pais
Ghazy et al (2021) Extrato de semente de anis Antibacteriana Egito
China e
Liet al (2021) Oleo de tomilho Antibacteriana Estados
Unidos
Caballero e Estados
Daridov-Pardo Luteina Corante Unidos
(2021)
Gholamian, . . . N
. . Oleo essencial de sementes de  Conservante, aromatizante, acao ~
Nourani e Bakhshi . o . . Ira
cominho antifingica e antibacteriana
(2021)
Flores-Andrade et . . ~ . .
al (2021) Carotenoides Pigmento e agdo antioxidante México
Chang et al (2021) Oleo de polp'c} fie espinheiro Antioxidante China
maritimo
. . . ~ Brasil e
Bento et al (2020) Oleo essencial de laranja Preservacdo de sucos de frutas
Espanha
Nishad et al Casca de torania Melhorar estabilidade oxidativa india
(2021) ! de 6leo de mostarda
Lahidjani, Ahari e Curcumina Conservagdo da truta I
Sharifan (2020) Oncorhynchus mykiss
Gahruie et al Vitamina D3 e compostos
bioativos de pétalas de Melhorar biodisponibilidade Ira

(2020)

Sandoval-Cuellar
et al (2020)

Zhang et al (2020)

Gani e Benjakul
(2020)

Javanshir et al
(2020)
Jian, Liao e
Charcosset (2020)
Wan et al (2020)

Barman,
Chowdhry e
Baruah (2020)

Chaudhari et al
(2020)

Abreu-Martins et
al (2020)

acafrdo
Oleo de palma alto oleico

Acido docosahexaendico
comestivel (DHA) e acido
eicosapentaendico (EPA)

Oleo de coco virgem B-
glucano

Oleo essencial de Ricinus
communis L.

Curcumina

Oleo de cravo
[-Caroteno

a-Terpineol

B-Caroteno

Alimentos funcionais

Alimentos funcionais

Estabilidade de armazenamento
do gel de surimi

Antioxidante e anticancer

Antioxidante, antinflamatoria e
anticancer.
Antifingica

Corante
Antifingica

Entrega de compostos bioativos

Colombia e
México

China

Tailandia

Ira

Franga

Estados
Unidos

india
india

Espanha e
Brasil

Fonte: autoria propria.
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3.2 PROSPECCAO TECNOLOGICA
3.2.1 Espacenet®

O primeiro deposito de patente encontrado sobre nanoemulsdes na base de dados
Espacenet® foi em 2006 (resumo ndo disponivel), quando os estudos cientificos ja
estavam em crescimento (Figura 1A). A primeira patente que disponibiliza o resumo, tem
data de 2007 e trata da composicdo de nanoemulsdes e métodos de usos das mesmas, e
afirma que a composi¢do pode conter ingredientes individuais ou uma mistura sinérgica
que pode ter agucares redutores, polidis de acucar, triglicerideos de cadeia média,
polissacarideos, polifenois, fosfolipideos, quitosana, caseinas, dentre outros (MORA-
GUTIERREZ e GURIN).

A tltima patente encontrada foi de outubro de 2020, e trata de formulagdes e
métodos concentrados de nanoemulsdes. Refere-se, especialmente, as nanoemulsdes que
contém ingredientes ativos ndo polares, e destinam-se a uso em alimentos, bebidas,
suplementos ou preparagdes farmacéuticas. O documento ainda especifica que a invengao
envolve baixas quantidades de emulsificantes naturais e derivados, solventes ndo polares
amigaveis ao consumidor, ¢ com diametro de particula médio inferior a 100 nm. A
vantagem seria uma maior biodisponibilidade dos ingredientes ativos, além de
transparéncia optica (MICHAEL, 2020).

Ao longo dos anos, os depositos de patentes ndo apresentam um crescimento
linear, mas ¢ possivel perceber uma tendéncia de aumento que vem se mantendo ao longo
dos proximos anos (Figura 2A). Este fato se deve, provavelmente, ao aumento de estudos e
investimento nessas tecnologias, que ¢ refletido nas patentes depositadas. Tendo em vista
que ¢ uma tecnologia relativamente nova e que o investimento na mesma tem aumentado, ¢
esperado que este numero cres¢a ainda mais nos proximos anos.

Em relagdo aos paises (Figura 2C), a China tem o niimero mais expressivo, com
29 patentes, seguida pela Republica da Coreia (7), Europa (6) e Estados Unidos (4). Nao
foram encontradas patentes brasileiras na base de dados Espacenet®.

Segundo dados da Organizagao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdémico
(OCDC) de 2016, a China, junto com os Estados Unidos, possuem os maiores potenciais
de inovacao tecnologica do mundo. De acordo com esta pesquisa, a China tem avangado de
forma rédpida, deixando de ser dependente em manufatura e se tornando uma poténcia em

inovagdo. Dessa forma, ¢ justificado que a China, que busca inovagao tecnologica e estd a
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frente dos demais no que se refere a novas tecnologias, seja o pais com um numero

expressivamente maior de patentes sobre o tema.
Figura 2 — Numero de patentes do Espacenet® que utilizaram nanoemulsdes de acordo com a
evolugdo anual (A), tipos de matérias-primas presentes nas nanoemulsdes (B) e distribuicdo por pais ou

territorio (C).
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(B) Outros: substincias como mel, geleia real, documentos que citam diversos tipos de 6leos e gorduras
ou outras substincias quimicas, como ésteres e aromatizantes. Fonte: autoria propria. Dados:
Espacenet® (2020).

O codigo A61K (preparagdes para fins médicos, odontologicos e para usos
domésticos) foi o identificado no maior nimero de documentos sobre o tema (56
documentos) (Tabela 3). Este codigo estd geralmente relacionado as matérias-primas

utilizadas, que normalmente apresentam acao benéfica a satde.
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Um exemplo disso ¢ a patente que trata de nanoemulsdes de antioxidantes naturais
encapsulados com intuito de preservar produtos alimenticios frescos ou minimamente
processados, depositada pela Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual — OMPI
(WIPO), solicitada em 2017 e publicada em 2018. Ela utiliza este codigo referindo-se a
Anacardiaceae, uma familia botanica que apresenta varias espécies frutiferas com
potencial antioxidante (CHAVES et al., 2010).

Outro exemplo ¢ a patente que trata de uma nanoemulsdao comestivel de 6leo de
chia, depositada pela Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO) em 2017 e
publicada em 2018. Seus inventores sdo do Conselho Nacional de Investigacdes
Cientificas e Técnicas, e da Universidade de Buenos Aires. A nanoemulsdo ¢ apresentada
como tendo alta estabilidade fisica e oxidativa, além de alta bioacessibilidade de acidos
graxos Omega-3, e sdo apresentados 3 métodos de preparagdo: homogeneizacdo a alta
pressdo, ultrassom e moinho coloidal (ARZENI et al., 2017)

O segundo codigo mais citado foi o A23L (39 patentes), que trata do preparo,
tratamento, cozimento ou modificagdes nutritivas de alimentos. Das patentes encontradas,
19 apresentaram ambos os codigos (A23L e A61K).

Em relacdo aos depositantes, ¢ possivel observar o destaque das empresas
privadas (58,2%) frente as agéncias governamentais e institutos de pesquisa (41,8%). Isso
revela o interesse dos empreendedores em proteger as tecnologias desenvolvidas, além do
investimento por parte de empresas neste segmento. Entretanto, nota-se que universidades
e institutos de pesquisa também tém tido a preocupacdao de realizar a protegdo das
tecnologias desenvolvidas.

Embora a palavra-chave utilizada para recuperagdo de documentos refira-se a
nanoemulsdes, 5 patentes, dentre as 56, incluiram a utilizagdo de polimeros em suas
formulagdes, o que significa que pode ter ocorrido um encapsulamento. O termo
nanoparticula ¢ mais genérico e, portanto, ¢ aplicadvel tanto para nanoemulsdo (sem
material de parede) quanto para nanocapsula (com material de parede revestindo o nucleo)
(FERREIRA e NUNES, 2019). A nanoemulsdo pode ser o ponto de partida de um processo
de encapsulamento. O mesmo também ocorreu em alguns dos trabalhos cientificos

(FLORES-ANDRADE et al 2021; Ll et al., 2021; BENTO et al., 2020).
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Tabela 3 — Distribui¢ao de codigos de patentes sobre nanoemulsao.

Cédigo CPI N° de documentos Significado do cédigo
A61K 56 Preparagdes para fins médicos, odontologicos e para usos domésticos;
Alimentos, produtos alimenticios ou bebidas ndo alcodlicas, sua
A23L 39 .
preparagdo e preservagdo de alimentos;
Atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou
A61P 19 C
preparagdes medicinais;
A23K 10 Forragem,;
A23D 7 Oleos e gorduras comestiveis;
A23C 4 Produtos lacteos e substitutos do leite;
BO1F 4 Mistura, emulsdo e dispersao;
Elaboragdo de alimentos inespecifica (ndo coberta por outra
A23P 3 .
classificagdo);
A61Q 3 Uso especifico de cosméticos ou preparagdes semelhantes;
Alimentos em conserva, produtos conservados, amadurados ou
A23B 3
enlatados;
Materiais para aplicagdes diversas (ndo englobado por outra
C09K 3 )
classificag@o);
A23] 3 Composi¢do proteica para alimentos;
CO2F 2 Tratamento de agua;
BSIB . Nanoestruturas formadas pela manipulagdo de atomos individuais,
moléculas ou colegdes limitadas de atomos ou moléculas;
Compostos aciclicos, carbociclicos ou heterociclicos, ndo contendo
CO7F 1 elementos que ndo sdo carbonos, hidrogénio, halogénio, oxigénio,
nitrogénio, enxofre, selénio ou telirio;
C12G 1 Vinho, bebidas alcoolicas e preparacdes;
Horticultura, cultivos vegetais, flores, arroz, frutas, vinhos, lapulo,
A01IG 1
alga;
A01K 1 Criag8o animal, cuidados com passaros, peixes, insetos;

Fonte: autoria propria. Dados: Espacenet® (2020).

Quanto as matérias-primas utilizadas nas tecnologias, percebe-se que existe um
investimento na elaboragdo de nanoemulsdes que tenham em sua composi¢do compostos
bioativos (Figura 2B). Dentre os bioativos encontrados, destacam-se os acidos graxos
(como Omega-3, eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), acido linoleico
conjugado), vitamina E, quercetina, antocianinas, astaxantina e antioxidantes naturais ndo
especificados. Além disso, foram encontrados alimentos ou substincias como mel, propolis
e geleia real, que contém compostos bioativos.
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Os principais 6leos encontrados foram: d6leo de peixe (2 documentos), 6leo de
chia, 6leo essencial de Litsea cubeb (2 documentos), 6leo de alga DHA, 6leo de mostarda
(com 2 patentes), oleo de cannabis (3 documentos), 6leo de semente de oleifera, 6leo de
semente de pinho coreano, 6leo de linhaca e O6leo de blumea. Nestes casos, as
nanoemulsdes ndo envolveram diretamente compostos bioativos, porém, diversos dleos
contém compostos bioativos em sua composi¢do, como acidos graxos essenciais, vitaminas
e compostos antioxidantes, o que demonstra que hé investimento em nanoemulsdes com o
proposito de aumentar o potencial de uso de compostos bioativos tanto isolados quanto em

matrizes oleosas.

3.2.2 INPI

A primeira patente depositada no INPI sobre o tema nanoemulsdo foi em 1999
pela empresa francesa L’Oréal, e trata-se de uma nanoemulsdo para fins cosméticos e
dermatologicos, para aplicacdo na hidratacdo da pele, tratamento para cabelos e tratamento
oftalmoldgico (colirio para olhos) (SIMONNET; SONNEVILLE; LEGRET, 2001). Ja a
ultima, tem data de 2020 e trata de uma nanoemulsdo 6leo em agua cujo resumo nao se
encontra disponivel (NAKATA, 2020).

E evidente que o depdsito de patentes sobre esse tema estd aumentando ao longo
dos anos (Figura 3A), especialmente a partir de 2010, ano em que o crescimento se tornou
um pouco mais regular. Isto indica que os investimentos sobre esta tecnologia estao
aumentando, possivelmente devido aos bons resultados obtidos pelos estudos.

Os documentos de patente recuperados na base do INPI estdo distribuidos em
cinco areas (distintas ou em combinagdo numa mesma patente): Medicina, Farmacia,
Cosméticos, Quimica ou Alimentos. A area de cosméticos € a que apresenta maior
expressividade, com 39,4% das patentes depositadas, seguida pela medicina. A area de
alimentos comporta 3,3% das patentes encontradas, com apenas duas patentes relacionadas

ao tema. A distribuicdo das patentes encontradas por area estd apresentada na Figura 3B.
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Figura 3 — Numero de patentes do INPI que utilizaram nanoemulsdes de acordo com a evolugdo

anual (A), distribui¢@o por area de conhecimento (B) e distribuigdo por pais ou territorio (C).
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Fonte: autoria propria. Dados: INPI (2020).

Dentre os documentos encontrados, aproximadamente 63% pertencem a empresas

privadas. Destas, apenas seis sdo depositadas por empresas brasileiras, sendo

principalmente Botica Comercial Farmacéutica Ltda. e Natura Cosméticos S.A., com 3 e 2

documentos, respectivamente. Nota-se que hd um grande nimero de empresas estrangeiras

que ja protegem suas invengoes no Brasil (Figura 3C). A principal empresa estrangeira que

depositou patentes no Brasil foi a empresa francesa L 'Oreal, com nove patentes. Este fato

se deve, provavelmente, ao grande nimero de consumidores desta marca aqui no Brasil, o
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que faz com que a empresa precise proteger suas tecnologias no pais para manter seu
dominio de mercado frente as demais.

No Brasil, nota-se que, ao contrario do cenario mundial, a maior parte das
patentes depositadas vem de universidades publicas, e n3o de empresas. Foram
encontradas dezesseis patentes depositadas por universidades brasileiras, o que mostra que
a ciéncia brasileira busca manter-se atualizada frente ao desenvolvimento de tecnologias
que vem ganhando destaque no cenario mundial.

As duas patentes encontradas da area de alimentos foram depositadas pela
International Flavors & Fragrances Inc., empresa americana que desenvolve aromas e
sabores para fragrancias finas de beleza, detergentes e utensilios domésticos, bem como
alimentos e bebidas. Ambas as patentes sdo a respeito de uma nanoemulsdo e seu uso em
bebidas liquidas e concentrado de bebidas liquidas, com uma pequena diferenca no
método: uma foi elaborada com dupla camada de lecitina de soja, enquanto a outra com
apenas uma camada (LEE; WANG; YANG; VACCARI, 2018a; LEE; YAN; WANG;
GABBARD, 2018D).

Por meio dos dados apresentados, ¢ notério que o Brasil se apresenta em um
panorama bem diferente do global, com a maioria das invengdes patenteadas por
universidades quando comparadas a empresas privadas, ou seja, enquanto as universidades
brasileiras parecem estar atualizadas frente as tecnologias em desenvolvimento ao redor do
mundo, as empresas brasileiras podem estar perdendo mercado, tendo em vista que
empresas estrangeiras ja estdo protegendo suas tecnologias aqui no Brasil. Isto também
sugere que a unido entre universidades e empresas pode ser interessante, pois a troca de
investimento/conhecimento pode favorecer as tecnologias, que consequentemente podem

gerar desenvolvimento no pais.

4 CONCLUSAO

Os resultados encontrados mostraram o grande potencial de uso da técnica de
nanoemulsificacdo em diversas areas, inclusive na area de alimentos, e demonstraram que
o Brasil necessita de mais investimentos na area de nanotecnologia a fim de acompanhar o
desenvolvimento mundial.

A presente prospeccdo tecnologica demonstrou ainda que a tecnologia de

nanoemulsdes ¢ estudada de maneira significativa em escala global, porém esta
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principalmente relacionada a drea farmacéutica, medicinal e de cosméticos, mostrando uma
lacuna, especialmente no Brasil, referente a area de alimentos.

Foi expressiva a diferenga entre os estudos cientificos sobre o tema e a protecao
das invengdes, o que indica que hd mais incentivo as pesquisas cientificas do que a
protecdo da propriedade intelectual.

Para perspectivas futuras, espera-se que esse campo possa ser potencialmente
explorado no ambito de desenvolvimento de novos produtos alimenticios, de forma
inovadora, viavel economicamente, sustentavel e com potencial nutricional importante.
Ademais, esse trabalho pode também servir de ponto de partida para empresas e
pesquisadores que visam desenvolver ou aperfeicoar essa tecnologia em distintas areas,

com destaque para a area de alimentos.
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Artigo de revisdo:
Toxicidade de nanoparticulas de 6leos: uma revisao com foco na Ciéncia dos

Alimentos.
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RESUMO

Substancias em tamanho nanométrico apresentam propriedades diferentes das mesmas
substancias em tamanhos maiores. Nanoparticulas de 6leos essenciais, vegetais e de algas
(NPO) podem preservar o 6leo, aumentar sua solubilidade e potencializar a agdo dos
bioativos, entretanto, pouco se discute sobre a sua seguranga. Essa revisdo teve como
objetivo apresentar um panorama sobre a toxicidade de NPO para aplicagdes em alimentos.
Apenas 5% do total de trabalhos encontrados (280) sobre o tema (Scopus, Science direct e
Pubmed/Medline) realizaram avaliagdo de toxicidade. Destes, 71,3% trabalharam com
6leos essenciais, ¢ o restante foi relacionado a pesquisas com lipidios, dentre os quais,
21,4% oleos vegetais e 7,3% Oleo de alga. Todos avaliaram a viabilidade celular através de
estudos in vitro, sendo o ensaio de redu¢do do MTT o mais comum (85%). Somente 1
trabalho realizou andlise in vivo e in vitro (MTT), e nenhum utilizou exclusivamente
analise in vivo. 6 trabalhos detectaram efeito anticancer e 7 detectaram efeito antioxidante.
Embora ndo haja um consenso sobre a seguranca, ja existem 97 patentes na area de
alimentos que utilizam NPO, evidenciando a necessidade de mais estudos na area a fim de
um aproveitamento seguro desta tecnologia inovadora.

Palavras-chave: nanotoxicidade, nanoparticulas lipidicas, 6leos essenciais, 6leos

vegetais, 0leos de alga marinha.
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ABSTRACT

Nano-sized substances have different properties than the same substances in larger sizes.
Nnaoparticles of essential, vegetable and algae oils (ONP) can increase oil solubility and
enhance the action of their bioactive substances, but there is little discussion about their
safety. This research provides an overview of the ONP toxicity for food applications. Only
5% of the total works (280) (Scopus, Science direct, and Pubmed/Medline) underwent
toxicity assessment. 71.3% involved essential oils, and the others involved lipid oils, as
vegetable (21.4%) and seaweed oils (7.3%). All of them evaluated cell viability through in
vitro tests, and the MTT reduction assay was the most common (85%).1 study used in vivo
and in vitro (MTT) analysis, and none exclusively in vivo. 6 and 7 studies detected anti-
cancer and antioxidant effects, respectively. Although there is no consensus on safety,
there are already 97 patents using ONP in the food area, highlighting the need for further
studies in the area to safely use this innovative technology.

Keywords: nanotoxicity; nanoparticle lipids; essential oil; vegetable oil; seaweed

oil.
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1 INTRODUCAO

Na natureza, existem diversos tipos de 6leos com propriedades nutricionais e
funcionais interessantes. Oleos essenciais, por exemplo, sdo compostos principalmente por
terpenos, compostos volateis cuja finalidade principal € proteger as plantas contra
bactérias, fungos e pragas (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009), enquanto os Oleos
vegetais e de algas sdo compostos majoritariamente por triacilglicerois, e possuem como
constituintes minoritarios compostos antioxidantes, anti-inflamatorios, vitaminas,
pigmentos, dentre outros (SARAVANA et al.,, 2019; FERREIRA; NUNES, 2019).

A nanotecnologia aplicada a 6leos essenciais € demais Oleos tem sido apontada
como uma boa estratégia para auxiliar na preservacdo, potencializacdo e aumento da
biodisponibilidade de seus compostos bioativos. Um dos motivos, refere-se ao fato de que
a diminui¢do do tamanho de particula leva a um aumento da area superficial em relagdo ao
volume e, com isso, os materiais podem apresentar novas propriedades fisico-quimicas e
biologicas. Particulas menores podem ajudar a proteger os Oleos contra a oxidacao,
estabilizar compostos aromatizantes, melhorar solubilidade e estabilidade, enriquecer
alimentos, amenizar odores e sabores fortes, proteger contra determinados microrganismos,
entre outros (FERREIRA; NUNES, 2019; KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

O termo “nanoparticula” ¢ utilizado de forma genérica, podendo se referir, por
exemplo, a nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLE), nanoemulsdes (NE) nanocapsulas (NC), nanoesferas (NS),

nanolipossomas (NL), entre outros (Figura 1).
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Figura 1 - Diferentes tipos de nanoparticulas: NLS (A), NLE (B), NE (C), NC (D), NS (E), (NL) (F).

NANOPARTICULA TRANSPORTADOR

1 5 1 NANOEMULSAO
LIPIDICA SOLIDA LIPIDICO
NANOESTRUTURADO

NANOCAPSULA NANOESFERA NANOLIPOSSOMA

Fonte: adaptado de Ashraf et al. (2021).

As NLS (Figura 1A) sao compostas exclusivamente por lipidios solidos a
temperatura ambiente. J4 os NLE (Figura 1B) surgiram a partir de uma evolugao das NLS,
e consistem em misturas de lipidios, geralmente s6lidos e liquidos, de modo a criar um
arranjo desordenado, que pode aumentar a estabilidade quando comparado a uma NLS
(REIS et al., 2020).

A NE (Figura 1C) consiste na mistura de dois liquidos imisciveis, e um acaba
sendo disperso no outro na forma de globulos nanométricos. Podem ser de dois tipos:
agua/dleo (A/O), quando a parte polar fica na fase dispersa e a apolar na fase continua, e
6leo/agua (O/A), quando ocorre o inverso (LISBOA et al, 2012). Nanoemulsdes
apresentam maior area superficial do que emulsdes em tamanhos maiores e também tém
menor tendéncia a sedimentacdo, devido ao efeito do movimento browniano
(McCLEMENTS, 2005). Nas nanoemulsdes, as nanoparticulas aparecem dispersas na
solugdo, e, quando apresentam material de parede, sdo chamadas de “nanocépsulas”,
quando ndo, nanoparticulas (FERREIRA; NUNES, 2019).

O nanoencapsulamento de 6leos consiste em um processo em que um material
polimérico envolve outro material. Este, pode ser so6lido, liquido ou gasoso. A presenca
deste material polimérico faz com que o produto final do processo sejam NC. O 6dleo
encapsulado fica na fase interna e ¢ chamado de nticleo, enquanto o polimero ¢ chamado

de membrana, material de parede ou encapsulante (FERREIRA;NUNES, 2019,ASHRAF
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et al., 2021). Quando o material encapsulado estd em um ntcleo delimitado pelo material
polimérico, o nome dado ¢ NC, e, quando est4 disperso por todo o interior da particula, ¢
NS.

Os NL s3o compostos por bicamas fosfolipidicas. Essas bicamadas apresentam
caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas, de modo que podem interagir com componentes
de diferentes polaridades (KUMARI et al., 2014).

Existem diversos estudos utilizando a nanotecnologia em O6leos e apresentando
bons resultados em diversas aplicagdes, por exemplo: utilizagdo como conservante natural
devido a acgdo antibacteriana (6leo essencial de eucalipto (HERCULANO et al., 2015;
GODOI et al., 2017) e 6leo essencial de orégano (ALI et al., 2020)), atividade anticancer
(6leo essencial de orégano (ALI ef al, 2020) e 6leo de semente de roma (FERREIRA et
al., 2016)).

Por outro lado, evidencia-se a necessidade de determinar a toxicidade de
nanoparticulas de O6leos essenciais, vegetais e de algas (NPO) em func¢do do
comportamento imprevisivel que materiais em nanoescala tém demonstrado. Peroxidacao
lipidica, citotoxicidade, genotoxicidade, disbiose, lesdes hepaticas e inflamagdes
gastrointestinais estdo entre os possiveis efeitos nocivos relacionados a nanomateriais.
Especificamente, nanoparticulas lipidicas ja foram relacionadas a toxicidade sistémica e
quebra de membrana (ASHRAF et al., 2021).

Diferentes fatores podem interferir na toxicidade de um nanomaterial.
McClements e Xiao (2017) realizaram um estudo de revisao destacando os principais
mecanismos potenciais de toxicidade de diferentes nanoparticulas de grau alimenticio
(prata, 6xido de ferro, dioxido de titanio, dioxido de silicio, 6xido de zinco, lipidios,
proteinas e carboidratos), onde apontam que a composi¢do, dimensdo, propriedade
interfacial e estado de agregacdo sdo fatores importantes que podem interferir na agdo
bioldgica das nanoparticulas.

Esta revisdo objetiva apresentar um panorama dos estudos com NPO com
possibilidade de aplicagdes em alimentos que apresentam ensaios de toxicidade
(relacionando as técnicas utilizadas para avaliagdo e os principais efeitos toxicos
apontados), bem como as lacunas que precisam ser preenchidas para um avanco na

compreensdo da seguranca dessa tecnologia.
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2 ESTUDOS SOBRE NANOPARTICULAS DE OLEOS ESSENCIAIS, VEGETAIS
E DE ALGAS

Foi realizado um levantamento de artigos experimentais sobre NPO para
aplicagdo em alimentos nas bases de dados Pubmed/Medline, Science Direct e Scopus.
Para tal, foi utilizada a busca avangada em “titulo, resumo e palavras-chave” com as
palavras-chave: nanocapsule AND oil AND food, nanoemulsion AND oil AND food,
nanoparticle AND oil AND food e nanoencapsulation AND oil AND food. Essas
combinagdes também foram associadas ao termo toxicity* (Figura 2) para verificar
quantos estudos fizeram essa avaliacdo em relagdo ao nimero total de trabalhos com NPO.

O periodo de busca foi delimitado de 2010 a 2020.

Figura 2 - Diferenga de estudos sobre NPO e estudos de toxicidade dos mesmos

Mano® AND oll AND Tfood AND Loxicly® (Scopus)

% Nano* AND oil AND food AND toxiciy* (Science Direct)
L
E Nano* AND oil AND food AND toxiciy* (Pubmed/Medline)
L
> Nano® AND oil AND food (Scopus)
E Nano® AND oil AND food (Science Direct)
Nano® AND oil AND food (Pubmed/Mediine) ]
I T T T : : T 1 1 T T T
° B @ @ P \Q'QQ,:], &, }3-5:5
Artigos cientificos
Nano*: nanoencapsulation, nanoparticle, nanoemulsion and nancapsule. Toxicity*: toxicity and
cytotoxicity.

Os resumos dos artigos encontrados (associados a palavra-chave “toxicidade”)
foram lidos com o intuito de excluir arquivos repetidos e selecionar aqueles que poderiam
ser direcionados para aplicagdes em alimentos, restando apenas 14 trabalhos, que foram
analisados, conforme representado na Figura 3. Destaca-se que muitos dos artigos
encontrados ou tratavam-se de nanoparticulas carregadas com farmacos e destinadas a
aplicacdo em medicamentos, ou ndo avaliavam a toxicidade — os autores apenas citaram o
termo no resumo (Figura 2). Dessa forma, o nimero de artigos analisados neste trabalho

corresponde a apenas 5% do total de artigos encontrados associados ao termo “toxicidade”.
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Figura 3 - Desenho do estudo e metodologia utilizada

Palavras-chave

nanoparticle AND oil AND food AND toxicity*;
nanocapsule AND oil AND food AND toxicity*;
nanoemulsion AND oil AND food AND toxicity*;

nanoencapsulation AND oil AND food AND toxicity*

|
—_ - \
b IR ) /" Leitura dos
L resumos e
|K| Science direct | sel ee;ﬁ o dos
\|—| artigos com
Scopus | [
G | possibilidade

de aplicacdo

. em alimentos

Toxicity*: toxicity and cytotoxicity.

" 1) Principais técnicas

2) Efeitos das
nanoparticulas na
toxicidade

3) Fatores associados a
citotoxicidade

4) Lacunas e aspectos
regulatorios

5) Tendéncias

. mercadoldgicas

A pesquisa foi realizada entre os meses de maio e agosto de 2020 e os trabalhos

estdo apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Estudos de toxicidade de NPO.

Analise de

Tipo Técnica Composicao Caracterlstlrcas das . . Efeito nas células Referéncia
nanoparticulas toxicidade
Oleos vegetais
Fase lipidica:
Oleo de buriti, Ensaio d
NE Fase aquosa: nsaio de
fween 80 (1.2%). sulforodamina B
Homogeneizacao a Pg[l)c(f; Naio foi detectada
alta pressdo a Fase lipidica: Nao foi r;allzNada 22.0,00001 pL de . bc.lll.r(rim(;mgalo {1& REzlgzeOt al.
quente Oleo de buriti e caracterizagao. dleo / mL) via 11 11 ade ce(:1 ular em .
Lipidio solido calcein AM células saudaveis.
NLE Compritol 888 2 pL de dleo / mL
ATO (1:1)
Fase aquosa:
tween 80 (1,2%).
Com sibilina:
Monooleato de Tamanho:
sorbitano 15743 nm Ensaio MTT
Deposi¢io (0,077%), dleo de PDI: 0,09+0,02 Monécitos e linfocitos Nao foi detectada
interfacial de roma (0,3%), PZ:-- diminuigdo da MARCHIORI
NC polimero pré- sibilina (0,01%), Sem sibilina: 145,724, 145 e 724 viabilidade celular em etal 2017.
formado etilcelulose Tamanho: ng/mL. células saudaveis.
(0,1%) tween 80 160+7 nm
(0,077%). PDI: 0,09+0,03
PZ:-15,8+1,9
MTT
Oleo de semente mono(rjlflgleaasres de
deroma (1,5 Tamanho: 219+29 . Nao foi detectada
Emulsificagdo 3%); span 80 nm sangue humano (0,1; diminuigdo da
NE N ’ 0,25 ¢ 0,50 mg/mL) - FERREIRA et
espontanea (0,077g) e tween PDI: 0,10+0,03 . viabilidade celular em
Glioma C6 de ratos e al., 2016.

80 (0,077g).

PZ:-23,20+3,74
mV

células de astrocitos
(0,87, 1,74, 2,61,

4,35, 8,7%).

células saudaveis.
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Oleos essenciais

Oleo essencial de

orégano (1%) / Tamanho: HepG2 - IC50 40,95
NC Homogeneizacio alginato de sodio 34,65 + 0,76 nm pg/mL
g §80- | (3%) / tween 20 PDI: -- THLE2 — IC50 — 287,6
(1%) PZ: - MTT/ pg/mL
200 a 6,25 ng/mL
(HepG2) ALl et al. 2020.
600 a 6,25 ng/mL
, . Tamanho: a 5.0 hem HepG2 — IC50- 54,93
o Oleo essencial de (THLE2)
NE Homogeneizagao orégano (1%) / 26,8 £0,11 nm pg/mL
de alta pressio. & 0 PDI: -- THLE2 — IC50 — 401, 1
tween 20 (1%) P7: - ug/mL
. . Tamanho: S
Oleo essencial de 301.9 nm MTT Nao foi detectada
. . cominho (0,5%), - 3T3, MCF-7 e A127 diminuigdo da AMIRI et al.
NP Gelificacao i0nica . o PDI: - o
quitosana (1%), PZ: 4228 mV 1,10,100 e 1000 viabilidade celular em 2020.
tween 60 (0,76%) ’ ’ pg/mL células saudaveis.
MTT
HFF e A549 A549 - 1C50 - 152
Oleo essencial 625;312,2; 156,2; ng/Ml
citrus Tamanho: 78,1 pg/ml HFF — IC50 n3o
Homogeneizagio . 76,9+ 6,11 nm In vivo (analise informado pelos autores,
aurantium L. . . X SHOORVARZI
NE por ultra-som e (Rutaceae) (3%) PDI: 0,19 histopatologica, porém houve ot al. 2020
sonicacao b PZ: -43,5mV amostragem de diminuicao da ’ ’

surfactante nao
i6nico (1%).

bidpsia e coloracdo de

viabilidade celular

tecido) conforme a
15 camundongos balb | concentragdo aumentou.
c fémeas (20+4 g)
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Tamanho:

Oleo de sucupira 148,140,1 Alamar blue® Naio foi detectada
NLE Homogeneizacao a | (0,5%), kollivax PDI: 0,274+0,029 CaCo-2 diminuic¢io da VIEIRA et al.
alta pressdo GMS II PZ:- 5,10,15 e 20 pg/mL viabilidade celular em 2020.
(1,425%), TPGS. | 0,00236+0,147mV células saudaveis.
Oleo essencial de Tamanho: MTT HT-29 - 1C50 - 12,2
NE Ultra-som Carum Carvi, 34,6 nm Huvec e HT-29 pg/mL KHATAMIAN
tween 20, tween PDI: 0,241 6,2,12,5,25e50 Huvec — IC50 - 50 et al. 2019.
80 (1:1). PZ: -- pg/mL pg/mL
Oleo de sucupira Tamanho: MTT
Homogeneizagio a (10%), span 80 > 150 nm HaCaT 7 PACHECO et
NE alta pressdo (1,4%), tween PDI: > 0,2 2 2250 pg/mL 1C50-20 g /ml al. 2019.
80(3,6%). PZ: --
Oleo de semente
de cominho e
6leo de milho .
(70:30) em Tam;glzlc;. 3&45 a MTT Nao foi detectada
Nanoemulsio por diferentes = 3T3 diminuigdo da FARSHI et al.
NE N . PDI: 0,156 a 0,450 C
homogeneizagio quantidades, P7: 355405 a 0,1, 1,10, 100 e 1000 viabilidade celular em 2019.
goma guar '3 6 S’iO 5’ pug/mL células saudaveis.
(0,2%) 7
WPI (10%)
Oleo de coco e MTT
Sleo essencial de Tamanho: 20,8 nm Vero HERTIANI et
NE Sonificagdo . PDI: 0,391 10,20,30,40 ¢ 50 IC50 35,9 pg/mL al. 2019.
massoia, tween
PZ: -- pg/mL

80 e PEG400,

55



Oleo de semente MTT
de cominho, 6leo Tamanho: MCEF-7 Naio foi detectada
NE Nanoemulsio por de milho, 155+ 8 nm 0.01.0.1.1.10. 100 diminui¢do da FARSHI et al.
ultra-som caseinato de PDI: 0,145 + 0,065 ’ ’l 0’0(’) ’ g/n;L viabilidade celular em 2017.
sodio (5%), goma | PZ:-40+ 0,3 mV H células saudaveis.
guar (0,2%)
Oleo de
Eucalipto. Tamanho: Ensaio MTT Nao foi detectada
NE Emulsificagdo sob globulus (5%), 75,57+5,85 nm PBMC diminuicdo da GODOI et al.
alta agitacéo monooleato de PDI: 0,22+0,04 0.1.02 ¢ 0.3% viabilidade celular em 2017.
sorbitano (2%), PZ:-9,42+1,15 > o células saudaveis.
tween 80 (2%).
Oleos de algas
Oleo de alga
marinha k-Car- MTT
brown (10%), Tamanho: Nao foi detectada
| tween80 3%), k- | 127420.1nm | NEK293, AGS, Hela, diminuicdo da SARAVANA
NE Homogeneizacdo . o . HT-29, T24 .
carragenina (1%) PDI: 0,216+0,05 50.100.250.500.750 e viabilidade celular em etal. 2019.
e agente PZ: -38,1+£0,15mV ’ 1 O’OO ’ g/mi células saudaveis.
antimicrobiano K
(0,04%).

NE — Nanoemulsdo; NLE — Transportadores lipidicos nanoestruturados; NC- Nanocapsula; NP — Nanoparticula; PDI — Indice de polidispersibilidade; PZ —
Potencial Zeta; Compritol 888 ATO - lipidios solidos; MTT - Brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2- il) -2, 5-difeniltetrazolio; SB - Sulforodamina B; WPI- Whey protein
isolate; Caco-2 - adenocarcinoma do c6lon humano; HepG2 — carcinoma hepatocelular humano; THLE2- células hepaticas humanas saudaveis; MCF-7 e A127 — células de

cancer de mama;

HFF, 3T3, HEK293, Vero — Linhagens de células saudaveis; A549 — células de cancer de pulmao;

HT-29 — células de cancer de cblon; HaCaT-

queratinocitos; AGS - adenocarcinoma gastrico; HelLa - cancer de colon humano; T24 cancer de bexiga humana; PBMC- Células mononucleares do sangue periférico,
Glioma C6 — Células de cancer no cérebro.
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O Quadro 1 apresenta as técnicas utilizadas para produ¢do das NPO, os tipos de
NPO formulados, assim como a composi¢do e caracterizagdo primaria (tamanho de
particula, indice de polidispersibilidade e potencial zeta) de cada NPO encontrada. Além
disso, também apresenta os ensaios de toxicidade realizados e os principais resultados
encontrados nos mesmos (dados que serdo discutidos nos proximos topicos deste trabalho).
Destaca-se que a maior parte dos estudos encontrados relatou a utilizacdo de nanoemulsodes

(78,6%), e os Oleos essenciais foram os mais utilizados nas formulagdes (71,4%).

2.1 METODOS UTILIZADOS PARA AVALIACAO DE TOXICIDADE DE
NANOPARTICULAS DE OLEOS

A avaliagdo da citotoxicidade pode ser realizada por meio de estudo com cultura
de células humanas ou animais (in vitro) e/ou estudos utilizando animais (in vivo). Nos
estudos in vitro, coloca-se a substancia investigada em contato com a cultura celular, e, a
partir dai, verifica-se possiveis alteragdes celulares. Este tipo de teste foi criado com o
intuito de substituir a utilizacdo de experimentos com animais (PRADO, 2012).

A maior parte dos estudos encontrados utilizou métodos in vitro (92,9%) (ensaios
MTT, Sulforodamina B ¢ Alamar Blue®), como demonstra a Figura 4. E importante
destacar que os ensaios do MTT e Alamar Blue® sdao baseados na capacidade metabolica
das células viaveis de tranformar um substrato em um produto mensuravel por
espectrofotometria. Entretanto, tais abordagens metodologicas sdo afetadas pela
proliferacao celular. Por exemplo, efeitos proliferativos e toxicos simultaneos podem
culminar em “nenhuma diferenga significativa” em comparagdo com as cé€lulas controle, o
que pode levar a conclusdes equivocadas. Testes de citotoxicidade adicionais, bem como
analises de microscopia, sdo altamente recomendados para auxiliar na obtencao de
conclusdes adequadas sobre a seguranca de NPO. Ainda em relagdo aos estudos
encontrados, um deles utilizou abordagens in vivo baseadas em modelo de camundongo,
embora também tenham sido realizadas analises in vitro (MTT). Nao foram encontrados

estudos baseados exclusivamente em testes in vivo.
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Figura 4 - Tipos de analise de toxicidade de NPO

: In vitro
In vitro

In vivo

EMTTm AB W 5FB

MTT: brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2- il) -2, 5-difeniltetrazélio, AB: Alamar Blue®, SB:
Sulforodamina B.

Além da avaliacdo em células saudaveis, no caso do 6leo essencial de orégano
(ALI et al., 2020), 6leo de buriti (REIS et al., 2020), 6leo essencial de Citrus aurantium L.
bloom (SHOORVARZI et al., 2020), 6leo de alga marinha marrom (SARAVANA et al,
2019), 6leo essencial de Carum Carvi (KHATAMIAN et al., 2019), oleo essencial de
cominho (FARSHI ef al., 2017) e 6leo de semente de roma (FERREIRA et al., 2016), os
autores também optaram por utilizar linhagens de células cancerigenas a fim de verificar se
os Oleos conduziam algum efeito nocivo a elas. Os resultados serdo melhor explicados no
proximo topico. Neste topico, sera abordado o principio dos métodos utilizados.

O principal método in vitro utilizado nos estudos foi o do brometo de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2- il) -2, 5-difeniltetrazélio (MTT) (ALI et al., 2020; AMIRI et al., 2020;
SHOORVARZI et al.,2020; KHATAMIAN et al., 2019; PACHECO et al.,, 2019; FARSHI
et al., 2019; HERTIANI et al., 2019; SARAVANA et al., 2019; FARSHI et al.,, 2017,
MARCHIORI et al., 2017; GODOI et al., 2017; FERREIRA et al., 2016). Células com
metabolismo normal, utilizam enzimas desidrogenases para reduzir este composto. O anel
tetrazolio do MTT ¢ clivado, levando a formacao de cristais formazan [(4, 5-dimetiltiazol-
2-il)-3, 5- difenilformazan]. Estes cristais, de cor roxa, sdo solubilizados e quantificados

por espectrofotometria (Figura 5). Este método indica se houve ou ndo dano na
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mitocondria das células (MOSMANN, 1983). E um dos métodos mais utilizados por ser

simples, barato e bastante tradicional.

Figura 5 - Esquema representativo do ensaio de redugdo do MTT
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e Br oy
N
s N - N N
= N®
S _—CH, ' @)\ T ‘g— CH,
- Mitrocondrial CH.
MTT CH, desidrogenase FORMAZAN )

Célula viavel

Fonte: autoria propria.

Outro método utilizado foi o ensaio de Alamar Blue® (VIEIRA et al., 2020). Ele

baseia-se na coloracao resazurina, que ¢ reduzida a forma fluorescente por células

metabolicamente ativas. O reagente muda de cor azul para vermelho e torna-se

fluorescente, de modo que pode-se verificar tanto a fluorescéncia (excitagcao 530-560nm e

emissao 590nm) quanto a absorbancia (570nm) para avaliagdao das células viaveis (Figura

6).

Figura 6 - Esquema representativo do ensaio de Alamar Blue®
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Fonte: adaptado de AbpBioSciences (2020).
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Um estudo (REIS et al., 2020) utilizou o ensaio Sulforodamina B. Este composto
¢ capaz de se ligar aos componentes proteicos das células fixadas por acido tricloroacético.
Neste ensaio, ¢ utilizado o corante rosa aminoxantina. Este corante possui grupos
sulfonicos, que se ligam aos aminoacidos das células fixadas, e a quantidade de corante
extraido da célula durante o ensaio é proporcional a quantidade de proteina celular
(SKEHAN et al., 1990), que pode ser conferida através da medida da absorbancia a 560nm
(Figura 7).

Figura 7 - Esquema representativo do ensaio de Sulforodamina B

~ O ", O

Sulforodamina B Célula viavel Absorbancia 560 nm

Fonte: adaptado de Cephamls (2021).

O estudo com nanoparticulas de o6leo essencial de Citrus aurantium L.
bloom (SHOORVARZI et al, 2020) utilizou concomitantemente os ensaios MTT e
incorporagdo do iodeto de propideo (IP). Este ultimo consiste em um composto que ¢
capaz de entrar nas células uma vez que haja alguma lesdo na membrana celular (Figura 8).
Quando isto ocorre, o IP intercala-se com o DNA, levando a morte das células (NAIME,
2017). A quantificagdo ¢ realizada através da leitura em fluorimetro com comprimento de
excitagdo de 535nm e emissdo 617nm. A utiliza¢do dos dois métodos em conjunto pode
ajudar a diferenciar se houve morte celular ou apenas diminuicdo do niimero de células
viaveis, o que auxilia no entendimento da possivel toxicidade causada. Além disso, a
utilizagdo de dois métodos com principios diferentes pode auxiliar na obtencdo de
resultados mais confiaveis, tendo em vista que todo método possui limitagdes. No entanto,
no caso do trabalho citado, a utilizacdo do ensaio de incorporagdo do IP foi realizada

apenas com o intuito de verificar morte celular de células cancerigenas.
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Destaca-se que, nos ensaios de viabilidade celular, a escolha das células
utilizadas ndo foi justificada nos estudos (Quadro 1). Quando o dleo utilizado nas
nanoparticulas apresenta potencial para propriedade anticancer, foram escolhidas células
cancerigenas para analise, mas ndo houve justificativa relacionada aos tipos especificos de

células escolhidos.

Figura 8 - Iodeto de propideo em células saudaveis e danificadas

. Célula viavel
Célula com danos

na membrana

celular
lodeto de Propideo

Fonte: adaptado de RndSystems (2021).

Além de ensaios de viabilidade celular, alguns trabalhos também avaliaram outros
efeitos: espécies intracelulares de oxigénio reativo (ERO), producdo de 6xido nitrico e
ensaio da glutationa (GSH) (REIS et al., 2020), ensaio de cometa (GODOI et al., 2017,
MARCHIERI et al, 2017), ensaio de proteina carbonil (VIEIRA et al, 2020;
MARCHIORI et al.,2020; AMIRI et al., 2020), avaliagdo de hemodlise (MARCHIORI et
al., 2017, FERREIRA et al, 2016), atividade catalase (FEREIRA et al.,2016) e
peroxidacdo lipidica (REIS et al.,2020; GODOI et al., 2017; MARCHIORI et al., 2017).

O ensaio de espécie intracelular de oxigénio reativo tem como objetivo verificar
espécies reativas de oxigénio no meio intracelular, e foi investigado para verificar
possiveis efeitos colaterais mais sutis, ndo identificados na andlise de viabilidade celular. A
produgdo de oxido nitrico (um radical livre reativo) ¢ um indicativo de processos fisicos
patologicos, e, por isso, também pode ser investigada para uma melhor compreensdo dos

efeitos nas células (REIS et al., 2020).
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O ensaio de proteina carbonil, também ¢ um marcador de dano oxidativo. Alguns
aminodcidos (prolina, arginina, lisina e treonina) podem sofrer oxidacdo da sua cadeia
lateral, formando os grupamentos carbonilicos. Além disso, estes grupamentos podem ser
incorporados as proteinas por meio de reagdes das cadeias laterais com produtos da
peroxidagdo lipidica (DALLE-DONNE et al., 2003).

A atividade catalase também ¢ uma analise relacionada com parametros de
oxidagdo. A catalase consiste em uma enzima de prote¢do antioxidante, que catalisa a
reacdo de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, € impede a reagao
em cascata que gera novos subprodutos das reacdes de oxidacdo (FERRO et al., 2010;
MARTINS; ENGLISH, 2014).

Ensaios de peroxidacdo lipidica foram feitos com maior frequéncia (28,5%) (REIS
et al.,, 2020; GODOI et al, 2017; MARCHIORI et al., 2017; FERREIRA et al., 2016),
provavelmente, devido a facilidade de Oleos sofrerem oxidagdo. Este método avalia a
reacdo entre o composto malondialdeido, produtos da oxidacdo lipidica e o dacido
tiobarbitrico. As substancias reativas do acido tiobarbitirico sdo produtos finais da
peroxidacdo lipidica, que indicam degradagdo dos lipidios. Espécies reativas de oxigénio
podem capturar elétrons dos lipidios nas membranas das células, o que acarreta em
prejuizos as células (REIS et al., 2020).

Ja o ensaio da glutationa foi realizado, pois o sistema antioxidante dependente de
glutationa (GSH), ¢ uma das formas de protecao do organismo contra danos causados por
oxidagdo, e ¢ uma defesa essencial das células contra espécies reativas de oxigénio. O
equilibrio entre GSH na forma reduzida e na forma oxidada pode ser indicativo de
toxicidade celular. As concentracdes celulares de GSH sao reduzidas de maneira brusca
como resposta a patologias e danos oxidativos (GRIFFITH, 1999; REIS et al., 2020).

O ensaio de cometa, também conhecido como eletroforese celular em microgel,
detecta lesdes no DNA das células. Quando ocorre lesdo, a morfologia das células,
conferida por microscopio, assemelha-se a um cometa, pois ocorre lise de membranas
celulares, seguida pela inducdo da migragdo eletroforética do DNA liberado no gel de
agarose (BRIANEZI et al., 2009).

A hemodlise consiste no rompimento da membrana plasmatica levando a
destruicdo das hemadcias, liberando hemoglobina. Dessa forma, a avaliagdo da atividade de

hemolise, ¢ também um indicador de toxicidade (SCHICK; SRIKANTH, 2019).
62



Além das técnicas in vitro, foi encontrado um unico trabalho que realizou técnicas
in vitro (ensaio MTT) e in vivo em sua investigagdo (SHOORVARZI et al., 2020).

Shoorvarzi et al. (2020) utilizaram 15 camundongos balb c¢ fémeas (20 g),
mantidos em gaiola com controle de umidade, temperatura e luz, ¢ dividiram-nas em 3
grupos. O grupo controle recebeu apenas agua destilada, enquanto os outros receberam
diariamente doses das nanoemulsdes de 6leo essencial de Citrus aurantium L. bloom por
30 dias. Ao final, os camundongos foram sacrificados e o figado, rim e parte do jejuno
foram preparados para analise histopatoldgica, amostragem de bidpsia e coloragdo de
tecido. Foi realizada anélise do perfil de expressdo génica das biopsias hepaticas e também

analise de peroxidacdo lipidica.

2.2 EFEITOS DAS NANOPARTICULAS DE OLEOS NOS ENSAIOS DE
TOXICIDADE

Ali et al. (2020), produziram nanocépsulas e nanoemulsdes de 6leo essencial de
orégano e avaliaram a seu efeito em células hepaticas humanas saudaveis (THLE2) e em
células de cancer de figado (Hep G2) através do ensaio MTT. As nanocapsulas
apresentaram maior atividade inibidora do crescimento das células cancerigenas, com 1Csg
de 40,95 ug/mL, enquanto as nanoemulsdes apresentaram menor inibi¢ao, com ICso de
54,93 pg / mL. O ICso foi menor para as células cancerigenas do que para células
saudaveis, o que os autores interpretaram como indicagdo de um efeito seletivo do dleo
essencial de orégano. Para as células saudaveis, o ICso das nanocapsulas foi de 287,6 e para
nanoemulsodes 401,1 pg / mL. As nanocéapsulas apresentaram maior teor dos componentes
fenodlicos timol e carvacrol, sendo esse fator associado com a diferenca de citotoxicidade.

Oleo de semente de romd foi encapsulado pela técnica de emulsificagdo
espontanea por Ferreira et al. (2016), e os autores avaliaram seu efeito em células
mononucleares (MTT). Todas as concentragdes testadas apresentaram aumento da
viabilidade celular, quando comparadas com o controle. Além disso, foram realizados os
ensaios de cometa, atividade -catalase, atividade hemolitica, proteina carbonil e
peroxidagdo lipidica, que ndo indicaram danos ao DNA nem danos oxidativos. Apenas a
concentracdo de 0,5 mg/mL apresentou hemolise significativa e, ainda assim, na forma de
nanoemulsdes apresentou menor efeito hemolitico do que o 6leo de semente de roma na

forma livre (28,33 £ 0,73% para nanoemulsdes contra 89,57 + 0,25% na forma livre). Em
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células cancerigenas, houve inibi¢ao de cerca de 40% da viabilidade celular, indicando que
as nanoemulsdes apresentavam, também, efeito seletivo contra as células cancerigenas
estudadas.

No trabalho de Reis e colaboradores (2020), que produziram nanoemulsdes e
transportadores lipidicos nanoestruturados com o6leo de buriti, foi avaliada citotoxicidade
pelo ensaio de Sulforodamina B em células Caco2 (adenocarcinoma do célon humano) e
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). As amostras ndo diminuiram a viabilidade
celular em nenhuma das cé€lulas. Além disso, os autores apontaram que 0s compostos
bioativos do 6leo de buriti estavam, provavelmente, atuando como antioxidantes, uma vez
que nao foi detectado consumo de glutationa nas células.

Godoi et al. (2017) formularam nanoemulsdes de 6leo essencial de Eucalyptus
globulus e avaliaram a toxicidade em células mononucleares do sangue periférico. No
ensaio de viabilidade celular (MTT), ndo foi detectado efeito citotoxico, nem na forma
livre, e nem na forma de nanoemulsdo. Ja no ensaio de peroxidagao lipidica, os resultados
mostraram que, conforme a concentracdo aumentava, a producao de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico diminuia, o que indica um efeito protetor da forma nanoemulsionada.
A forma nano também ndo apresentou danos ao DNA (ensaio do cometa). Entretanto, foi
detectada hemolise na concentracdo a partir de 0,2%. Isto ocorreu tanto na forma de
nanoemulsdo quanto na forma de o6leo livre, o que indica que esse damo nao esta associada
a reducao do tamanho de particula. Como resultado final, tem-se que nanoemulsdes deste
6leo, em concentracao de 0,1% foram seguras nas células testadas.

Suspensdes de nanocépsulas com 6leo de roma como nucleo foram desenvolvidas
para encapsulagdo de sibilina, um flavonoide isolado de sementes e frutos da planta
Silybum marianum. Neste estudo, a avaliagdao de citotoxicidade in vitro (MTT) mostrou
que a forma nanoencapsulada teve viabilidade celular de 100%, enquanto a forma livre,
tanto do 6leo, quanto da sibilina, apresentaram reducao de 30% da viabilidade celular nas
concentragoes de 145 e 724 pg/mL (6leo livre) e 50 uM (sibilina). Na avaliacdo de
peroxidagdo lipidica, foi detectado que o 6leo na forma livre apresentou maior oxidagao
quando comparado a forma nanoencapsulada (MARCHIORI et al., 2017).

Saravana et al. (2019) produziram nanoemulsdo a base de k-carragenina no
encapsulamento de 6leo de alga marinha marrom. Foi verificado que quanto menor o

tamanho de goticula, melhor a estabilidade oxidativa, digestdo in vitro (avaliada utilizando
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fluido de saliva simulada, fluido gastrico simulado e fluido de intestino delgado) e
bioacessibilidade de fucoxantina (composto de interesse). A avaliacdo de viabilidade
celular (MTT) ndo detectou efeito em células saudaveis (HEK293). Em células
cancerigenas (AGS — adenocarcinoma géstrico, HT-29 (cancer de colon humano), T24
(cancer de bexiga humana) e HeLa (cancer de colo no utero)), na menor concentragdo (50
pg/mL) nao houve efeito, porém, nas demais concentragdes, houve diminui¢do da
viabilidade celular, o que, segundo os autores, indica um potencial para uso em alimentos
funcionais.

No estudo de producdo de nanoemulsdes de 6leo essencial de Carum carvi
(KHATAMIAN et al, 2019), quanto maior a concentracdo das nanoemulsdes, maior a
inibicao celular (MTT) em células de cancer de colon humano (HT-29), e ndo houve efeito
colateral indesejavel. O valor de ICso foi de 12,5 ug/mL para as células cancerigenas e 50
pg/mL para células normais (Huvec). Neste estudo, também foi avaliado o estado de
apoptose, onde a expressao do gene cas-3 (gene apoptotico mais conhecido) foi
considerada para conferir a morte apoptotica. Os resultados mostraram um aumento da
expressao deste gene, indicando que as nanoemulsdes desenvolvidas induziam via de
apoptose em células cancerigenas.

Shoorvarzi et al. (2020) sintetizaram nanoemulsoes de 6leo essencial de Citrus
aurantium L. bloom e conduziram ensaios de toxicidade in vitro (MTT) e in vivo. A
apoptose foi conferida por meio da expressio do gene cas-3, e as nanoemulsoes
desencadearam morte apoptotica em células de cancer de pulmao (A549). Houve uma
relagdo entre o aumento da concentracao e a diminui¢cdo da viabilidade celular tanto para
células cancerigenas (A549) quanto para células normais (HFF). Entretanto, esta
associagdo foi muito mais leve para células normais. Os autores sugerem que sejam
realizados mais estudos em diferentes tipos de células, tanto normais, quanto cancerigenas.
J& no estudo in vivo, os resultados negaram qualquer efeito nocivo causado pelas
nanoemulsdes, e demonstraram que estas reduziram significativamente a peroxidagdo
lipidica no figado dos ratos.

No trabalho de Hertiani ef al. (2019), foi avaliada a toxicidade através do ensaio
MTT de 6leo essencial de casca de massoia (Massoia aromatica Becc., Lauraceae) em
células Vero, e verificado que a forma nanoemulsionada levou a maior diminui¢do da

viabilidade celular, quando comparada com o 6leo livre, com ICso de 35,9 mg/mL para a
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nanoemulsdo contra 107,5 mg/mL na forma livre, fato que foi atribuido, justamente, a
diminui¢do do tamanho das particulas. Neste trabalho, ndo houve vantagem na utiliza¢ao
do 6leo na forma nano.

O estudo de Amiri et al. (2020) foi o tUnico que realizou aplicagdo das
nanoparticulas produzidas em produto alimenticio. Foram produzidas nanocapsulas de 6leo
essencial de cominho pelo método de gelificagdo idnica, e, apoOs verificarem maior
viabilidade celular (MTT) com o 6leo encapsulado do que com o 6leo livre, além de terem
conferido efeito na preveng¢do de tumores de mama e cérebro (na maior concentracao
testada), os autores fizeram aplicagdo destas nanoparticulas em maionese. Na maionese, as
nanoemulsdes reduziram significativamente o valor de peroxidase e acido tiobarbitarico
durante o armazenamento, demonstrando um bom efeito conservante. Destaca-se que nao
foi realizado ensaio de viabilidade celular apds a aplicagdo no produto alimenticio.

Percebe-se que, de modo geral, os resultados sdo promissores. Além da seguranga
evidenciada, em alguma concentragdo, na maior parte dos estudos (92,9%), diversas
nanoparticulas elaboradas apresentaram algum efeito protetor (57,1%), especialmente com

propriedades anticancer e antioxidantes. (Figura 9).

Figura 9 - Efeitos protetores encontrados nos testes
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Orgios representam as células cancerigenas afetadas pelas nanoparticulas. Dados: Reis ef al.
(2020), Marchiori et al. (2020), Ali ez al. (2020), Amiri et al. (2020), Shoorvarzi et al. (2020), Saravana et al.
(2020), Khatamian et al. (2019), Farshi et al. (2019), Godoi et al. (2017), Farshi et al. (2017), Ferreira et al.
(2016). Fonte: autoria propria.
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2.3 FATORES ASSOCIADOS A TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS EM
CELULAS NORMAIS E CANCERIGENAS

Dentre os seis trabalhos que detectaram alguma alteragdo na viabilidade celular de
células saudaveis, (ALI et al., 2020; SHOORVARZI et al., 2020; KHATAMIAN et al.,
2019; PACHECO et al., 2019; GODOI et al., 2017, HERTIANI et al., 2019), quatro deles
apresentaram nanoparticulas com tamanhos bastante reduzidos (menores que 100 nm).
Apenas no trabalho de Pacheco e colaboradores (2019) nanocapsulas de 6leo de sucupira
de tamanho superior a 150 nm apresentaram diminui¢ao da viabilidade celular de células
saudaveis (ICso 20 pg / ml).

Marchiori et al. (2017) mostraram que a forma nano do 6leo de roma nao afetou
negativamente a viabilidade celular de células saudaveis e apresentou efeito protetor contra
danos oxidativos. O tamanho das particulas também foi destacado por Saravana et al.
(2019) como um fator que influencia em diversos parametros. Os autores encontraram
melhores resultados de estabilidade oxidativa, digestibilidade in vitro e bioacessibilidade
quando os tamanhos de particula eram menores. Mas, dependendo da técnica, composigdes
e oleo utilizado, € possivel que a diminuigdo do material aumente a toxicidade, justamente
por aumentar a bioacessibilidade, como ocorreu no trabalho de Hertiani et al.(2019), em
que a forma nanoemulsionada de 6leo de massioa levou a diminui¢ao da viabiliade celular
em células saudaveis, superior a do oleo livre. Dessa forma, pode-se verificar que a
toxicidade ndo depende apenas do tamanho das particulas, mas também da técnica
utilizada na formulagdo, do tipo de nanoparticula e oleo encapsulado, ¢ dos demais
componentes do nanomaterial, como material de parede e emulsificantes.

No trabalho de Ali et al. (2019), por exemplo, em que foram produzidas
nanocapsulas e nanoemulsoes, o tipo de nanoparticula produzido interferiu na quantidade
dos compostos volateis, o que acabou levando também a diferengas no efeito encontrado
nas células. Uma caracterizagdo completa dos nanomateriais pode auxiliar na compreensao
dos diferentes resultados.

Além do tamanho, o potencial zeta também ¢ apontado como um pardmetro que
pode afetar a toxicidade de nanomateriais. Ele mede a carga elétrica global da superficie
das particulas, e esta carga pode influenciar na interagdo com componentes do trato
gastrointestinal, capacidade de penetrar barreiras bioldgicas e também estado de agregacao

(McCLEMENTS, 2017). Entretanto, apenas um dos trabalhos que apresentou diminui¢ao
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da viabilidade em células saudaveis (SHOORVARZI et al., 2020) realizou esta analise, o
que impossibilita uma comparagdo de dados para que se estabelega alguma relagao.

No que diz respeito aos emulsificantes utilizados, percebe-se que todos os
trabalhos optaram pela utilizagdo de emulsificante sintético, com destaque para o Tween
80, utilizado em 57% dos trabalhos analisados. Outros emulsificantes encontrados foram
Tween 20 (14%) e Tween 60 (7%). Destaca-se que um dos trabalhos utilizou
concomitantemente o emulsificante Span 80 e Tween 80 e outro Tween 20 e Tween 80.
Tendo em vista que estes emulsificantes sdo todos semelhantes, ndo-i6nicos e sintéticos, e
que ndo foi encontrado nenhum emulsificante de origem natural ou que influenciasse na
carga elétrica superficial das particulas, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre o
emulsificante utilizado e seu efeito nas células.

Goma guar (2), etilcelulose (1), alginato de sédio (1), caseinato de sodio (1) ,
quitosana (1) e k-carragenina (1) foram os materiais de parede encontrados. Dentre eles,
apenas o trabalho que utilizou alginato de sddio apresentou diminuicdo da viabilidade
celular em células saudaveis, no nanoencapsulamento de oOleo essencial de orégano
(Quadrol). Entretanto, neste trabalho, foram produzidos dois tipos de nanoparticulas:
nanoemulsdes (sem material de parede) e nanocapsulas (com material de parede). As
nanocapsulas apresentaram maior inibi¢ao de células saudaveis, mas que nao foi atribuida
a presenca do material de parede e sim a quantidade de compostos volateis carvacrol e

timol, que foram superiores nas nanocapsulas.

2.4 LACUNAS E ASPECTOS REGULATORIOS

Dentre as lacunas encontradas, percebe-se que raramente foram encontrados
estudos in vivo. Estes sdo mais caros, demorados e levam em conta questdes éticas, devido
ao uso de animais, o que pode justificar a maior quantidade de estudos in vitro encontrada
nesta revisdo. Entretanto, ¢ preciso destacar que estudos in vitro sao mais limitados,
quando comparados aos estudos in vivo, pois ndo consideram o potencial de
biotransformac¢do de compostos padrao em metabdlitos (que podem ndo ter efeitos
biologicos ou apresentar alta toxicidade), efeitos hormonais, interagdes e diversidade de
tipos de células, nem a toxicidade crdnica, sendo esta ultima de grande importancia na area
de alimentos. Concentragdes baixas de nanoparticulas, que podem ndo apresentar

toxicidade aguda, ao serem consumidas por periodos prolongados, podem ocasionar
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prejuizos a sauide (McCLEMENTS, 2017). A biodisponibilidade de compostos presentes
em NPO pode apresentar diferencas significativas dependendo da abordagem
experimental; efeitos observados em condigdes in vitro podem estar ausentes em condicdes
in vivo devido a baixa biodisponibilidade de problemas farmacocinéticos.

Além disso, também hé necessidade de verificar a interacdo das nanoparticulas
com a matriz alimentar em que estardo em contato, e também o monitoramento de
mudancgas na composi¢do, estrutura e tamanho que podem ocorrer em diferentes regioes do
trato gastrointestinal (AMIRI et al., 2020; McCLEMENTS;XIAO, 2017; McCLEMENTS,
2013), pois estes fatores podem afetar a toxicidade.

Destaca-se também que, dentre os 14 estudos encontrados, 10 realizaram analises
de o6leos essenciais, possivelmente por conta das propriedades terapéuticas frequentemente
associadas aos mesmos. Quando ocorre toxicidade contra c€lulas cancerigenas, mas nao
contra células saudaveis, isto indica um efeito seletivo. Dessa forma, a avaliagdo da
toxicidade pode ser realizada com o intuito de auxiliar na comprovacao desta propriedade
dos 6leos essenciais, o que justifica 0 maior nimero de estudos realizados neste tipo de
0leo. Ja em oléos vegetais, percebe-se uma lacuna, pois foram encontrados apenas 3
estudos com essa avaliacao.

A falta de conhecimento sobre os riscos a saide da nanotecnologia aplicada a
alimentos, dificulta a criagdo de uma regulamentacdo eficiente para produtos que a
utilizam (ASHRAF et al., 2021). Atualmente, ainda ndo existe uma regulamentagdo, mas
alguns paises ja possuem recomendacdes ou legislagdes. Na Unido Europeia, todos os
produtos que contenham nanomateriais como ingredientes devem explicitar isto no rétulo
(AMENTA et al. 2015). A FDA (Food and Drug Administration) recomenda avaliacao
preliminar de seguranga (TYLER, 2012). Orgdos de diversos paises, como Australia e
Nova Zelandia, participam frequentemente de discussdes acerca de uma regulamentacao
apropriada para nanoalimentos. Ashraf et al (2021) realizaram um trabalho de revisao
sobre nanotecnologia agroalimentar, e concluiram que o papel de pesquisadores e
cientistas, assim como de 6rgdos governamentais e industria, ¢ essencial para viabilizar

aplicacdes seguras e inovadoras da nanotecnologia em alimentos.
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2.5 TENDENCIAS MERCADOLOGICAS

A fim de avaliar as tendéncias mercadoldgicas, a base de dados Espacenet®
(European Patent Olffice) foi utilizada para verificar se ja existem patentes relacionadas ao
tema, e quais 6leos vém sendo utilizados. A busca foi realizada em fevereiro de 2021.

O sistema de patentes consiste em uma troca entre o Estado e o inventor, em que o
autor da tecnologia apresenta sua inven¢ao a sociedade e, em troca, o Estado lhe concede
um direito de exclusividade temporario. Dessa forma, a avaliagdo das patentes e seu
respectivo crescimento sobre algum tema especifico pode ajudar a elucidar o potencial de
desenvolvimento e as tendéncias mercadologicas de determinado assunto.

A estratégia de busca consistiu na utilizacdo das palavras-chave nano* e o0i/ no
titulo, associadas ao codigo CPI (Classifica¢do Internacional de Patentes) A23 (referente a
“alimentos e seu tratamento’’). Foram encontrados 97 documentos de patentes depositados.
Nota-se que, a partir de 2010, o crescimento ficou mais constante, ¢ a linha de tendéncia
(Figura 10) demonstra que os investimentos para desenvolver NPO tém aumentado, o que

se reflete diretamente no aumento do nimero de patentes.

Figura 10 - Evolucdo anual de patentes sobre nanoparticulas de oOleos graxos e essenciais

encontradas na base de dados Espacenet®
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Fonte: autoria propria.

Dentre os documentos encontrados, 33% utilizaram 6leos essenciais, 16,5% o6leos

vegetais, 12,4% oleos animais, 9,3% oOleos de algas e 28,8% ndo especificaram o 0Oleo
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utilizado. Semelhante aos estudos cientificos, que trabalharam, em sua maioria, com 6leos
essenciais, percebe-se que este tipo de 6leo também detém a maior parte das patentes. A
Figura 11 mostra alguns dos 6leos mais encontrados nos documentos.

Dentre os 6leos encontrados nos documentos de patentes, foram encontradas
analises de toxicidade apenas sobre os d0leos essenciais de orégano e laranja.

Figura 11 - Tipos de 6leos encontrados nos documentos de patentes (Espacenet®)

Oleos essenciais ™ Oleos vegetais ® Outros

Fonte: autoria propria.

4 CONCLUSAO

Constatou-se que os estudos sobre toxicidade de NPO sdo escassos na literatura, e
insuficientes para uma conclusio sobre a seguran¢a das mesmas. As avaliagdes em células
detectaram atividade contra células cancerigenas para os 6leo de alga marinha marrom e
roma e Oleos essenciais de orégano, Citrus aurantium L. bloom e Carum carvi, e efeito
protetor contra danos oxidativos nas nanoparticulas de oOleos essenciais de orégano,
eucalipto globulus e cominho e 6leos de buriti, alga marinha marrom e roma. Destaca-se
que o elevado nimero patentes sobre o tema, demonstra que, provavelmente estas NPO
passem a ser utilizadas em produtos e comercializadas, reforcando a importancia de um
maior conhecimento sobre sua toxicidade. Percebe-se a necessidade de mais estudos
relacionados a dleos vegetais, para que seja possivel elaborar uma regulamentagdo que

auxilie no aproveitamento desta tecnologia inovadora de forma segura.
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Artigo experimental:

Estabilidade e citotoxicidade de nanoparticulas de 6leo de palma bruto.
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RESUMO

O o6leo de palma bruto (OPB) apresenta alto conteido de carotenoides, pigmentos naturais
que podem ser degradados nas condi¢des usuais de processamento de alimentos. A
formulacdo de nanoparticulas de OPB (NP-OPB) ¢ uma alternativa para aumentar sua
estabilidade fisico-quimica e aplicabilidade, mas a seguranca dessas particulas em tamanho
reduzido ainda ndo foi estudada. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi preparar e
caracterizar NP-OPB utilizando farinha de albedo do maracujd (FAM) como encapsulante
e lecitina de soja como emulsificante, e avaliar sua estabilidade (tamanho de particula,
indice de polidispersibilidade (PDI), potencial zeta (PZ), pH e cor) e citotoxicidade. As
NP-OPB foram produzidas através da técnica de homogeneizacao e caracterizadas quanto
a morfologia, tamanho de particula, PDI, PZ, pH, cor e carotenoides totais. Os parametros
de tamanho, PDI, PZ, pH e cor foram avaliados quinzenalmente (60 dias/4 + 2°C), e sua
citotoxicidade foi verificada através dos ensaios do brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2- il) -
2, S-difeniltetrazolio (MTT) e incorporacdo do iodeto de propideo (IP) em células
imortalizadas do hipocampo de camundongos (HT22). As NP-OPB apresentaram
morfologia esférica, tamanho inicial médio de 232,17 £+ 0,84 nm, PDI de 0,25 £ 0,01 e PZ
de -43,67 = 3,16 mV, ou seja, apresentaram tamanho nanométrico, boa uniformidade e
estabilidade. Estes parametros mantiveram-se estaveis ao longo do armazenamento. Além
disso, apresentaram pH de 5,04 + 0,02, tendéncia ao amarelo e foram capazes de reter
55,85% dos carotenoides presentes no 6leo livre. Com o armazenamento, houve perda da
pigmenta¢ao amarela e diminuicao do pH para 4,3 + 0,01. No ensaio MTT, as NP-OPB
ndo afetaram a viabilidade celular da linhagem HT22 em nenhuma concentracdo testada
(2,5 x 10° mg/mL a 2,5 x 10" mg/mL), porém, o ensaio IP detectou citotoxicidade na
maior concentra¢do (2,5 x 107! mg/mL). Dessa forma, concentragdes < 2,5 x 10 mg/mL
foram consideradas seguras para as células HT22. Os resultados evidenciaram que a
combinacao da técnica, concentracdo do OPB, material de parede (FAM) e emulsificante
(lecitina de soja) foram capazes de produzir NP-OPB de tamanho adequado, estaveis nas
condi¢des avaliadas, seguras para as células testadas em concentragdes < 2,5 x 102 mg/mL
e com potencial para aplicagdo como corante natural em alimentos, especialmente aqueles
que tenham pH proximo a faixa em que as NP-OPB permaneceram durante o
armazenamento.

Palavras-chave: nanotecnologia; Elaeis guineenses, Passiflora edulis, lecitina de loja;
tween; toxicidade.
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ABSTRACT

Crude palm oil (CPO) has a high content of carotenoids, natural pigments which can be
degraded under the usual processing food conditions. The formulation of CPO
nanoparticles (CPO-NP) is an alternative to increase their stability and applicability, but
the safety of these particles in reduced size has not been studied yet. This research aimed to
prepare and characterize CPO-NP using passion fruit albedo flour (PAF) as an encapsulant
and soy lecithin as an emulsifier, and to evaluate their stability (size, polydispersity index
(PDI), zeta potential (ZP), pH and color) and cytotoxicity. CPO-NP were produced using
the homogenization technique and characterized in terms of morphology, particle size,
PDI, ZP pH, color, and total carotenoids. The size parameters, PDI, PZ, pH, and color were
evaluated every two weeks (60 days/4 + 2°C), and their cytotoxicity was verified through
the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and propidium
iodide incorporation (IP) assays in immortalized hippocampus cells of mice (HT22). The
CPO-NP showed spherical morphology, average initial size of 232.17 + 0.84 nm, PDI of
0.25 + 0.01, and PZ of -43.67 + 3.16 mV, which means, they presented nanometric size,
good uniformity, and stability. These parameters remained stable throughout storage. Also,
they had a pH of 5.04 + 0.02, a tendency to yellow, and were able to retain 55.85% of the
carotenoids present in the free oil. With storage, there was a loss of yellow pigmentation
and a decrease in pH to 4.3 £ 0.01. In the MTT assay, CPO-NP did not affect cell viability
of the HT22 cells at any concentration tested (2.5 x 10°® mg/mL to 2.5 x 10" mg/mL),
however, the IP assay detected cytotoxicity in the highest concentration (2.5 x 10!
mg/mL). Thus, concentrations < 2.5 x 10 mg/mL were considered safe for HT22 cells.
The results showed that the combination of the technique, CPO concentration, wall
material (PAF), and emulsifier (soy lecithin) was able to produce CPO-NP of adequate
size, stable in the evaluated conditions, safe for the cells tested in concentrations < 2.5 x
102 mg/mL and with high potential for food application, as a natural dye, especially those
that have a pH value close to the range in which the CPO-NP remained stable.

Keywords: nanotechnology; Elaeis guineenses; Passiflora edulis;, soy lecithin; tween;

toxicity.
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1 INTRODUCAO

O ¢6leo de palma bruto (OPB) ¢ o 6leo mais produzido no mundo e destina-se,
majoritariamente, ao setor alimenticio. O mesmo possui alto teor carotenoides, pigmentos
naturais responsaveis pela sua coloragdo amarelo alaranjada, sendo o [-caroteno o
componente majoritario (CODEX, 2019; RICAURTE et a/, 2016).

A adicao de corantes ¢ frequentemente utilizada na industria alimenticia, com o
intuito de melhorar a aparéncia dos produtos e atrair o consumidor. Entretanto, pigmentos
naturais, como ¢ o caso dos carotenoides, apresentam baixa estabilidade frente a exposicao
ao oxigénio, luz e alta temperatura, o que dificulta sua aplicagdo em alimentos
industrializados. Tecnologias que ajudem na preservagdao de dleos podem ser utilizadas
com o objetivo de expandir a aplicabilidade destas matérias-primas. O
nanoencapsulamento pode ser uma boa estratégia para aumentar a estabilidade de o6leos
vegetais (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Em muitos casos, o nanoencapsulamento comeca com a producao de
nanoemulsodes, que sdo sistemas formados por uma fase oleosa e outra aquosa, as quais sao
misturadas com auxilio de um emulsificante (FERREIRA; NUNES, 2019). Quando o
encapsulamento ¢ realizado através da nanoemulsificacdo, a escolha do material de parede
e do emulsificante pode ser determinante para a producdo de nanoparticulas estaveis.

A procura por polimeros biodegradaveis adequados para processo de
nanoencapsulamento ¢ frequente, tendo em vista a preocupagdo com aspectos sustentaveis
no desenvolvimento de novas tecnologias. A utilizacdo de residuos da industria pode ser
uma alternativa para transformar esses materiais normalmente descartados em ingredientes
de novos produtos.

Nesse contexto, destaca-se o albedo do maracuja como uma boa op¢do de material
de parede em processos de encapsulamento. A industrializagdo do maracuja gera alto teor
de residuo (aproximadamente 60% do fruto) (FAO, 2015), dentre eles, o mesocarpo do
maracuja, que ¢ rico em pectina, o que demonstra bom potencial como material de parede.
Bezerra et al (2019) utilizaram a farinha do albedo do maracuja no nanoencapsulamento de
B-caroteno extraido da microalga Spirulina sp. LEB 18, obtendo particulas de tamanho
entre 82,29 + 0,51 e 86,83 = 0,50 nm, e concluindo que este material tem um bom
potencial para aplicagdo em processos de nanoencapsulamento.

Embora o OPB e a farinha do albedo do maracuja sejam frequentemente utilizados

em alimentos, a seguranga em relacdo as suas particulas em tamanho nanométrico ainda
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ndo foi estabelecida. A diminuicdo de tamanho pode levar a propriedades particulares, nao
encontradas em tamanho maior. Efeitos nocivos, como disbiose, citotoxicidade e
genotoxicidade ja foram relatados em nanoparticulas de diferentes materiais (ASHRAF et
al., 2021). Entretanto, ha poucos estudos que investigam a toxicidade de nanoparticulas de
6leos, em especial dleos vegetais. Para este tipo de investigacao, culturas de células podem
ser utilizadas a fim de verificar alteragdes celulares apdés o contato da substancia
investigada com as células, revelando possiveis efeitos toxicos.

Com base no exposto, este trabalho buscou utilizar um 6leo rico em bioativos e
pouco explorado na sua forma bruta (6leo de palma bruto), associado a um residuo
agroindustrial de baixo custo como material de parede para a producao de nanoparticulas
(farinha do albedo do maracuja), e avaliar a citotoxicidade das NP produzidas, sendo este o

primeiro trabalho a realizar a avaliacdo do efeito das NP-OPB em células.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARO DA FARINHA DO ALBEDO DO MARACUJA

Seguiu 0 método de Oliveira et al. (2016), com adaptagdes. Os maracujas-amarelos
foram adquiridos no comércio local, descascados, higienizados em agua corrente e o
albedo foi cortado em pedacos de aproximadamente 1cm. Estes pedacos foram colocados
em estufa com circulagdo de ar (DeLeo, Brasil) no Laboratorio de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina, a 50°C por 8h, para secagem. Em seguida, foram triturados em liquidificador e
peneirados (malha de 0,55 mm) para obten¢do da farinha. O preparo das nanoparticulas
(item 2.2) foi realizado imediatamente apos o preparo da farinha. A farinha foi armazenada

em recipiente com tampa em temperatura ambiente.

2.2 PREPARO DAS NP-OPB

O preparo das NP-OPB foi realizado no Laboratério de Oleos e Gorduras do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina, e seguiu o método proposto por Campo et al. (2017), com modificagdes: a fase
organica (OPB/Agropalma (0,25 g), solvente (acetona p.a. 50 mL) e lecitina de soja
(Cargill - 0,2 g) foi submetida a agitacdo magnética na velocidade 3 do agitador magnético
DI-03 (Dist), por 15 minutos. Esta fase foi adicionada a fase aquosa (farinha do albedo do
maracuja (0,5 g) e agua destilada (100 mL) lentamente (gotejamento), em agitagdo

constante (Ultra-Turrax) de 5000 rpm, por 20 minutos. Em seguida, a solugdo foi
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transferida para o rotaevaporador com banho maria em 35 °C para eliminagdo do solvente.

O esquema da metodologia estd apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Esquema da metodologia utilizada para o preparo das nanoparticulas
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Fonte: Autoria propria.

2.3 CARACTERIZACAO INICIAL DAS NP-OPB

As amostras foram caracterizadas quanto a morfologia, tamanho de particula,
indice de polidispersibilidade, potencial zeta, pH, cor e carotenoides totais imediatamente
apos o preparo. Em seguida, foram armazenadas em frasco de vidro ambar a temperatura

de refrigeracao (4°C + 2°C) para avaliagao da estabilidade.

2.3.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As NP-OPB foram colocadas em uma grade (filmes de suporte de carbono
Formvar, 200 mesh) por 1 min. Em seguida, uma gota de solucdo de acido fosfotingstico a
1% também foi aplicada por 30 segundos. A grade foi colocada sob o microscopio
eletronico de transmissao operado a 80 kV com ampliacdo média de 80.000 vezes ¢ escala

de 0,2 e de 1 pm (adaptado de Campo et al., 2017).

2.3.2 Tamanho de particula, indice de polidispersibilidade e potencial zeta
As amostras foram diluidas em 4agua ultra pura para a concentragado final de 1/10
(v/v) (25°C) e os parametros foram determinados através do equipamento ZetaSizer®

Nano ZS (Malvern) no Laboratério Interdisciplinar para o Desenvolvimento de
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Nanoestruturas (LINDEN) do Departamento de Engenharia Quimica ¢ de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (JIMENEZ et al., 2018).

2.3.3 pH
O pH foi mensurado a 25 °C usando um pHMetro W3B (BEL Engineering). A
analise foi realizada no Laboratorio de Oleos ¢ Gorduras do Departamento de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

2.3.4 Cor

A determinacdo da cor foi realizada no Laboratério de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina. As amostras foram colocadas em colorimetro CR-400 (Minolta, Osaka, Japan)

com iluminante Des, angulo de observacao de 2° e foi utilizada a escala CIELab, sendo

(ANDREU-SEVILLA et al., 2008):

o[* a luminosidade, variando de 0 (preto) a 100 (branco);
ea* intensidade de vermelho, variando de verde a vermelho (-a/+a);
ob* intensidade de amarelo, variando de azul a amarelo (-b/+b);

O valor de AE, que representa a diferenca entre duas cores, foi calculado através
da Equacao 1 (MUTLU-SAGESEN et al.,2005). As NP-OPB no tempo 0 foram
consideradas como padrao.

AE = (L1—L2)2 + (al — a2)? + (b1 — b2)? (1)

2.3.5 Carotenoides totais

As analises foram realizadas no Laboratério de Oleos e Gorduras do departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina. Para a
quantificagdo dos carotenoides totais das NP-OPB, foi seguido o método de YI et al.
(2014), com adaptacdes. Para extracao dos carotenoides, as amostras foram diluidas em
hexano e metanol na propor¢do 2:2:1 (v/v), respectivamente, e colocadas em centrifuga
(80- 2B, Daiki) por 10 min a 4000 rpm. As extracdes foram repetidas exaustivamente até
que a amostra ficasse incolor. Os extratos foram acondicionados em placa de petri
previamente pesada e colocados em estufa (35 °C) para completa evaporagdo dos
solventes. Apos, os extratos foram diluidos em éter de petroleo e transferidos para baldo

volumétrico (10 mL), para realizagdo da leitura da absorbancia em espectrofotometro
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UV/Vis (Spectro S-2000, Bel Engineering— Sao Paulo/BR) no comprimento de onda
maximo de absorc¢ao do B-caroteno (450 nm).

A quantificagdo de carotenoides totais do 6leo livre foi feita com 0,04 g do 6leo
de palma bruto diluido em éter de petréleo, e leitura da absorbancia nas mesmas condig¢des
das NP-OPB.

O total de carotenoides em pg.g™! foi calculado através da Equagdo (2).

Abs.Vol10*
CT (ng/e) =z 2)
LEme "
Sendo:

CT = Carotenoides totais
Abs = absorbancia no Amaximo

Vol = Volume da diluicao (mL)

El%]cm - 2590

P = Massa da amostra (g)
2.4 ESTABILIDADE DAS NP-OPB

A estabilidade das NP-OPB foi avaliada quinzenalmente ao longo de 60 dias com
relacdo aos parametros de distribuicdo de tamanho de particula, indice de

polidispersibilidade, potencial zeta, pH e cor, conforme descritos nos itens 2.3.2, 2.3.3 ¢

2.3.4.

2.5 CITOTOXICIDADE
O cultivo celular e os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratorio
Experimental em Neuropatologias do Departamento de Bioquimica da Universidade

Federal de Santa Catarina.

2.5.1 Cultivo celular

Foram utilizadas células HT22 (linhagem imortalizada das células do hipocampo
de camundongos). As mesmas foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em
atmosfera contendo 5% de CO», a 37°C. O meio de cultivo foi trocado a cada 2 dias ¢, ao
atingirem uma confluéncia de aproximadamente 85%, as células foram repicadas
utilizando tripsina (0,05%). Os experimentos foram realizados utilizando células entre a 9*

e a 10* passagem. As células foram transferidas para placas de 96 pogos e o nimero de
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células utilizado foi de 3500 células/pogo, padronizado por meio da contagem em camara

de Neubauer.

2.5.2 Tratamento

Apbs 24 horas do plaqueamento das células, as mesmas foram tratadas com
diferentes concentragdes das NP-OPB: (1) 2,5 x 10! mg/mL (nanoparticulas nio diluidas)
e diluicdes seriadas (2) 2,5 x 102 mg/mL, (3) 2,5 x 10 mg/mL (4) 2,5 x 10* ug/mL (5)
2,5 x 10° mg/mL e (6) 2,5 x 10 mg/mL (concentracdo final na placa, expressa em mg de
OPB /mL). Os ensaios MTT e IP foram realizados nas mesmas células plaqueadas, apds

24h da exposi¢ao das células as nanoparticulas (Figura 2).

Figura 2 - Protocolo experimental para avaliag@o da citotoxicidade das nanoparticulas
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Fonte: Autoria Propria.

2.5.3 Ensaio reduciao do MTT

Foi realizado conforme descrito por Mosmann (1983). Logo apds ensaio com
Iodeto de Propideo, o contetido liquido da placa de 96 pocos (do ensaio IP) foi descartado
por inversdo e foram adicionados, em cada pogo, 100 pL da solu¢do de trabalho de MTT
(0,5 mg/mL em HBSS) previamente mantido a 37 °C. As células foram mantidas em
incubadora a 37°C na presenca da solugdo MTT por 1 hora. Em seguida, o contetdo foi
descartado por inversdo, e foram adicionados, em capela de exaustdo, 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO p.a.) por pogo. Apds a completa solubilizagdo dos cristais, foi
realizada leitura a 540 nm no leitor de placas Multileitora Infinite M200 (TECAN)
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Santa Catarina). O branco corresponde ao meio de cultivo (sem

células) + MTT.
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2.5.4 Ensaio lodeto de Propideo

Foi realizado de acordo com protocolo proposto por Rosa et al (1997). Foram
adicionados 10 pL de triton X100 2% sobre o meio das células controle (ndo-tratadas) que
foram consideradas 100% mortas/inviaveis. A placa foi agitada e levada para a incubadora
de CO; por aproximadamente 20 minutos. Foram adicionados 5 pL da solugdo de IP 0.147
mg/mL (IP/poco: 7,35 pg/mL) (no escuro) em todos os pocos, incluindo o branco. A placa
foi colocada em incubadora de CO; por 20 min a 37 °C e em seguida foi realizada leitura
em multileitor de placas (Multileitora Infinite M200 - TECAN) no Laboratorio
Multiusuario de Estudos em Biologia (Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal de Santa Catarina): comprimento de extingao 535 nm e emissao 617 nm. O branco

corresponde ao meio de cultivo (sem células) + IP.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises de caracterizacdo das NP-OPB foram realizadas em triplicata. Para a
avaliacdo de toxicidade, foram realizados quatro experimentos em sextuplicata. Os
resultados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para a andlise dos dados foi utilizado o Software
STATISTICA 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA). O programa ORIGIN® 8.0 foi utilizado

para elaboragao das figuras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO INICIAL DAS NP-OPB

3.1.1 Morfologia

A morfologia das NP-OPB determinada por MET indicou que as mesmas
possuem formato esférico e auséncia de agregados (Figura 3), caracteristicas também
evidenciadas para nanoparticulas de 6leo de sementes de chia (CAMPO et al., 2017), 6leo
de linhaca (STEFANI et al,, 2019) e de OPB (FERREIRA, 2018), produzidas pela mesma

técnica.
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Figura 3 — Micrografias obtidas por MET das NP-OPB

Nucleo oleoso

' Encapsulante

Imagem das NP-OPB bruto por MET (valor de barra =1 pm (imagem a direita) e 0,2 pm (imagem
a esquerda).

3.1.2 Tamanho de particula, indice de polidispersibilidade, potencial zeta, pH, cor e
carotenoides totais

As NP-OPB apresentaram tamanho inicial de 232,17 + 0,84 nm, considerado
adequado para particulas nanométricas (< 1000 nm), PDI de 0,25 + 0,01, indicando
uniformidade nos diametros (PDI < 0,3) e PZ de - 43,67 + 3,16 mV, indicando estabilidade
(PZ > - 30). A tabela 1 apresenta os resultados obtidos no presente estudo (em destaque) e
de outros trabalhos que realizaram encapsulamento de OPB através da mesma técnica, para
fins comparativos.

Ferreira (2018) encontrou tamanho de particula e PDI menores no
encapsulamento de OPB (Tabela 1) utilizando Tween 80 como emulsificante. Tendo em
vista que a técnica e a concentracdo do dleo foi a mesma, a variagdo do tamanho e PDI
ocorreu, principalmente, devido ao emulsificante e material parede. Donato (2020)
encontrou tamanho e PDI maiores encapsulando OPB na concentragdo de 20 mg/mL
(Tabela 1). Neste caso, a maior concentragdo de 6leo parece ser responsavel pelo tamanho

de particula e PDI mais elevado.
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Tabela 1 — Resultados de tamanho de particula, PDI, potencial zeta, pH, pardmetros de cor L*,

a* e b* e carotenoides totais de NP-OPB imediatamente ap6s o preparo.

Resultados Resultados Literatura

Caracteristica experimentais NP- NP- NP-OPB/Goma

NP-OPB/FAM OPB/Goma OPB/Caseina® arabica/fécula de

arabica® mandioca (1:1)°

Tamanho de particula (nm) 232,17 £ 0,84 180,73 £2,23 180,83 £2,38 290 + 0,02
PDI 0,25 +0,01 0,150 = 0,00 0,140+ 0,01 1,00 £ 0,00
PZ (mV) - 43,67 £3,16 -31,46 £ 0,61 -19,33 £ 0,60 -41,80+0,28
pH 5,04 £ 0,02 6,30+0,10 5,70 0,20 4,71 £0,01
L 43,05 + 0,08 35,67+ 1,16 41,16 + 0,63 56,95 £ 0,29
a* -3,99 + 0,03 1,99 +0,17 2,84 +0,01 8,53+ 0,01
b* 11,43 £ 0,04 4,84 £0,06 4,50+ 0,04 57,34+ 1,14
Carotenoides totais (ng/g) / 347,99 +£32,5/ 468,99 +£5,60/ 517,79 +4,36/ 561,77 £ 10,97/
% em relagiio ao 6leo 55,85 68,32 75,47 99,10

controle

2 Ferreira (2018): OPB = 2,5mg/mL; ® Donato (2020): OPB = 20 mg/mL

Campo e colaboradores (2017) encontraram tamanhos inferiores (205 nm) no
encapsulamento de 6leo de semente de chia em concentracao de 1,25 mg/mL, e Stefani e
colaboradores (2019) valores superiores (356 + 2,83 nm) no encapsulamento de o6leo de
linhaca em concentragdo de 105 mg/mL (ambos utilizaram mucilagem de chia como
encapsulante e tween 80 como emulsificante). Segundo os autores, com o aumento da
concentracao do 6leo, o tamanho de particula tende a aumentar.

As NP-OPB apresentaram inicialmente comportamento monomodal (Figura 5B).
Ferreira (2018) (Tabela 1) obteve comportamento bimodal nesta analise utilizando pectina
como encapsulante, ¢ monomodal com caseina e goma arabica. Isto indica que o
encapsulante pode interferir na distribuicao do tamanho das particulas, e que a farinha do
albedo do maracuja ¢ mais adequada para preparacdo destas nanoparticulas do que a
pectina citrica isolada.

Em relagdo ao potencial zeta, os valores encontrados tiveram maior carga
negativa, quando comparados aos valores verificados por Ferreira (2018) e Donato (2020)
(Tabela 1), o que pode ter ocorrido por influéncia do polimero. A pectina, presente na
farinha do albedo do maracujd, apresenta carater acido (HUBER; BEMILLER, 2017), o
que pode ter influenciado na carga elétrica superficial das particulas. Nanoparticulas de

gomas anidnicas, como goma de caju, proteina do soro do leite e pectina do mesocarpo do
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maracuja podem apresentar potencial zeta negativo devido a presenca de grupos acidos
carboxilicos na forma carboxilada, que geram carga negativa. Os emulsificantes utilizados
sdo ndo idnicos, de modo que a influéncia da carga vem essencialmente do material de
parede e da interagdo entre os componentes (RICAURTE et al., 2018; HERCULANO et
al., 2015).

De modo geral, os resultados evidenciaram que a combinagdo da técnica,
concentracdo do OPB, material de parede (farinha do albedo do maracuja) e emulsificante
(lecitina de soja) foram capazes de produzir NP-OPB com tamanho, PDI e PZ adequados.

O valor de pH inicial das NP-OPB foi de 5,04 + 0,02. Ferreira (2018) encontrou
valor de 5,7 &+ 0,2 utilizando caseina e 6,30 = 0,1 quando o encapsulante foi goma arébica,
enquanto Donato (2020) encontrou pH de 4,71 + 0,01 com goma arabica e fécula de
mandioca (1:1), indicando que o encapsulante também pode influenciar neste pardmetro.
Campo et al (2017), encontraram pH de 4,16 + 0,02 para nanoparticulas de 6leo de
semente de chia e Stefani et a/ (2019) pH de 4 para nanoparticulas de 6leo de linhaca. Nos
dois estudos, os autores utilizaram mucilagem de chia como encapsulante, e relataram que
foi realizada uma acidificacao inicial, pois a diminuicdo do pH da solugdo leva a reducao
da repulsdo eletrostatica entre as particulas, reduzindo grupos com carga semelhante e
consequentemente reduzindo o tamanho das particulas.

O valor de pH pode interferir em aspectos sensoriais € também nos compostos
bioativos presentes nas nanoparticulas (LOBATO et al, 2015). As NP-OPB nao
apresentaram valor de pH extremo, o que ndo deve causar muitas restricoes em suas
aplicacdes, embora, por terem pH inicial de 5, sejam mais indicadas para aplicagdo em
alimentos naturalmente acidos, como iogurtes, que costumam ter um pH variando entre 3,6
- 4,5(JAY, 2005) ou molhos pra salada, cujo pH varia de 3,2 a 4,0 (RODAS, 2001;
DONATO, 2020).

As NP-OPB apresentaram tendéncia ao amarelo (Figura 4A), preservaram 55,85%
dos carotenoides do oleo livre (623,01 + 4,20 pg/g) e o espectro do extrato confirmou o -
caroteno como carotenoide majoritario (Figura 4B).

A perda de parte dos carotenoides pode estar relacionada tanto ao processo de
encapsulamento quanto ao método de extragdo desses pigmentos para a quantificacdo. A
metodologia utilizada para extragcdo dos carotenoides totais das NP-OPB inclui muitas
etapas, tornando a andlise mais suscetivel a exposicdo ao oxigénio, que pode ter

contribuido para a degradagdo dos carotenoides. Ainda assim, destaca-se que o teor de
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carotenoides preservado foi especialmente eficaz quando comparado ao teor encontrado no
6leo de palma refinado, que perde a maior parte destes compostos, e pode ser adicionado
de P-caroteno sintético para substituir os carotenoides naturais (GIBON; GREYT;

KELLENS, 2007).
Figura 4 — Imagem das NP-OPB logo apos o encapsulamento (A) e Espectro de UV/Vis de 360 nm
a 550 nm das NP-OPB (B)
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Ferreira (2018) obteve valores de L* e a* semelhantes ao presente trabalho,
porém, os valores de b*, que indicam tendéncia ao amarelo, foram inferiores (Tabela 1). A
preservacdo de carotenoides totais foi de 68,32% (goma ardbica) e 75,47% (caseina).
Evidencia-se que o material de parede pode influenciar tanto nos parametros de cor quanto
no teor de carotenoides preservado. Na andlise para determinagdo de carotenoides totais, o
material de parede também pode influenciar por dificultar a quebra da cépsula para
extracao dos pigmentos.

No estudo de Donato (2020) todos os parametros de cor foram superiores (Tabela
1), o que ¢ justificado pela maior concentracdo de 6leo utilizada, e também apresentaram
maior preservacao de carotenoides (99,1%) do que no presente trabalho. Isto pode ser
justificado tanto pela maior concentracdo de 6leo nas nanoparticulas, que facilita a
extracdo dos pigmentos, quanto pela técnica utilizada para extracdo, que incluiu duas
etapas a mais: a utilizacdo de vortex apds cada extragdo, e a secagem dos solventes sob
nitrogénio, que pode ter auxiliado na otimizagdo do processo de extragdo e/ou diminuido a

perda de carotenoides por oxidacdo.
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3.2 ESTABILIDADE DAS NP-OPB SOB REFRIGERACAO

Com base na Figura 5 é possivel verificar que o tamanho de particula, PDI e PZ
sofreram pequenas variagdes ao longo do armazenamento (Figura 5A, 5C e 5D),
entretanto, ndo houve diferenca significativa da amostra no tempo final (60 dias), em
relacdo ao tempo inicial (tempo 0).

Figura 5 — Resultados de estabilidade dos parimetros de tamanho médio de particula (A),

distribui¢dao do tamanho de particula (B), PDI (C) e potencial zeta (D) das NP-OPB
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A andlise realizada ao fim dos 60 dias demonstrou aumento da presenga de
particulas em tamanho maior que 1000 nm, verificada através do segundo pico na Figura
5B, obtida por DLS. Isto indica que pode ter ocorrido agregacdo de algumas das
particulas, o que levou ao aumento do tamanho, entretanto, essas particulas equivalem a
apenas 2,1% da amostra, motivo pelo qual o tamanho médio ndo sofreu alteracdo (Figura
5A).

Houve uma reducdo do valor do pH ao longo do armazenamento (Figura 6A).
Diversas reagdes quimicas podem ser responsaveis por esta alteragdo, como degradagao do
encapsulante e crescimento bacteriano. No caso especifico de nanoparticulas lipidicas, essa
diminuicdo também pode ocorrer devido a hidrélise dos triacilglicerois e liberacdo de

acidos graxos livres. Campo e colaboradores (2017) também relataram diminuicao do pH
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de nanoparticulas de 6leo de semente de chia encapsuladas com mucilagem de chia e
Tween 80 como emulsificante em analise de estabilidade ao longo de 28 dias, e atribuiram
esta diminui¢do a ionizagdo ou dissocia¢do de grupos de acidos carboxilicos presentes no

polimero.
Figura 6 — Variacdo do pH (A) e parametros de cor L* (B), a* (C) e b* (D) das NP-OPB ao longo

dos 60 dias de armazenamento
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Além do pH, também houve pequena diminuicdo do pigmento amarelo (b*) ao
longo dos 60 dias de armazenamento (Figura 6D). Donato (2020) ndo encontrou variagao
nos parametros de cor quando encapsulou OPB com fécula de mandioca e goma arabica
(1:1) como encapsulante em avaliagdo da estabilidade ao longo de 30 dias em
armazenamento refrigerado. Embora no presente trabalho a avalia¢do tenha sido ao longo
de 60 dias, nota-se que em 30 dias ja houve variacdao de cor (p < 0,05) (Figura 6B, 6C e
6D). Entretanto, a concentracdo de 6leo utilizada foi muito superior (20 mg/mL) a do
presente trabalho (2,5 mg/mL) o que pode ter auxiliado a preservar a pigmentacdo por mais
tempo.

O valor de AE comparando os pardmetros da analise realizada imediatamente apos

0 preparo com os parametros obtidos na andlise ao final dos 60 dias de armazenamento, foi
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de 2,17. Valores de AE < 3,3, indicam que a diferenca ¢ aceitavel e provavelmente
imperceptivel a olho nu (MUTLU-SAGESEN et al., 2005). Dessa forma, embora a analise
tenha evidenciado mudanca significativa na colora¢do (p < 0,05) (Figura 6B, 6C e 6D),
essas alteragdes ainda ndo foram percebidas visualmente.

De modo geral, os resultados sugerem que o periodo maximo de armazenamento
das nanoparticulas ¢ em torno de 60 dias, tendo em vista o inicio das alteracdes de

caracteristicas iniciais, especialmente cor e pH.

3.3 CITOTOXICIDADE DAS NP-OPB

As NP-OPB foram testadas quanto a viabilidade celular em células neuronais de
camundongos (HT22), com o objetivo de investigar possiveis efeitos toxicos. A analise de
viabilidade celular obtida pelo MTT indicou que as NP-OPB ndo afetaram a viabilidade
celular de células HT22 em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 7A). Entretanto, a
analise de morte celular verificada através da incorporacao do IP, mostrou que, na maior
concentragio testada (2,5x10"" mg/mL), houve morte celular superior ao controle (p <

0,05) (Figura 7B).
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Figura 7— Efeito das NP-OPB na viabilidade de células HT22 avaliado pelos ensaios MTT (A) e IP
B).
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As andlises de redu¢do do MTT e de incorporacdo do IP apresentam principios
diferentes: o primeiro composto ¢ metabolizado por células saudaveis, enquanto o segundo
entra nas células apenas quando estas apresentam danos na membrana. Percebe-se que, no
ensaio MTT, a concentracdo de 2,5 x 10" mg/mL gerou uma diminuicio da média da

viabilidade celular de aproximadamente 20%, em relagdo ao controle (Figura 7A). No
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entanto, ndo ¢ observada diferenga estatistica (p < 0,05) entre esses dois resultados,
provavelmente devido ao valor apresentado do desvio padrdo, nessa concentragdo. Ja no
ensaio IP, percebe-se que o desvio padrdo tem valor tal que pequenas variagdes tendem a
ser estatisticamente significativas.

Os resultados demonstram que a maior concentragdo de NP-OPB segura para as
células testadas ¢ de 2,5 x 102 mg/mL. Em ambas as analises, esta concentragio nio
apresentou diferenga estatistica em relagdo ao controle.

A comparagdo com dados da literatura ¢ dificultada, principalmente, devido ao
escasso numero de estudos. Foram encontrados apenas trés trabalhos avaliando a
toxicidade de nanoparticulas de oleo vegetal: 6leo de semente de roma (MARCHIORI et
al., 2017; FERREIRA et al., 2016) e o6leo de buriti (REIS ef al., 2020). O trabalho com
6leo de buriti (REIS et al.,, 2020) trata de uma nanoemulsao (NE) e de um transportador
lipidico nanoestruturado (NLE), e a avaliagdo de toxicidade foi realizada com as
concentracdes de 2 a 0,00001 pL/mL através do ensaio Sulforodamina B, em que nao foi
detectada toxicidade. Entretanto, destaca-se que, além do ensaio ser diferente, o estudo
trata de NE e NLE, que se diferenciam de nanocapsulas, principalmente devido a auséncia
do material de parede.

Os trabalhos com 6leo de semente de roma realizaram a avaliacao de toxicidade
através do ensaio MTT, em concentragdes de (0,1, 0,25 ¢ 0,50 mg/mL (FERREIRA et al.,
2016) e 14,5 x 107, 72,4 x 107, 14,5 x 102 e 72,4 x 10? mg/mL (MARCHIORI et al,
2017)). Os autores ndo encontraram toxicidade em nenhuma das concentracdes testadas.
Destaca-se que, além das concentracdes e Oleos diferentes, no presente trabalho, a
citotoxicidade foi encontrada no ensaio de incorporagdo do IP, e ndo no ensaio de reducao
do MTT, o que pode justificar a diferenca de toxicidade entre os trabalhos.

A escassez de dados relacionados a toxicidade de nanoparticulas de 6leos vegetais
apenas corrobora a importancia da realizagdo deste tipo de andlise. As NP-OPB,
produzidas com farinha do albedo do maracujd como encapsulante e lecitina de soja como
emulsificante, foram consideradas seguras para as células analisadas, em concentra¢des
menores ou iguais a 2,5 x 10 mg/mL, evidenciando seu potencial para aplicagdo em

alimentos.
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4 CONCLUSAO

As NP-OPB formuladas com FAM e lecitina de soja através da técnica de
nanoemulsificacdo apresentaram tamanho nanométrico (< 1000), PDI e PZ adequados
(PDI < 0,3 e |[PZ| > 30), que se mantiveram estaveis durante os 60 dias de armazenamento
refrigerado. A solugdo apresentou pigmentagdo com tendéncia ao amarelo, que diminuiu
ao longo do armazenamento, mas ndo foi perceptivel visualmente. Houve pequeno
decréscimo do pH desde os primeiros dias de armazenamento. As NP-OPB mostraram-se
seguras em células HT22 em concentragdes menores ou iguais a 2,5 x 102 mg/mL, e
mostraram-se promissoras para aplicagdo em alimentos que tenham o pH proximo a faixa
em que as NP-OPB se mantiveram ao longo do armazenamento (4-5), com a fungdo de
corante. Os dados obtidos podem contribuir para o conhecimento da area de toxicidade de
nanoparticulas de 6leos vegetais, auxiliando na elaboracdo de regulamentagdes sobre o

assunto.
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5 CONCLUSAO GERAL

A prospeccao evidenciou o grande potencial de uso de nanoemulsdes em diversas
areas, inclusive na de alimentos, e demonstrou que o Brasil necessita de mais
investimentos a fim de acompanhar o desenvolvimento mundial. Especialmente no
segmento alimenticio, o pais tem apenas 2 patentes depositadas, revelando uma lacuna na
protecdo das invengdes. Além disso, foi expressiva a diferenca entre os estudos cientificos
sobre o tema e os documentos de patente, o que indica que ha mais incentivo as pesquisas
cientificas do que a protecao da propriedade intelectual.

Constatou-se que NPO vém apresentado efeitos protetores contra células
cancerigenas e contra danos oxidativos. Entretanto, 43% dos estudos apresentaram dano
também a células saudaveis, em alguma concentragdo. Considerando que os estudos sao
escassos, destaca-se a necessidade de mais pesquisas sobre o tema, para que seja possivel
elaborar uma regulamentagdo que auxilie no aproveitamento desta tecnologia de forma
segura.

Os resultados experimentais obtidos neste trabalho demonstraram a viabilidade de
producao de NP-OPB com FAM como material de parede. As nanoparticulas mantiveram-
se estaveis em 60 dias de armazenamento (4 £ 2°C) e foram consideradas seguras em
células HT22 em concentragdes menores ou iguais a 2,5 x 102 mg/mL, revelando-se
promissoras para aplicagdo como corante natural em alimentos que tenham pH na faixa de
4-5. Este trabalho pode contribuir para um maior conhecimento da area de toxicidade de

nanoparticulas de 6leos vegetais.

98



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
eRealizar analises de atividade antioxidante e tocois das NP-OPB;
eRealizar avaliacao da estabilidade fisico-quimica das NP-OPB em temperatura
ambiente e de aquecimento;
eAvaliar efeito protetor das NP-OPB em células HT22 contra insultos oxidativos.
eAplicacdo das NP-OPB em alimentos, como iogurtes ou molhos para salada, e
posterior analise de toxicidade das formulagdes elaboradas com adi¢do das NP-

OPB.
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