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RESUMO

r

O P-caroteno, um dos principais carotenoides, ¢ um composto bioativo que apresenta
propriedades antioxidantes e de pro-vitaminica A. Em contrapartida, esse composto apresenta
baixa estabilidade na presenca de luz e altas temperaturas; assim como insolubilidade em
matrizes alimenticias ricas em agua, o que limita a sua utilizagdo em alimentos. Neste
contexto, objetivou-se desenvolver e aplicar nanocapsulas e nanoemulsdes contendo [-
caroteno, como fortificador em mac¢ds minimamente processadas, além de, avaliar os
parametros de qualidade das macas e a estabilidade do B-caroteno durante a vida-de-prateleira
do produto final armazenado sob refrigeragdo, durante 17 dias. Foram usadas magas cv. Gala,
as quais foram submetidas a diferentes tratamentos (controle, solu¢do com nanocépsulas de f3-
caroteno e solugdo com nanoemulsdo de -caroteno). Para tal, foi utilizado como material de
parede das nanocépsulas poli-e-caprolactona (PCL), um polimero biodegradavel. Foram
analisados os parametros de coloragdo, potencial hidrogenidnico (pH), acidez tituldvel,
solidos soluveis, textura e teor de carotenoides (P-caroteno, luteina, zeaxantina e [-
criptoxantina). Em relagdo a cor, as fatias de maca tratadas com sistemas nanométricos
(nanocapsulas e nanoemulsdes de B-caroteno) apresentaram maiores valores de b* (maiores
tons de amarelo) em todos os tempos de armazenamento. Quanto aos carotenoides, o teor de
B-caroteno variou de acordo com o tratamento aplicado, sendo que as amostras
controleapresentaram 82,2% e 70,6% menos B-caroteno que as fatias de maca tratadas com as
formulagdes de nanocépsulas e nanoemsulsdo, respectivamente. Os demais carotenoides
(zeaxantina e P-criptoxantina), encontrados na maca, apresentaram maior conteudo em
amostras tratadas com sistemas nanométricos até o sétimo dia de armazenamento. Esses
resultados sugerem que o uso de sistemas nanométricos carregados com [B-caroteno podem

proporcionar a manutencdo da qualidade de mag¢as minimamente processadas.

Palavras chave: Compostos bioativos; carotenoides; vitamina A; nanocapsulas;

nanoemsulsdo; poli-g-caprolatona.
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ABSTRACT

The P-carotene, a major carotenoid, is a bioactive compound that exhibits antioxidant
properties and pro-vitamin A. In contrast, B-carotene has low stability in the presence of light
and high temperatures; as well as insolubility in water-rich food matrices, which limits their
use in food. In this context, the objective was to develop and apply nanocapsules and
nanoemulsions containing -carotene as a fortifier in minimally processed apples, in addition
to evaluating the quality characteristics of apples and the shelf-life stability of B-carotene of
the final product stored under cooling. Cv. Gala, which were submitted to different treatments
(control, solution with B-carotene nanocapsules and B-carotene nanoemulsion solution). Poly-
e-caprolactone (PCL), a biodegradable polymer, was used as the wall material of the
nanocapsules. Coloration, hydrogenation potential (pH), titratable acidity, soluble solids,
texture and carotenoid content (B-carotene, lutein, zeaxanthin and B-cryptoxanthin) were
analyzed. Regarding color, apple slices treated with nanometric systems (nanocapsules and f3-
carotene nanoemulsions) showed higher b* values at all storage times. As for carotenoids, the
[B-carotene content varied according to the applied treatment, and the samples coated with
distilled water showed 82.2% and 70.6% less B-carotene than the apple slices treated with the
formulations nanocapsules and nano-emulsion, respectively. The remaining carotenoids
(zeaxanthin and B-cryptoxanthin), found in apple, presented higher content in samples treated
with nanometric systems until the seventh day storage. These results suggest that the use of
nanometric systems loaded with B-carotene can provide maintenance of the quality of

minimally processed apples.

Keywords: Bioactive compounds; carotenoids; vitamin A; nanocapsules; nanoemulsion;

poly-g-caprolactone.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, a populagdo demanda pela ingestdo de alimentos contendo
ingredientes funcionais, como forma de garantir o bem-estar e a saide (DAMODARAN,
PARKIN, FENNEMA, 2010). Segundo Salgado (2009), alimentos funcionais sdo aqueles
que, além das qualidades nutricionais, contém substincias que ajudam na diminui¢do dos
riscos de algumas doengas cronicas, sendo considerados promotores de satde, devido a
presenca de compostos bioativos. De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), (1999) alimento funcional ¢ “qualquer alimento ou ingrediente que além, das
funcdes nutritivas bésicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabodlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a satide, devendo ser seguro para
consumo sem supervisao médica.”

Nesse contexto, os carotenoides destacam-se pelo fato de possuirem capacidade de
atuarem como precursores da vitamina A e como antioxidantes (DELGADO-VARGAS,
JIMENEZ, PAREDES-LOPES, 2000; DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010;
LOBATO, et al., 2013; Da SILVA et al., 2016). Dietas baseadas na ingestdo adequada de
carotenoides, principalmente o B-caroteno (encontrado em frutas e verduras), reduzem o risco
de doengas corondrias e proporcionam menores danos a molécula do DNA (AGUILO, 2015;
CHAVES, 2015).

O B-caroteno € o pigmento responsavel pela cor da cenoura e de maior atividade pro-
vitamina A (CARDOSO, 1997), por causa de seus dois anéis f-ionona (DAMODARAN,
PARKIN, FENNEMA, 2010). Esse composto ¢ reconhecido como bioativo, por apresentar
propriedades antioxidantes e capacidade de sequestrar e eliminar espécies reativas do
oxigénio (CARDOSO, 1997; CHAVES, 2015; HALLIWEEL, 2015).

Apesar da elevada atividade antioxidante, este carotenoide apresenta baixa
estabilidade na presenga de luz, oxigénio, alta temperatura e baixo pH, o que limita o seu
emprego nos alimentos (GONNET, LETHUAUT, BOURY, 2010; LOBATO et al., 2013;
RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2004; TELEKI, HITZFELD, EGGERSDORFER, 2013).

As vantagens recém mencionadas que associam a ingestdo de B-caroteno a habitos
saudaveis de alimentag¢do, sdo melhores exploradas quando ¢ realizada a aplicagdo deste
composto bioativo em alimentos in natura ou processados, uma vez que a procura pelos
consumidores, por alimentos praticos, rapidos, saudaveis e de qualidade elevada tem sido

cada vez mais notéria. Fatores socioecondmicos vém influenciando diretamente sobre a
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demanda de produtos alimenticios, o que exige que o setor alimenticio oferte em um maior
grau produtos de consumo imediato, de facil preparo e a0 mesmo tempo nutritivos (OMS-LIU
et al., 2008).

Nesse cenario, surgem como opcao os vegetais minimamente processados, que vém
ganhando espago em muitas gondolas de supermercados e lojas (PAGANI, 2012). De acordo
com Cenci (2011), produtos minimamente processados (PMP) sdo frutas ou hortalicas
modificadas fisicamente, mas que mantém o seu estado fresco e metabolismo ativo.
Entretanto, os PMP apresentam algumas desvantagens quando comparados aos integros,
como o escurecimento enzimatico, custo elevado em relagdo ao produto convencional e sao
bastante pereciveis em relagdo aos produtos integro (AGUILO, 2015).

O presente trabalho, para minimizar o escurecimento enzimdtico, ¢ feita a
incorporagdo do B-caroteno encapsulado nas magas (MP), uma vez que este ¢ considerado um
componente antioxidante, e que pode retardar a oxidagdo das macgas, inibindo a alteracao de
cor e odores desagradaveis, além de promover a¢do provitaminica A no organismo humano
(ALVES-RODRIGUES, SHAO, 2004; HAMERSKI et al., 2013; YUFERA, 1998).

No sentido nutricional, populagdes em risco de deficiéncia de vitamina A, dependem
de carotenoides provitaminicos A para atingirem suas recomendacdes diarias (ROCK et al.,
1998). A deficiéncia da vitamina A (hipovitaminose A) ¢ um problema nutricional em todo o
mundo, sendo frequentemente associada a ma nutrigdo (RIVEIRA, CANELA-GARAYOA,
2012; ROSS, 2012). No Brasil a hipovitaminose A ¢ considerada umas das principais
deficiéncias na area da saude publica e nos paises em desenvolvimento 50 milhdes de criangas
apresentam caréncia dessa vitamina, o que pode originar xeroftalmia, cegueira e morte
(PENTEADO, 2003).

Portanto, a fortificacdo ¢ uma alternativa sustentavel que visa reduzir deficiéncias de
micronutrientes em populacdes vulneraveis, pelo aumento do seu teor em alimentos basicos
da dieta. O aporte da vitamina A via dieta ¢ representada basicamente por fontes de
provitamina A presentes nos alimentos de origem vegetal, uma vez que os alimentos de
origem animal, fornecedores de vitamina A, apresentam custo elevado para as populagdes de
paises em desenvolvimento (MILLS et al., 2009). Deste modo, medidas a curto e médio
prazo, como a suplementacdo medicamentosa ¢ a fortificagdo de alimentos devem ser
considerados para minimizar a deficiéncia de vitamina A, podendo se focalizar no consumo

de alimentos, como frutas e vegetais MP que contém carotenoides com maior acessibilidade.
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Portanto, o papel do B-caroteno na satide publica torna-se muito relevante (PENTEADO,
2003).

Porém, o uso do B-caroteno livre nos alimentos pode ser limitado, devido a sua baixa
solubilidade em matrizes ricas em agua e baixa biodisponibilidade; no entanto a técnica da
nanoencapsulacao pode representar uma alternativa para permitir a solubilizagdo e proteger
este pigmento contra os danos térmicos e fotodegradacao (ANTON et al., 2008 ; Da SILVA et
al., 2016); HASAN et al., 2007, LEE et al., 2003; STENEKES et al., 2000; TAN,
NAKAIJIMA, 2005; WEISS, et al., 2006;

De acordo com Assis et al. (2012), a nanoencapsulagdo consiste em um processo em
que uma fina cobertura polimérica envolve soélidos, liquidos ou gases formando
nanoparticulas, que podem liberar seu conteudo sob velocidade e condi¢des especificas. O
material encapsulado ¢ denominado nticleo, composto bioativo ou fase interna. Enquanto, a
cobertura pode ser designada como material de parede, carreador, membrana, casca ou
revestimento (DA a SILVA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2015; HORST, 2009;
LOBATO et al., 2013).

Alguns trabalhos evidenciam as vantagens da encapsulacdo de carotenoides. Tan,
Nakajima (2005) estudaram a estabilidade do P-caroteno encapsulado pelo método de
emulsificagio-evaporagio utilizando hexano na fase organica e tween 20® como
emulsificante. As nanodispersdes apresentaram diametro de 40 a 260 nm e foi verificada que
apos 12 semanas de armazenamento a 4° C, ainda permanecia de 25 a 56% de -caroteno no
sistema. Dos Santos ef al. (2016) avaliaram a estabilidade do licopeno nanoencapsulado,
preparado pela técnica de deposicdo interfacial do polimero poli-e-caprolactona, durante a
fotossensibilizacdo (5" C a 25" C), aquecimento (60’ C a 80" C) e refrigeracdo a (5° C). Os
autores concluiram que a nanoencapsulacdo fornece efeito protetor que impede a rapida
degradacao do licopeno sob fatores como luz, oxigénio e temperatura. A nanoencapsulagao
além de proteger, pode prolongar a sua capacidade de extinguir o oxigénio singlete.

Deste modo, ¢ importante a associagdo da tecnologia de nanoencapsulamento de
carotenoides, como o f-caroteno, com a de PMP, o que pode oferecer alimentos saudaveis de

alto valor nutricional ao consumidor.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver e aplicar nanocapsulas de nucleo lipidico e nanoemulsdes contendo [-

caroteno em magas cv. Gala minimamente processadas, como também avaliar a estabilidade

fisico-quimica desses produtos durante sua vida util sob refrigeracao.

2.2. Objetivos especificos

Produzir nanocépsulas de nucleo lipidico pela técnica de deposicdo interfacial do polimero
pré-formado utilizando como material de parede poli-g-caprolactona (PCL) e
nanoemulg¢des contendo B-caroteno;

Caracterizar as formulagdes de nanocapsulas de ntcleo lipidico e de nanoemulsdes
contendo B-caroteno quanto ao tamanho e indice de polidispersdo por difragdo a laser;
Realizar o processamento minimo de macas cv. Gala com a aplicagdo de nanocéapsulas e
nanoemulsdes de B-caroteno como aditivo fortificador;

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas (textura, pH, acidez tituldvel, sélidos soluveis
totais, teor de carotenoides) das mag¢ds minimamente processadas contendo B-caroteno
nanoencapsulado (B-caroteno na forma de nanocapsulas e nanoemulsoes);

Acompanhar a estabilidade fisico-quimica (textura, pH, acidez titulavel, s6lidos soluveis
totais, perda de peso, teor de carotenoides) das magds minimamente processadas contendo

[-caroteno armazenadas sob refrigeracdo durante sua vida util.
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3. APRESENTACAO

Esta dissertagdo esta dividida na forma de capitulos. Sendo que no capitulo I encontra-
se uma revisao bibliografica dos principais aspetos inerentes a dissertacdo. No capitulo II
estdo descritos os materiais ¢ métodos utilizados durante a realizacdo do trabalho, para a
obtencdo das formulagdes produzidas (nanocapsulas e nanoemulsdes), caracterizagdo das
formulagdes obtidas; e aplicacdo destas em matriz alimentar. No capitulo III, consta o artigo
produzido a partir dos resultados obtidos. No capitulo IV, uma discussdo geral e conclusao do

trabalho.



CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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4. REVISAO

4.1. Compostos Bioativos

Evidéncias cientificas demonstram que ha uma grande melhoria em relagdo a saude e
reducdo de doencas crdnicas, devido ao consumo de vegetais (frutas, hortalicas, cereais e
alimentos derivados) e isto ocorre em virtude da presenca de compostos bioativos. Estas
substancias bioativas ou metabdlitos secundarios de origem vegetal, também sdo designadas
fitoquimicos ou fitonutrientes (AJILA et al., 2007; BELNSTEIN, 2001; HANNUM, 2004).

Portanto, varios estudos in vitro e in vivo, ttm demonstrado que estes compostos sao
responsaveis pela alta atividade antioxidante e antinflamatdria, associada a propriedades
benéficas a satide. Assim, podem ser classificadas como substancias funcionais, promovendo
o bem-estar e a saide (KWAK, JUKES, 2001; YAMAGUCHI et al., 2015).

De acordo com a resolugdo RDC n’ 2 de 07 de janeiro de 2002, compostos bioativos
sdo aqueles que estdo presentes em fontes alimentares, sendo estes de origem natural ou
sintética, que possuem acdo metabolica ou fisioldgica especifica, desde que comprovada a
seguranca para o consumo humano (BRASIL, 2002). Existem diversos compostos bioativos,
os quais sao amplamente estudados devido aos grandes beneficios por eles proporcionados.
Estes compostos, na sua classificagdo fazem parte do reino vegetal, sdo substancias organicas
de baixo peso molecular e o organismo humano ndo ¢ capaz de sintetiza-los, sendo que para a
obtencdo destes, € necessario o consumo de alimentos que os tenham e quando consumidos de
maneira equilibrada sdo promotoras do bem-estar e saude (HOLST, WILLIAMSON, 2008).

Os compostos bioativos sdo constituintes extra nutricionais € ocorrem em pequenas
quantidades nos alimentos, sendo estes pertencentes as classes dos alcaloides, compostos
nitrogenados, compostos organossulfurados, compostos fenolicos e carotenoides

(FERREIRA, ABREU, 2007).
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4.2. Carotenoides

Os carotenoides sdo uma classe de pigmentos naturais, responsaveis pela cor que vai
desde o amarelo até o vermelho de frutas, flores e folhas, sendo que neste Ultimo pode ser
mascarado pela presenca da clorofila (UENEJO, JUNIOR; PASTORE, 2007; VALDUGA et
al., 2009; Da SILVA et al., 2016; Da SILVA et al., 2017). Na natureza existem cerca de 600
carotenoides, os principais encontrados em vegetais sdo o a-caroteno, -caroteno, licopeno,
zeaxantina e criptoxantina (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010), como

apresentado na figura O1.

Figura 01: Principais carotenoides encontrados nos vegetais.

M
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alfa-caroteno
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cantaxantina
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licopeno A A A DD

HO luteina

Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA et al. (2008).
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4.2.1. Estrutura Quimica dos Carotenoides

Os carotenoides sdo definidos como tetraterpenoides (hidrocarbonetos de ocorréncia
natural e seus derivados), ou seja, a unido de 8 unidades isoprenoides, formando um esqueleto
com uma cadeia carbonica de 40 atomos de carbono, exceto a crocetina e a bixina que
possuem menos que 40 atomos de carbono na cadeia carbonica (HAMMOND, RENZI, 2013).
A cadeia carbonica de alguns carotenoides apresenta um ou dois anéis [-ionona nas
extremidades (De MORALIS, 2006).

A estrutura quimica dos carotenoides ¢ composta por ligacdes simples e duplas de
forma alternada ou conjugada (Figura 01), (LEMMENS, 2014). Os carotenoides possuem
grupo cromoforo com capacidade de absor¢ao da luz na regido do visivel a um comprimento
de onda de 450 um, responséavel pela cor dos alimentos € 0 aumento no nimero de ligagdes
conjugadas resulta em maiores bandas de absor¢ao de comprimentos de onda maiores, que
tornam os carotenoides mais avermelhados (FERNANDES et al., 2012)

Por outro lado, s3o classificados em dois grandes grupos, os carotenos ou
hidrocarbonetos carotenoides, constituidos por atomos de carbono e hidrogénio, por exemplo
o licopeno e -caroteno; e as xantofilas ou carotenoides oxigenados, constituidos por carbono,
hidrogénio e oxigénio na estrutura da molécula, podendo ser epoxi, carbonila, hidroxi, grupos
funcionais metoxi ou 4cido carboxilicos, exemplos s3o cantaxantina (0xo), zeaxantina
(hidroxi), espiriloxantina (metoxi) e torularodina (4cido carboxilicos) (G. BRITTON, 2004,
HAMMOND, RENZI, 2013; RODRIGUES AMAYA, 1999; OLIVEIRA, 2000; ).

As ligagdes duplas podem ocorrer na forma cis ou trans, sendo a forma trans mais
frequentemente encontrada na natureza. Estas sdo estdveis na faixa de pH de 3,0 a 7,0 da
maioria dos alimentos (RIBEIRO, 2008).

O processamento ¢ a estocagem de alimentos podem provocar a isomerizagdo das
moléculas dos carotenoides, o que altera a cor dos mesmos. Os compostos com todas as
ligacdes na forma trans apresentam uma cor mais escura, em contrapartida, o aumento de

ligagdes cis resulta em um enfraquecimento gradual da cor (YUFERA, 1998).
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4.2.2. Solubilidade

Os carotenoides sdo moléculas lipossoliiveis ou soluveis em lipideos e em solventes
organicos como éter de petroleo, éter etilico, metal sulfureto de carbono cloroférmio e acetona
(BOBBIO, BOBIO, 2001) limitando a utilizagdo destes em dgua devido a sua baixa
solubilidade em alimentos ndo lipofilicos, exceto quando ocorre a formacao de complexos

com proteinas. Estes dissolvem nos lipidios e em alguns casos, formando solugdes coloidais

(PENTEADO, 2003; RIBEIRO, 2008).

4.2.3. Espécies Reativas e Atividade Antioxidante

As espécies reativas (ERs), sdo produzidas pelo metabolismo aerdbico, a partir do
oxigénio triplete (’02) que é a forma estdvel do oxigénio na atmosfera, este reage com
moléculas contendo carbono e hidrogénio para obtengdo de energia e calor. Por outro lado,
pode ser obtido por disfung¢des bioldgicas (infecgdes) e fontes exdgenas, como o consumo de
bebidas alcoolicas e consumo de cigarro e pesticidas (PISOSCHI, POP, 2015).

As espécies reativas (ERs) quando ligadas ao atomo de oxigénio sdo designadas de
espécies reativas de oxigénio (EROs), por exemplo os radicais peroxil (ROO"), radical
hidroxil (*OH) e o radical superéxido (O.") e ndo-radicalares, o oxigénio singlete (‘O2) e
peréxido de hidrogénio (H20:). Quando ligadas aos atomos de nitrogénio sdo designadas
espécies reativas de nitrogénio (ERNs), por exemplo o didxido de nitrogénio (NO2") e oxido
nitrico (NO") e os nao radicalares, o 4cido nitroso (HNO;) (HALLIWELL, 2001; GIASSON et
al.,2002).

Dentre as EROs o radical ("OH) ¢ a espécie mais reativa, a qual é causadora de danos
oxidativos em macromoléculas de DNA, proteinas, lipideos e aminoacidos (HALLIWELL,
GUTTERRIDGE, 1990). No entanto, as ERs sdo produzidas de forma controlada por causa
dos antioxidantes, portanto, quanto maior for a produ¢do de EROs e ERNs comparativamente
aos antioxidantes ¢ gerado o estresse oxidativo (PISOSCHI, POP, 2015; VASCONCELOS et
al., 2007). Culminando com complicagdes de satide como a diabetes, cancer, doencas
cardiovasculares, cataratas, artrite e envelhecimento precoce (HALLIWELL, 2015;
OZDEMIRETI, 2009; RAO et al., 2011).

Os carotenoides atuam como antioxidantes suprimindo o oxigénio singlete e ligando-

se aos radicais ROO para inibir a peroxidacao lipidica, devido a variagdo da estrutura quimica
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relacionada ao sistema de ligacdes duplas conjugadas que confere alta reatividade, grupos
funcionais ligados aos anéis e grupos terminais (ciclicos e aciclicos) (CHITARRA,
CHITARRA, 2005; TIRAPEUI et al., 2002). Por exemplo, o sequestro do radical ROO,,
ocorre com a adi¢do deste as ligagdes duplas da estrutura da molécula do carotenoide inibindo
assim a peroxidacao lipidica (BARREIROS, DAVID, 2006).

Os carotenoides ao combaterem as espécies reativas de oxigénio, podem interagir de
trés maneiras diferentes (Figura 02): transferéncia de elétron, remocao de ions de hidrogénio
ou adicao de espécies radicalares, respectivamente reagao 1, 2 e 3 (De MORALIS, 2006;

LINO, 2012).

Figura 02: Reagdes de carotenoides e radicais livres.

ROO" + CAR — ROO—+ CAR" +Reacdo 1
ROO® + CAR — ROOH+ CAR" + Reagdo 2
ROO® + CAR - ROO+ CAR*+ Reacdo 3
Onde: ROO™ ¢ o radical, CAR é o carotenoide.

Fonte: De MORALIS (2006).

Evidéncias cientificas tém demonstrado os efeitos sobre a satde relacionados ao
consumo desta classe de compostos, em virtude da sua elevada atividade antioxidante contra
danos oxidativos causados pelos EROs. Esses efeitos estao intimamente associados a protecao
contra a degeneracdo macular, cataratas, cancer e doencas cardiovasculares (EVANS,
JOHNSON, 2010; DANIELS et al., 2014; MA et al., 2014; SINDHU et al., 2013; SHARONI
etal, 2012; WU et al., 2015; YAN et al., 2016).

4.2.4. Atividade Pro-vitaminica dos Carotenoides

Além da atividade antioxidante apresentada pelos carotenoides, alguns desses possuem
a propriedade de serem convertidos em vitamina A. Essa conversao ocorre no figado, com a
clivagem na posi¢do central da molécula, pela enzima 15, 15 -dioxigenase, produzindo duas

moléculas de vitamina A (MOHAMED et al., 2001). Sendo estd uma capacidade contemplada
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pelo B-caroteno, a-caroteno e [-criptoxantina e estes sdo geralmente encontrados em
alimentos como a batata doce, cenoura, abobora, vegetais folhosos e em variadas frutas
(COURRAND et al., 2013). Para tal, ¢ necessario que estes compostos tenham na sua
estrutura pelo menos um anel B-ionona nao substituido, uma cadeia lateral isoprenoide com
11 atomos de carbono ¢ com a terminagdo das funcgdes aldeido, carboxila ou alcool
(DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). Todavia, o B-caroteno ¢ o carotenoide de
maior atividade pré-vitaminica A, ao qual atribui-se 100% de atividade. Por sua vez, o alfa-
caroteno e a - criptoxantina tem cerca de 50% da atividade pro-vitaminica A (RODRIGUES-

AMAYA, KIMURA, 2004; RIBEIRO, 2008).

4.3. p-Caroteno

O B-caroteno, (Figura 03) ¢ um carotenoide diciclico com anéis B-ionona em ambas as
extremidades da molécula (CADENAS, PACKER, 2002, GONNET et al, 2010). Esse
composto ocorre na natureza associado a um certo numero de pigmentos quimicamente
relacionados e tem sido utilizado como corantes em alimentos (SOCACIU, 2008).

No entanto, o B-caroteno exibe simetria molecular interna, onde uma metade da
molécula ¢ idéntica & outra metade, propriedade esta que proporciona a clivagem do B-
caroteno (Figura 04), produzindo duas moléculas idénticas de retinol, tornando este o
carotenoide de maior potencial provitaminico A (CADENAS, PACKER, 2002, GONNET et
al., 2010).

Figura 03: Estrutura quimica do B-caroteno.

NNV N

Fonte: BRITTON et al. (2008)
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Figura 04: Estrutura quimica e clivagem do 3-caroteno.
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Fonte: LINO (2012).

Grande parte do B-caroteno hoje utilizado ¢ produzido através de sintese quimica,
resultando em uma molécula equivalente ao que se encontra na natureza. Porém  fontes
naturais sdo cada vez mais utilizadas para substituir a variante sintética (SOCACIU, 2008).

A oxidacao do B-caroteno envolve a formagdo do 5,6-epoxido, o qual pode isomerizar
para 5,8-epoxido. Oxidagdes induzidas por meio fotoquimico geram mutacromos como
produtos primarios da degradagdo e, como produto final, compostos de peso molecular baixo
(Figura 05) (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). Como resultado da formacgao
destes compostos ocorre a perda total da cor e da atividade bioldégica (RODRIGUES-
AMAZA, 2001). Altas temperaturas, o P-caroteno também pode fragmentar formando

compostos de baixo peso molecular (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).
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Figura 05: Degradacao do p-caroteno.
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Fonte: DAMODARAN, PARKIN, FNNEMA (2010).

O B-caroteno tem a capacidade de agir como antioxidante, por desativacdo do oxigénio
singlete, superdxidos e radical hidroxil, assim como por reagdo com radicais livres peroxil
(ROO"). Esses radicais atacam o B-caroteno formando o ROO-B-caroteno’, no qual o radical

peroxil se liga a posicdo C7 do B-caroteno, enquanto um par de elétrons desemparelhado ¢é
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removido, ao longo do sistema de ligacdes duplas conjugadas (DAMODARAN, PARKIN,
FNNEMA, 2010).

Porém, a utilizagdo industrial deste, torna-se dificil devido a sua instabilidade sob
fatores como calor, luz e oxigénio, sendo sua degradagdo muito rdpida em condicdes
ambientais, apresentando baixa estabilidade em relagdo aos antioxidantes sintéticos
(GONNET et al., 2010; MATTEA et al., 2009; TELEKI, 2013).

No entanto, por ndo existir uma legislacdo que estabeleca o valor da ingestdo diaria
recomendada de B-caroteno, o teor desta foi baseado na ingestdo didria de vitamina A. De
acordo com a RDC n"269 de 22 de setembro de 2005, recomenda-se a ingestdo de 600 pg de
retinol para adultos, o que equivale a aproximadamente 3,6 pg de B-caroteno (BRASIL,

2005).

4.4. Fortificagao

Fortificagdo ou enriquecimento de alimentos ¢ um método utilizado para reforcar o
valor nutritivo dos alimentos, favorecendo a prevengdo as caréncias nutritivas (BRASIL,
2007; WHO, 20006).

De acordo com a Legislagdo Brasileira ¢ considerado alimento fortificado aquele que ¢
permitido o enriquecimento ou fortificagdo desde que 100 mL ou 100 g do produto, pronto
para consumo, forne¢am no minimo 15% da ingestdo diaria recomendada (IDR) de referéncia,
no caso de liquidos, 30% da IDR de referéncia, no caso de sélidos. Podendo ser considerado
fortificado/enriquecido e declarado no roétulo "alto teor" ou "rico", conforme o Regulamento
Técnico de Informagdo Nutricional Complementar (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 1998).

De acordo com Vellozo e Fisberg (2010), a OMS reconhece quatro tipos de
fortificagdo de alimentos, tais como 1-A fortificacdo universal ou em massa, esta que ocorre
de forma obrigatdria e consiste na adicdo de micronutrientes a alimentos consumidos pela
maioria da populagio; 2- E indicada em paises onde varios grupos populacionais apresentam
risco elevado para deficiéncia de ferro; 3- Fortificagdo em mercado aberto, iniciativas das
industrias de alimentos, com o objetivo de agregar maior valor nutricional aos seus produtos;

4-Fortificacdo focalizada em aquela que visa o consumo dos alimentos enriquecidos por
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grupos populacionais de elevado risco de deficiéncia. Pode ocorrer de forma obrigatoria ou
voluntaria, de acordo com a significancia em termos de satde publica.

A fortificacdo domiciliaria comunitaria, tem sido considerada e explorada em paises
em desenvolvimento. Pode ter sua composi¢ao programada e ¢ de facil aceitagdo pelo
publico-alvo. Porém, apresenta ainda custo elevado, diferentemente das outras formas, e
requer que a populacdo seja orientada. Neste tipo de fortificagdo geralmente sdo adicionados
suplementos as refei¢des. Para além de agregar valor nutricional, a fortificacdo de alimentos
tem como vantagens, nao requerer a mudanca de habitos alimentares, baixo risco de
intoxicagdo, importante em locais com baixa disponibilidade de alimentos fontes de vitaminas
e minerais (BRASIL, 2007; WHO, 2006).

No entanto, os micronutrientes mais estudados e aplicados as técnicas da fortifica¢ao
de alimentos sdo o ferro, acido folico, vitamina D, calcio, zinco e vitamina A (LOBO;
TRAMONTE, 2004). A fortificagdo com vitamina A ¢ realizada com a utilizacdo de
carotenoides, pelo fato destas apresentarem menor toxidade quando comparados com a
vitamina A na sua forma integra (ZANCUL, 2004)

No Brasil, por exemplo, existem politicas publicas de fortificagao de alimentos, como
a fortificagdo das farinhas com ferro e acido folico, fortificagdo da alimentacdo infantil com
micronutrientes e a fortificagdo do sal com iodo. Sendo este ultimo ¢ essencial para a
producdo de hormdnios tiroidianos, responsavel pelo metabolismo e crescimento fisico e
neurologico (BRASIL, 2007).

A deficiéncia de vitamina A ¢ um grave problema de saude publica mundial. Em
longo prazo a fortificacio de alimentos com vitamina A ¢ uma alternativa efetiva

(MILAGRE, 2007).

4.5. Nanoencapsulacao

A nanotecnologia ¢ uma area emergente da ciéncia que estuda materiais e elementos
de pequenas dimensdes, na escala nanométrica (AGUILO, 2015). As recentes aplicacdes da
nanotecnologia em sistemas alimentares estdo centradas, principalmente, em produtos
funcionais, embalagens e controle microbiano (CUSHEN et al., 2011).

De acordo com DURAN, MATTOSO, MORAIS. (2006), nanoparticulas sdo sistemas

carreados de compostos bioativos que apresentam didmetro inferior a 1000 nm. O uso de
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nanoparticulas vem crescendo consideravelmente, pelo fato de conferirem maior estabilidade,
solubilidade, absor¢do intracelular e a liberacdo controlada do composto bioativo, devido ao
seu reduzido tamanho (SCHAFFAZICK et al., 2003; ANTON, 2008). As nanoparticulas
compreendem as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si pela presenga ou
auséncia de 6leo em suas composi¢des (Figura 06). Nanoesferas sdo estruturas solidas na
qual a substincia bioativa de interesse ¢ dispersa numa matriz polimérica solida. As
nanocapsulas, tem uma estrutura tipica de membrana-nticleo onde o nucleo, frequentemente
oleoso, ¢ revestido pelo material polimérico, podendo o composto bioativo estar dissolvido
neste nucleo ou adsorvido a parede polimérica. O ntcleo das nanocapsulas pode ser aquoso ou
oleoso, e a escolha do tipo de nucleo depende da natureza do composto bioativo (lipofilico ou
hidrofilico), que se pretende encapsular, podendo o composto biativo estar na forma liquida
ou solida ou como dispersao molecular (FATHI, MOZAFARI, MOHEBBI, 2012; FESSI et
al., 1998). As cépsulas podem ser classificadas de acordo com o seu tamanho, macrocéapsulas
(>5000nm), microcéapsulas (200-5000nm) e nanocapsulas (<200 nm) (AZEVEDO, 2005).

Neste contexto, de acordo com Khayata et al. (2012) e Leo et al. (2004) muitos
métodos té€m sido utilizados para a sintese de nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros
biodegradaveis tais como a nanoprecipitacdo e emulsificacdo com a evaporagao do solvente
(BYUN et al., 2011; TAN, NAKAJIMA, 2005). No entanto, O método da nanoprecipitacao, ¢
chamado de deposi¢do interfacial do polimero pré-formado ou método de deslocamento do
solvente (FESSI et al, 1998), sendo este um método simples, rapido e facilmente
reprodutivel, razdo pela qual ¢ o método mais utilizado para a sintese das nanocéapsulas, aliado
a obtencdo de nanoparticulas com alta eficiéncia de encapsulacdo e por ser efetivo para
nanoencapsular compostos lipofilicos (FESSI ef al., 1998; RIBEIRO et al., 2008).

De acordo com Anton. (2008); Dos Santos et al. (2016); Hans, Lowman (2002);
Huang et al. (2010); Letchford, Burt (2007); Shaoo et al. (2003) para a sintese das
nanocapsulas sdo utilizados produtos naturais ou sintéticos, tais como alguns polissacarideos
de plantas (goma arabica), goma xantana e os sintéticos homopolimeros de poliéster, tais
como poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicolico) (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL),

devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de toxidade.
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Figura 06: Estruturas para diferentes modelos de nanoparticulas.
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Fonte: HERCULANO (2014).

Nos ultimos anos, alguns estudos tém utilizado nanocépsulas em aplicagdes
alimentares com o PCL como sistema de suporte para os ingredientes bioativos alimentares
(ZOMBRANO-ZARAGOZA, 2014). A poli-g-caprolactona (PCL) ¢ um biopoliester, uma
importante classe de polimeros biodegradaveis formados a partir da abertura do anel do
mondmero g-caprolactona seguido por polimerizacao (Figura 07) (LINO, 2012).

Uma das vantagens da utilizagdo do PCL como material de parede, reside no fato de
este ser um polimero biodegradavel e o produto de degradacdo, o acido e-hidroxicaproico, €
in6cuo, podendo ser absorvido pelo organismo e depois removido por metabolismo (DURAN,

2006).

Figura 07: Estrutura quimica da (a) e-caprolactona na sua forma ciclica, com um anel
de sete membros e formula molecular CsHi0O2. b) Estrutura da poli-e-caprolactona

representada pela sua unidade monomérica, a e-caprolactona, com anel aberto

O

o |o IN§

Fonte: LINO, 2012.
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Ja a nanoemulsao consiste numa dispersao muito fina composta por uma fase de 6leo e
uma fase aquosa, com tamanho de gota, em escala manométrica (SANGUANSRI,
AUGUSTIN, 2006). Em funcdo do seu tamanho, quando o tamanho das goticulas ¢ inferior a
200 nm, estas sdo transparentes ou translucidas e quando o tamanho de goticulas se encontra
entre 200-500nm, estas sdo leitosas e possuem estabilidade contra sedimentacao (PONTES,

2001).

4.6. B-caroteno nanoencapsulado

Nos ultimos anos, foi observado um aumento significativo na aplicacdo da
nanotecnologia (LOBATO et al., 2013). De acordo com DURAN, MATTOSO; MORAIS
(2006), a nanotecnologia ¢ uma area de pesquisa e desenvolvimento ampla e multidisciplinar,
uma vez que se baseia nos mais diversificados tipos de materiais (polimeros, compdsitos e
biomateriais). Na area de alimentos, a identificacdo bacteriana e monitoramento de controle
de qualidade usando biosensores, sistemas de embalagens ativas sdo exemplos de aplicagdo da
nanotecnologia (LOBATO et al., 2013). Porém, a nanoencapsulacdo ¢ uma tecnologia
desenvolvida para proteger substancias gerando particulas com dimensdes manométricas pelo
uso de técnicas, como nanoemulsificagdo, nanocompositos e nanoestruturagdo, aumentando
assim a estabilidade e promovendo a funcionalidade, que inclui a liberagdo controlada dos
compostos bioativos. Diversos autores relatam a importancia da nanoencapsulagdo, pois essa
técnica ¢ responsavel pela maior estabilidade e funcionalidade dos compostos encapsulados, o
que inclui também a liberagdo controlada dos compostos bioativos tais como, antioxidantes,
Omega-3, vitaminas, carboidratos e lipidios (ASSIS et al., 2012; LOBATO et al., 2013;
SILVA et al., 2016).

Alguns estudos avaliaram o comportamento do B-caroteno nanoencapsulado, usando
técnicas da nanoencapsulagdo para melhorar a estabilidade dos carotenoides. Por exemplo,
TAN, NAKAJIMA (2005) estudaram a estabilidade de P-caroteno pelo método de
emulsificagio-evaporagio utilizando hexano como fase orginica e tween 20® como
emulsificante. As nanodispersdes apresentaram didmetro de 40 a 260 nm e foi verificado que
apos 12 semanas de armazenamento a 4° C, o teor de PB-caroteno foi de 25% em relacdo

quantidade inicial de 56%.
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Também foram produzidas nanocédpsulas de [-caroteno, utilizando amido como
material de parede, para adicionar em sucos, com as vantagens de melhor a solubilidade do B-
caroteno em agua, prolongar a vida-de-prateleira de sucos enriquecidos com esse tipo aditivo
e melhor a absor¢ao corporea (ASSIS et al., 2012).

Em outro estudo, Da Silva et al. (2016) avaliaram a estabilidade das nanocépsulas
obtidas a partir de uma mistura de -caroteno, a-caroteno e luteina (BALNs) e nanocapsulas
de P-caroteno sintético (BNs). Os autores relataram que logo apds o preparo ambas as
formulagdes apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo (aproximadamente 100 %) e apos
100 dias de armazenamento ainda restava cerca de 67,62 = 7,77 % de B-caroteno nas BALNs
e 11,69 £ 1,65 % de B-caroteno nas BNs. O teor de B-caroteno nas BALNs foi maior do que
nas BNs, provavelmente devido ao sinergismo que ocorre entre os compostos (B-caroteno, o-
caroteno e luteina).

Dos Santos et al. (2016) avaliaram a estabilidade do licopeno nanoencapsulado,
preparado pela deposicao interfacial do polimero poli-e-caprolactona, durante a
fotossensibilizacdo (5°C a 25° C), aquecimento (60’ C a 80" C) e refrigeracio (5° C). Os autores
concluiram que a nanoencapsulag¢ao fornece efeito protetor que impede a rapida degradacao
do licopeno sob fatores como luz, oxigénio e temperatura. A nanoencapsulacao além de
proteger, pode prolongar a capacidade do licopeno em extinguir o oxigénio singlete.

Em um estudo realizado por Lobato (2013), foi avaliada a estabilidade das
nanocépsulas de bixina (BIX-LNC) durante o armazenamento em temperatura ambiente
(25 °C) e durante experimentos de fotossensitizacao a 5, 15, 25° C, utilizando rosa de bengala
como sensitizador em condi¢des de saturagdo com ar e nitrogénio (Nz), durante 300 minutos.
Além disso, observou-se a estabilidade térmica do sistema nanométrico de bixina durante
aquecimento a 65, 80 e 95° C, na auséncia da luz, durante 120 minutos. Ambos os
experimentos de sensitizagdo e aquecimento foram realizados em sistemas-modelo de etanol-
agua (2:8). A distribuicdo do tamanho das particulas (BIX-LNC) apresentou um perfil
monomodal, com diametro médio de 199,00 £ 1,80 nm. As BIX-LNC foram obtidas com
aproximadamente 100 % de eficiéncia de encapsula¢do. Durante o armazenamento as BIX-
LNC foram consideradas estaveis por ndo apresentarem alteragdes significativas no didmetro
do potencial zeta. Apos 119 dias de armazenamento o teor residual de bixina foi de 45,7 £ 1,1
% em relacdo ao inicial. Durante a fotossensitizagdo, a bixina livre apresentou energia de

ativacdo de 7,09 e 8,96 Kcal/mol nas condigdes de saturagdo com ar e Ny, respectivamente. A
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bixina encapsulada (BIX-LNC) apresentou energia de ativagdo de 11,48 e 16,31 Kcal /mol sob
as mesmas condi¢des de saturagdo com ar e N2. Nos experimentos de aquecimento, a bixina
livre e encapsulada (BIX-LNC) apresentaram energia de ativacdo de 15,06 e 23,81 Kcal/mol,
respectivamente. Dessa forma, a encapsulacdo demonstrou ser uma técnica adequada para

proteger a molécula de bixina.

4.7. Produtos minimamente processados

Com o fendmeno da globalizagao, aliado a falta de tempo por motivos profissionais e a
dindmica do dia a dia, surgiram mudancas de comportamento alimentar e do estilo de vida da
populacdo mundial. Como consequéncia hd um aumento consideravel pela procura de
alimentos minimamente processados (HOLTZ, 2006).

Oms-Liu ef al. (2010) afirmam que o aumento na producdao e no consumo de frutas
minimamente processadas pode ser explicado pelo estilo de vida dos consumidores modernos,
aliado ao fato da maior procura por produtos in natura, pelos seus grandes beneficios,
evitando o consumo de alimentos industrializados.

Apesar dos produtos minimamente processados proporcionarem satde e bem-estar,
alguns autores como Paula et al (2009) afirmam que, ultimamente, vem crescendo o nimero
de doengas infecciosas associadas ao consumo de frutas minimamente processadas que chama
atencdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e do INDEC (Instituto
Brasileiro do Consumidor). Dessa forma, apds o processamento estas deverdao apresentar boa
qualidade fisico-quimica e microbioldgica, pelo fato de serem bastante pereciveis. Os
produtos minimamente processados (PMP) podem apresentar alteragdes indesejaveis, como o
escurecimento enzimatico. Essa desordem fisiologica ¢ desencadeada durante as etapas de
descascamento e corte dos produtos vegetais, pois nesse momento os substratos fendlicos
localizados nos vacuolos entram em contato com as enzimas catalizadoras das reacoes de
oxidagdo dos polifenois que estdo associadas as estruturas das membranas dos plasmideos
(SILVA et al., 2007), levando a perda de vitaminas, ao escurecimento e a perda de sabor
caracteristico (SOUZA, DURIGAN, 2007).

Nesse contexto, a magad ¢ uma fruta que pode ser comercializada na forma de produto
minimamente processado e representa a terceira fruta mais consumida pelas familias

Brasileiras (IBGE, 2010). Assim, destaca-se que o processamento de magds ¢ de extrema
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importancia, tendo em conta a procura elevada deste produto. Contudo, ¢ importante manter
as caracteristicas sensoriais do produto final, como cor, brilho, textura e sabor (HODGES,

TOIVONEN, 2008).

4.8. Aditivos Aplicados sobre Mac¢as Minimamente Processadas

A complexidade do processamento de alimentos associado a necessidade de aumentar
a vida util dos mesmos, torna o produto vulneravel a deterioragdo oxidativa. Portanto ¢
necessario a utilizagdo de substancias capazes de oferecer prote¢ao oxidativa (RICHARD-
FORGET et al., 1992).

De acordo com DAMODARAN, PARKIN, FNNEMA, 2010. (2010) muitas
substancias sdao incorporadas aos alimentos com o proposito funcional, no entanto quando
usados em alimentos processados, sdo designados de aditivos alimentares.

Alguns aditivos, como sal, sacarose, antioxidantes, cloreto de célcio, acido ascorbico e
corantes podem ser utilizados para prevenir o escurecimento enzimatico, aumentar a vida de
prateleira e melhorar a estabilidade, propriedades organolépticas e nutritivas dos produtos
minimamente processados (RIBEIRO, 2008).

Por exemplo, o cloreto de célcio tem mostrado efeito positivo quando aplicado por
imersdo em frutos e hortalicas, minimamente processadas, tornando as células dos tecidos
vegetais mais estruturadas. (MELO et al., 2009).

Deste modo, uma alternativa inovadora seria a utilizacdo do [-caroteno
nanoencapsulado e nanoemulsionado. Isso com o objetivo de diminuir a susceptibilidade a
oxidacdo, melhorar a solubilidade, melhorar a absor¢cdo corporea e contribuir
nutricionalmente, ja que o B-caroteno ¢ considerado um suplemento vitaminico (FAVORO-

TRINDADE et al., 2008; WEISSE et al., 2006)



CAPITULO II-MATERIAIS E METODOS

35



36

5. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Compostos Bioativos, do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.  As andlises de caracterizagdo fisico-quimicas das formulagdes nanométricas
desenvolvidas foram feitas em parceria com a Faculdade de Farmacia, também pertencente a

mesma Instituicao.

5.1. Materiais

Foram utilizados o Polimero PCL (Poli-g-caprolactona), o Span 60® (monoestearato de
sorbitano), o TCM (Triglicerideos de cadeia média), a acetona, o B-caroteno sintético (sigma
Aldrich®, USA), o Tween 80® e a 4gua milli-Q®. Os demais compostos quimicos utilizados
foram de grau analitico ou cromatografico.

As magads “Galas” (Malus domestica Borkh) utilizadas no experimento, foram
adquiridas na cidade de Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil. Foram colhidas 4pois atingirem a
maturidade (75% da superficie com cor vermelha). Os frutos foram transportados para o
Laboratério de Compostos Bioativos (Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da

Universidae Federal do Rio Grande do Sul.

5.2. Obtencao das nanocapsulas de B-caroteno de nucleo lipidico

As nanocapsulas de B-caroteno de nucleo lipidico foram preparadas pela técnica de
deposicao interfacial do polimero pré-formado, de acordo com a metodologia descrita por
Venturini et al. (2011), onde foram preparadas duas fases, uma organica e outra aquosa.

O polimero poli-s-caprolactona (0,5g), TCM (800 pl), Span 60® (0,19g), foram
dissolvidos em uma mistura de acetona (270 mL) e etanol (15 mL), a qual permaneceu sob
agitacdo magnética a 40" C em banho-maria durante 40 minutos (Figura 08). Apds
homogeneizagio do PCL, TCM e Span 60®, o B-caroteno sintético a uma concentra¢io de 30
ng/mL foi acrescido e mantido sob agitacdo durante 10 minutos a 40°C, com isso obteve-se a
fase orgéanica da formulacdo de nanocéapsulas. Esta fase organica foi injetada sobre a fase
aquosa, aquela produzida com Tween 80® e dgua MilliQ® (Figura 8a).  Essa mistura

permaneceu sob agitacdo magnética por 10 min a 25°C. A formulagdo de nanocapsulas (30



37

ng/mL de B-caroteno) foi reduzida por meio de rota-evaporador, até atingir um volume final

de 50 mL (figura 8b e 8c).

Figura 08: (a) Injecdo da fase orgénica na fase aquosa da nanocéapsula; (b) evaporagdo e (c)
Nanocapsula contendo B-caroteno de 30pg/mL.

Fonte: do autor
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5.3. Obtenc¢ao da nanoemulsao de p-caroteno

Estas foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Venturini et al.
(2011), aonde foram preparadas duas fases, uma organica e outra aquosa. Um diferencial ¢
que na fase organica da nanoemulsao nao foi utilizado o PCL (material de parede).

O TCM (800 pl), Span 60® (0,19g), foram dissolvidos em acetona (270mL) e etanol
(15mL), configurando uma mistura que permaneceu sob agitacdo magnética a 40’ C em
banho-maria durante 40 minuto. Apos homogeneiza¢io do TCM e Span 60®, o B-caroteno foi
acrescido ao meio e mantido sob agitagio durante 10 minutos a 40’ C, com isso obteve-se a
fase organica da formulacdo de nanoemulsdo. A fase organica foi injetada sobre a fase
aquosa, a qual foi produzida com Tween 80® e agua MilliQ® (Figura 9a). Essa mistura
permaneceu sob agitacdo magnética por 10 min a 25 °C. A solug¢do da nanoemulsdo (30
ng/mL de B-caroteno) foi reduzida por meio de rota-evaporador até atingir um volume final

de 50 mL. (Figura 9b e 9c¢).

Figura 09: (a) Injecdo da fase organica na fase aquosa da nanoemulsao; (b) evaporagdo e (c)
Nanoemulsdo contendo B-caroteno de 30pug/mL
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Fonte: do autor

5.4. Caracterizacao das formulacdes produzidas

Apbs sintese das formulagdes (nanocipsula e nanoemulsdo), estas foram
caracterizadas utilizando as varidveis dependentes, o diametro do tamanho das particulas e o
valor do span. Estas analises foram realizadas no mesmo periodo de armazenamento das
magcas “Gala”. O didmetro médio das particulas e o valor da amplitude foram mensuradas por

difracdo a laser (LD, Mastersizer 2000R® 5.61, Malvern Instruments, Reino Unido).

5.5. Preparo e tratamento das macas

Magcas cv. Gala foram selecionadas, lavadas, sanitizadas com hipoclorito de s6dio 150
ppm, enxaguadas e fatiadas com auxilio de ldmina afiada.

Apo6s o corte, as fatias foram imersas por dois (2) minutos nos seguintes tratamentos:
(1) macas minimamente processadas cv. Gala imersas em agua destilada; controle, (2) macas
minimamente processadas cv. Gala imersas em solu¢do de nanocéapsulas de B-caroteno (30
ng/mL) e (3) macgas minimamente processadas cv. Gala imersas em solu¢ao de nanoemulsao

de B-caroteno (30 pg/mL).
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As magas tratadas foram mantidas sob refrigeracao a 4° C durante 17 dias, sendo que

aos 0, 3,7, 12 e 17 dias de armazenamento foram realizadas as anélises fisico-quimicas.

5.6. Avaliacao dos parametros de qualidade

5.6.1. Coloracdio. A cor das amostras foi determinada usando um colorimetro (Figura
10), portatil Konica Minolta modelo CR-400®, Singapura. Esse equipamento utiliza método
objetivo, por meio de um sistema de leitura de trés parametros (CIE L a* b*), proposto pela
Comission Internacional de I’Eclairage (CIE) em 1971, o qual permite aferir a intensidade de
absorcdo na regido visivel para obtencdo dos parametros L, a* e b*. A coordenada L
representa a luminosidade (L= 0; preto e L= 100; branco) e a coordenada a* esta relacionada a
dimensao verde-vermelho; (+a* = vermelho e —a* = verde) e a coordenada b* esta associada a

dimensao azul-amarelo (+b* = amarelo e —b* = azul).

Figura 10: Colorimetro.

Fonte: https://www.google.com.br

5.6.2. Potencial hidrogenionico (pH). O pH das nanocépsulas e nanoemulsdo de B-
caroteno foi mensurado a 25°C com um potencidmetro (Quimis®, Q400A, Diadema, Sao
Paulo) (Figura 11) previamente calibrado com solu¢do tampao para calibragao pH 4,0 e 7,0.

Onde foram utilizadas 10 g de maca, e 50 mL de agua destilada, sendo que essa mistura foi
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homogeneizada e posteriormente feita a leitura. (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Todas

as amostras foram realizadas em triplicatas.

Figura 11: Potenciometro.
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Fonte: https://www.hexasystems.com.br/upload/produtos/1255 detalhe.jpg

5.6.3. Acidez Total Titulavel. Para a andlise de acidez total titulavel, determinada por
meio de titulagdo, utilizou-se uma bureta graduada (Figura 12), onde foram utilizadas 10 g de
maca, e 90 mL de agua destilada, sendo essa mistura homogeneizada e titulada com hidréxido
de sodio a 0,1 N até que a solucao atingisse pH 8,2. O resultado foi expresso em gramas de
acido malico/100 g de amostra. (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Todas as amostras

foram realizadas em triplicatas.

Figura 12: Bureta.

Fonte: https://www.tplaboratorioquimico.com/wp-content/uploads/2014/12/buretal-1-1.jpg
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5.6.4. Solidos Soluveis Totais. A determinacdo do teor de soélidos soluveis foi
realizada em um refratdmetro portatil digital Pocket ATAGO model PAL-3 (Japao) (Figura
13), sendo os resultados expressos em °Brix. O aparelho foi calibrado a temperatura ambiente
a 25°C, com agua destilada e as leituras das amostras em triplicata (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

Figura 13: Refratometro digital.

Fonte: https://www.milkpoint.com.br/img/artigo/conteudo/32326/

5.6.5. Textura. A determinacdo da firmeza foi realizada em um texturdmetro, com
variacdo de velocidade de 0,01 a 40 mm/s, for¢a de resolucdo de 0,1 g e uma forga de
resolucdo de distincia de 0,00lmm. (Figura 14) Stable Micro Systems (SMS), Extralab®,
Brasil (RODRIGUES, 2013).

Figura 14: TexturOmetro.

Fonte: https://blogextralab.files.wordpress.com/2012/06/post_12.png.
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5.6.6. Extracao de carotenoides da maca

A andlise de carotenoides foi realizada de acordo com o método de Rodrigues-Amaya
(1999), onde os pigmentos foram extraidos exaustivamente em equipamento Ultra Turrax
(IKA® T25 Digital-1/minx1000, Alemanha) (Figura 15). Como solvente extrator utilizou-se
acetona refrigerada, e a amostra foi composta de 1 g da mesma. O extrato obtido foi
saponificado com uma solugdo de KOH (10%) metandlico. Os extratos foram mantidos no
escuro por 12 h e posteriormente transferidos para uma solugao de éter de petroleo: éter etilico
(1:1) (v/v) e lavados com agua destilada para a remocdo do alcali. Apds a lavagem, os
extratos foram concentrados em um rota-evaporador (modelo Fisaton® 801/802, Sao Paulo,
SP, Brasil), secados em N2 e armazenados a -18 °C para posterior inje¢do no cromatdgrafo

liquido de alta eficiéncia (HPLC).

Figura 15: Ultra Turrax®.

Fonte: https://pim-resources.coleparmer.com/item/l/ika-9024222-t-25-ultra-turrax-digital-
homogenizer-kit-1594377.jpg

5.6.7. Identificacdo e quantificacdo de carotenoides

A 1identificagdo e quantificacdo dos carotenoides foi realizada de acordo com a
metodologia utilizada por MERCADANTE, BRITTON, RODRIGUES-AMAY A (1998).

Os extratos foram diluidos em éter-metil-terc-butilico (MTBE) e colocadas em
ultrasom por 3 minutos e, entdo, injetados em HPLC (Figura 16). Esse HPLC ¢ equipado com

um desgaseificador, uma bomba quaternaria e um injetor automatico acoplado a uma coluna



44

polimérica de fase reversa C30, 250 mmx4,6 mm, 3mm. A aquisi¢do e o processamento de
dados foram realizados com auxilio do Software CHEMSTATION®,

O B-caroteno foi eluido isocraticamente com uma taxa de fluxo de 1mL/min utilizando
como fase movel agua/metanol/terc-butileter (MTBE) a partir de 5:90:5, atingindo 0:95:5 em
12 minutos, 0:89:11 em 25 minutos, 0:75:25 em 40 minutos e, finalmente, 00:50:50 depois de
60 minutos. Os cromatogramas foram processados em um comprimento de onda fixo, na
absor¢do maxima do [-caroteno (450um). Todos os solventes utilizados foram de grau
cromatografico previamente filtrados em um sistema de filtragdo a véacuo Millipore®

utilizando uma membrana de 0,22um para solventes organicos.

Figura 16: HPLC.

Fonte: MERCADANTE, BRITTON, RODRIGUES-AMAYA (1998).
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Abstract

The aim of this study was to produce minimally processed apple associated with nanometric
systems (nanocapsules and nanoemulsion) loaded of B-carotene and evaluate the physical-
chemical and phytochemical stability of this food product during cold storage (4 °C; 0, 3, 7,
12 and 17 days). After the minimum processing, the samples were covered with distilled
water (C), B-carotene nanocapsules (NC) or B-carotene nanoemulsion (NE), and then stored
up to 17 days. The dependent variables observed were color, pH value, titratable acidity,
soluble solids, texture and carotenoid content (PB-carotene, lutein, zeaxanthin and f-
cryptoxanthin). The samples covered with distilled water presented 82.2% and 70.6% less B-
carotene than apple slices treated with NC and NE formulation, respectively. The results
obtained for this work confirm that the use of nanometric systems loaded with B-carotene

support the maintenance of quality of minimally processed apples.

Keywords: Nanoencapsulation; poly-g-caprolactone; vitamin A; carotenoids;

bioactive compound.
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1. Introduction

The market of fresh-cut products is one of the sectors of food industry with the highest
growth in recent years, due to the demand for fresh food with high practicality and nutrient
value (Sipahi et al., 2013). The International Fresh-cut Produce Association (IFPA) defines
fresh-cut product as any vegetable that is physically altered from its original form and keeps
its fresh state (IFPA, 1999).

Apples (Malus domestica Borkh), fruits that are highly popular and consumed in all
parts of the world, are widely used in the composition of fruit salad and snacks, in other
words, in fresh-cut form. The search for a healthy lifestyle find in minimally processed
products an excellent alternative, since it is difficult to have time to prepare fruits and
vegetables with the hectic life that much of the world's population possess.

Moreover, apple consumption has been associated with a decreased risk of chronic and
degenerative diseases, due to its wide variety of phytochemicals compounds that provide high
antioxidant activity and anticancer properties (Boyer; Liu, 2004). Among these
phytochemicals, apples are a good source of polyphenols, such as hydroxycinnamic acids,
flavan-3-ols, anthocyanidins, flavonols and dihydrochalcones (Tsao et al., 2005). Because
apples are rich in these polyphenols, the enzymatic browning of their surface occurs easily
when the vegetable tissues are damaged (Eissa et al., 2006; Holderbaum et al., 2010).

The opposite occurs with the carotenoid content, since its concentrations are low in
apple fruits in comparison with those in other fruit species. For example, Carica papaya L.
(papaya) has about 25 times more a-carotene, -carotene and lycopene and 30 times more [3-
cryptoxanthin, lutein and zeaxanthin than apple (Khoo et al., 2011). In the beginning of
development, apples have great amounts of photosynthetic pigments, such as chlorophyll and
carotenoids, in their pulp. However, with the maturation evolution a considerable proportion
of these carotenoids is lost (Ampomah-Dwamena et al., 2012).

Therefore, it is important the enrichment of food products, and this action can be
achieved by the addition of bioactive compounds to food matrices. However, bioactive
compounds when added in the free form can present significant losses caused by exposure to
light, oxygen and high temperatures (Bakowska, Kucharska and Oszmianski, 2003; Bonn et
al., 2010). An alternative to this obstacle is the use of bioactive compounds in the

encapsulated form, which prevents degradation / isomerization and allows solubilization of
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their in aqueous matrices. Moreover, encapsulated substances can be released in a controlled
form (Joye et al., 2014).

The nanotechnology has been used in this context and, this technique is considered
one of the main technology in the last decade, since it allows innovations in the field of
agriculture and food industry (Sekhon, 2014). Nanoencapsulation produce particle solution or
solid particles, with sizes ranging from 10 nm to 1 pum. Bioactive compounds can be
nanoencapsulated by different types of nanometric systems, such as nanoemulsion or
nanocapsules. A typical nanoemulsion is kinetically stable and contains oil, water and an
emulsifier (Gupta et al., 2016). While the nanocapsules are vesicular systems in which the
active compound is imprisoned to an oily or aqueous cavity surrounded by a polymeric
membrane (Soppimath et al., 2001).

In the case of enrichment of food products, the carotenoid highlighted is the B-
carotene. Besides providing antioxidant activity, the B-carotene present pro-vitamin A activity
since they possess B-ionone ring at the end of their hydrocarbon chain (Kopec et al., 2014). A
poor intake of vitamin A, in the case of children of pre-school age can induce night blindness,
impair growth and the immune system (Islam et al., 2016). In general, the main source of
vitamin A in human diet comes from fruits and vegetables and its deficiency
(hypovitaminosis) is recognized as a public health problem worldwide, with a greater focus
on developing countries in Africa, Asia and Latin America (OMS, 2011; Sommer, 2011).
Based on the recently mentioned fact it is emphasizes the importance of enriching food
products that are abundant in certain regions, which present low levels of -carotene.

The present research group recently published papers on the nanoencapsulation of
bioactive compounds. In one of these was produced, by the interfacial deposition of the
preformed polymer, characterized, and evaluated the stability of nanocapsules obtained from a
blend of B-carotene, a-carotene, and lutein (BALNs) and nanocapsules of synthetic B-carotene
(BNs) (Da Silva, et al., 2016). In sequence, a study on the stability of co-nanoencapsulated
carotenoids (blend of B-carotene, a-carotene, and lutein) in lipid-core nanocapsules under
different industrial treatments such as thermal and UV-light treatment was published (Da
Silva et al., 2017). Then, several studies have been conducted in the field of nanotechnology,
few combine nanoencapsulation with minimally processed products, and none of them
approaches the enrichment of vitamin A in poor products in this vitamin (Danza et al., 2015;

RoBle et al., 2011; Zambrano-Zaragoza et al., 2014; Zambrano-Zaragoza et al., 2016).
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Therefore, considering the importance of [B-carotene for human health and that
nanotechnology can be used to promote solubility, stability and control of the release of the
interest compound, the objective of this study was to produce fresh-cut apple associated with
nanometric systems loaded of [-carotene and evaluate the physical-chemical and

phytochemical stability of this food product during cold storage.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The poly-g-caprolactone biopolymer (PCL; Mw = 80,000; Sigma Aldrich®, USA) was
used as wall material for nanocapsules formulation. While the other materials such as Span
60® (sorbitan monostearate; Sigma Aldrich®, USA), medium chain triglycerides (TCM;
Delaware®, Brazil), synthetic B-carotene (Sigma Aldrich®, USA), Tween 80® (polysorbate;
Delaware®, Brazil) and Milli-Q® water (Millipore, USA) were used for nanocapsules and
nanoemulsion formulation. All other reagents were of analytical and chromatographic grade.

In this experiment were used 'Gala' apples (Malus domestica Borkh) from Vacaria
city, Rio Grande do Sul, Brazil (28°30°44”°S - 50°56°02’’W), they were harvested when
reached commercial maturity (75% of the surface with red color). The fruits were transported
to the Bioactive Compound Laboratory (Institute of Food Science and Technology, UFRGS),
where they were kept at 1 ° C for 24 h with a relative humidity (R.H.) of 85-90 % prior to use.

2.2. Nanosystems preparation
2.2.1. Development of nanocapsules and nanoemulsion loaded with f3-carotene

The nanocapsules and nanoemulsion formulation loaded with B-carotene was prepared
by the interfacial deposition of the preformed polymer technique according to Venturini et al.
(2011), where an organic and other aqueous phase were prepared. To produce the B-carotene
nanocapsules was used wall material (PCL), and to develop B-carotene nanoemulsions was
not used wall material (PCL). PCL (500 mg), TCM (800 ul), Span 60® (190 mg), were
dissolved in a mixture of acetone (270 mL) and ethanol (15 mL), which remained under
magnetic stirring at 40° C for 40 minutes. After homogenization of PCL, TCM and Span 60®,

was added B-carotene and kept under magnetic stirring at 40°C for 10 minutes to obtain the
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organic phase of nanocapsules formulation. This organic phase was injected into the aqueous
phase, which contained Tween 80® (385 mg) and Milli-Q® water (265 mL). The mixture
remained under magnetic stirring at 25 °© C for 10 min and the B-carotene nanocapsules
formulation (30 pg /mL) was concentrated in a rotary evaporator until a final volume of 50

mL.

2.2.2. Nanosystems characterization

The nanocapsules and nanoemulsion formulations were characterized using the
dependent variables particle mean diameter and span value. These analyzes were performed at
the same storage times of 'Gala' apples. The particle mean diameter and span value was
measured by laser diffraction (LD, Mastersizer 2000® 5.61, Malvern Instruments, United

Kingdom).

2.3. Minimum processing of apples and their enrichment with B-carotene

‘Gala’ apples were sanitized with a sodium hypochlorite solution (150 ppm) for 10
minutes, to reduce the microbial load present in the material. During the minimal processing
the apples were sliced and dipped for 2 minutes in solutions containing the following
treatments [C - distilled water (control), NC - nanocapsules formulation (30 pg/mL of -
carotene) and NE - nanoemulsion formulation (30 ug/mL of B-carotene)]. Then, the apple
slices were placed on sieves to drain the excess of water contained in the samples. After that,
the slices of ‘Gala’ apple were placed in polyethylene packaging and stored at 4 °C with 85-
90 % R.H. for 17 days, and the analyzes described in the sequence were performed at 0, 3, 7,

12 and 17 days of storage.

2.4-Evaluation of quality parameters

2.4.1-Coloring: The color of the samples was determined using a Konica Minolta®
equipment (CR-400, Singapore). An objective reading method was used, CIE L, a*, b*, which
was proposed by the International Commission of I'Eclairage (CIE) in 1971. This system

allows to measure the intensity of absorption in the visible region to obtain the parameters L,
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a* and b*. The coordinate L represents the brightness, while a* and b* are responsible for the

chromativity.

2.4.2-pH value: The pH value of the nanocapsules and nanoemulsions formulations
loaded with B-carotene were measured at 25°C with a potentiometer (Quimis®, Q400A,
Diadema,

Sao Paulo) previously calibrated with buffer solution for pH 4.0 and 7.0.

2.4.3-Titratable Acidity (TA): For analysis of titratable acidity, 10 g of apple and 90
ml of distilled water were used, and this mixture was homogenized and titrated with sodium
hydroxide until the solution reached pH 8.2.

2.4.4-Soluble Solids (SS): The determination of the soluble solids content was carried
out in a refractometer at 25°C, the results were expressed in °Brix.

2.4.5-Texture: Texture determination was performed in a texturometer at 25 °© C, with
velocity range of 0.01 to 40 mm / s, resolution force of 0.1 g and a distance resolution force of
0.001 mm. Stable Micro Systems (SMS), Extralab®, Brazil (RODRIGUES, 2013).

2.4.6-Extraction and determination of f-carotene on apple: The extraction and
determination of carotenoids was performed according Rodriguez-Amaya (1999), where the
pigments were extracted exhaustively in Ultra Turrax® equipment (IKA Ultra Turrax® digital,
model T25, Germany) at a speed of 8000 rpm. For the carotenoids extraction was used 1000
mg of sample and refrigerated acetone as extracting solvent, the extract obtained was
saponified with a solution of methanolic KOH (10%). The extracts were kept overnight in the
dark, then transferred to a solution of petroleum ether: ethyl ether (1: 1) (v / v) and washed
with distilled water to remove the alkali. After washing, it was concentrated in a rotary
evaporator for subsequent injection into the high performance liquid chromatograph (HPLC).
Thus, the extracts were injected into a chromatograph equipped with a degasser, a quaternary
pump and an automatic injector coupled to a reverse phase polymer column (C30, 250 mm x
4.6 mm, 3 mm). The mobile phase gradient (flow rate of 1 mL/min) was water/methanol/tert-
butylether from 5:90:5, reaching 0:95:5 in 12 minutes, 0:89:11 in 25 minutes, 0:75:25 in 40
minutes, and finally 00:50:50 after 60 minutes, the chromatograms were processed at the
maximum absorption of B-carotene (450 pum). All solvents used were of chromatographic
grade and previously filtered in a Millipore® vacuum filtration system using a 0.22 pm

membrane for organic solvents.



52

2.5. Statistical analysis

The formulations of the NC and NE were performed in triplicate, and the experimental
design was completely randomized. The physico-chemical data were subjected to variance
analysis (ANOVA), using SAS 8.0 software and, when significant the Tukey test (p < 0.05)
was applied. And the results of -carotene content over the storage period were expressed as

means + standard deviations in graphics.

3. Results and Discussion
3.1. Nanosystems characterization

The particle diameter was performed at 0, 3, 7, 12 and 17 days of storage (4 °C) of
nanocapsules (NC) and nanoemulsion (NE) formulations. NC formulation showed a
monomodal behavior with a diameter (D43) of 165 £+ 0.58 nm and span value of 1.57 + 0.01,
while NE formulation demonstrated a bimodal behavior with a diameter (D43) of 160 £ 0.58
nm and span value of 1.41 = 0.01 (Figure 1a). The span value in a suspension is related to the
homogeneity of the particles size distribution, and it was observed that both formulations (NC
and NE) presented statistical difference between their span values. Nanocapsules
demonstrated a monomodal behavior, suggesting that there was good homogeneity in particle
size dimension throughout the storage. In contrast, nanoemulsions demonstrated a bimodal
behavior throughout the storage, indicating contamination of particles larger than 1 nm in the
formulation; this is probably due to the agglomeration of the particles. The Figure 1b shows
that bimodal behavior of the NE formulation occurs over the days of storage. This indicates
contamination by particles with a diameter greater than 1 um in the nanoemulsion
formulation, probably due to particles agglomeration. In contrast, Cao-Hoang et al. (2011)
observed monomodal behavior for synthetic B-carotene into Tween® 80 micelles, this fact can
be explained due to differences between the encapsulation methods used. Very similar data
were found in a study developed by Da Silva et al. (2016), where synthetic B-carotene
nanocapsules were produced by the same technique of present work, and presented a mean

diameter (D43) of 190.33 £ 32.81 nm and span value of 1.71 + 0.13.



53

Figure 1. Particle size distribution (intensity), obtained by LD, of nanocapsules (NC) and

nanoemulsion (NE) formulations immediately after preparation (a) and over the storage time (0,

3,7, 12 and 17 days) (b).
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3.2. Physical-chemical and phytochemical stability of fresh-cut 'Gala' apple during cold
storage
Immediately after minimal processing and immersion in treatments C, NC and NE

(day 0), the apples showed the color coordinates presented in table 1. It is possible to observe
that apple slices treated with both nanometric systems (NC and NE) presented yellowish
color. This characteristic is due to B-carotene entrapped by the formulations, which occurs as
an orange pigment (Takyi, 2001). During the shelf-life of fresh-cut apples no statistical
difference was observed in the L parameter, suggesting that immersion in nanometric
formulations of B-carotene (NC and NE) does not affect negatively the samples brightness.

Independent of the observed factor (type of formulation and storage time), the a*
coordinate did not present statistical difference. The maintenance of he a* value on the slices
of apples treated (NC and NE formulation) was probably because of antioxidant properties of
the nanoencapsulated compound (B-carotene). The opposite was mentioned by Zambrano-
Zaragoza et al. (2014), where fresh-cut “Red Delicious” apples showed changes in the a*
values below 29% after 18 days of storage (4 °C) when treated with nanocapsules and
nanospheres of a-tocopherol.

In relation to b* values, it was observed that in all storage periods the lower b* values

occurred in apples wedges treated with control solution (C) when compared to those treated
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with nanometric systems (NC and NE). This episode is explained by the apparent coloration
(yellow) of the B-carotene formulations (NC and NE), which provides increases in the b *

value of the samples.

Table 1. Color coordinates (L, a* and b*) of fresh-cut 'Gala' apples treated with different

formulations (control, nanocapsules and nanoemulsion) stored at 4 °C for 17 days.

Formulation
Storage time (days) C NC NE

L
0 78.28 £0.28 A a 76.56 £2.37 Aa 7524+ 172 Aa
3 78.80+1.04 Aa 76.08+0.84 Ba 74.60+1.31 Ba
7 7695+ 1.63 Aa 76.63 £0.67 Aa 76.02+1.68 Aa
12 7733+ 156 Aa 7746 £0.96 A a 7529+0.67Aa
17 7476 £2.92 A a 7791 +£0.84 Aa 73.93+3.11Aa

a*
0 -0.84+£027Aa -0.65+t1.84Aa 0.83+0.82Aa
3 -0.83+1.67Aa 027+0.68 Aa 0.94+0.56 A a
7 0.03+1.54Aa -0.28+£0.57 Aa 0.73+1.28Aa
12 1.04+1.88Aa -033+£1.20Aa 142+1.02Aa
17 203+ 1.71 Aa -040+0.71 Aa 208+244 Aa

b*
0 26.88+1.41Ba 46.56 £0.82 Aa 4499+ 146 Aa
3 27.09+449Ba 4474+ 2.11 A ab 4498 +1.67 Aa
7 28.12+297Ba 42.51 +£2.80 A abc 4221+2.02Aa
12 28.80+3.82Ba 3953+£1.79Ac 4237+1.74Aa
17 30.77+3.54Ba 40.64 = 0.55 A be 4203+245Aa

Mean =+ standard deviation followed by the same capital letter in the row and by the same
lowercase letter in the column do not differ significantly (Tukey; p < 0.05). C (distilled water;
control), NC (nanocapsules formulation with 30 pg/mL of B-carotene) and NE (nanoemulsion
formulation with 30 pg/mL of B-carotene).

Over time the pH values of apple usually increases due to their climatric respiration
(Hulme et al., 1963), as occurred succinctly in the control samples. However, the treated
apples with NC and NE formulations demonstrated a higher stability of the pH values during
their shelf-life, probably due to the components of the nanometric systems (Table 2). For
example, the PCL which is one of the products used in the formulation of B-carotene
nanocapsules can provide greater acidity to the medium in which it is found, since the wall

degradation of nanocapsules release of acidic species and contributes to the decrease of pH
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values (Can et al., 2011). This high stability observed in the pH values favors the absence of
microbial growth on the fresh-cut products (Soliva-Fortuny, Elez-Martinez & Martin-Belloso,
2004).

The variations in malic acid content (TA) are shown in table 2. Before the discussion
of data it is important to emphasize the importance of acidity, since it affects the fruits flavor.
Independent of the observed factor (type of formulation and storage time), the TA did not
present statistical difference. According to Sadler and Murphy (1998), acids in fruit tend to
decrease with fruit maturity. However, in the present study, this difference was not observed,
probably the pre-treatment of apples with 1-MCP (1-methylcyclopropene) delayed the
maturation and senescence of them during the shelf-life. The 1-MCP is used in the extension
of the post-harvest life and maintenance of the quality of vegetal products. Under normal
conditions, ethylene gas binds to protein receptors of plasma membrane, which generates
responses to maturation. The 1-MCP binds to these receptor sites, inhibiting the action of
ethylene and retarding the ripening process (Blankenship; Dole, 2003).

The table 2 shows the behavior of SS in apples slices stored for 17 days. The control
samples had a 5.82 % decrease in SS with respect to their initial days (0), whereas the apples
dipped in NC and NE formulation not showed changes in SS values during shelf-life.
According to Conforti and Totty (2007), the soluble solids variations depend of the coating
composition. A study conducted by RoBle et al. (2011) obtained similar results to the present
work, since the apples treated with probiotic bacteria not demonstrated changes in their
content of soluble solids during storage. However, Zambrano-Zaragoza et al. (2014) report a
reduction of soluble solids content in fresh-cut “Red Delicious” apples stored for 18 days (4°
C) and treated with xanthan gum, nanospheres of a-tocopherol, nanospheres of a-
tocopherol/xanthan gum, nanocapsules of a-tocopherol, nanocapsules of a-tocopherol/xanthan
gum, nanoemulsion of a-tocopherol and nanoemulsion of a-tocopherol/xanthan gum.

In general, the minimally processed apples treated with NC formulation presented
greater firmness from the third to the time of storage, ranging from 8,77 + 1.67 N to 8.83 +
0.95 N. This fact probably occurred due to the presence and the released control of the -
carotene bioactive compound, which protects and inhibits the action of the pectin methyl
esterase by the homogeneous distribution of the nanocapsules of B-carotene (Zambrano-

Zaragoza et al., 2014). The pectin methyl esterase is responsible for hydrolysis of pectic
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substances present in the cell wall of plant tissues, which leads to loss of firmness of the plant

material (Soliva-Fortuny et al., 2003).

Table 2. Physical-chemical parameters of fresh-cut 'Gala' apples treated with different

formulations (control, nanocapsules and nanoemulsion) stored at 4 °C for 17 days.

Formulation
Storage time (days) C NC NE
pH
0 399+ 0.05AD 398+0.10A a 407+0.15A a
3 391+0.08Bb 396+0.03Ba 4.12+0.05A a
7 4.02+0.02 A ab 4.03+0.01 Aa 413+0.08Aa
12 4.18+0.08A a 4.08+0.08Aa 424+ 0.05Aa
17 4.09+0.10 A ab 398+0.11 Aa 4.09+0.08A a
TA (% malic acid/g)
0 026+0.04 Aa 025+0.02Aa 029+0.05Aa
3 029+0.04 Aa 0.29+0.01 Aa 025+0.02Aa
7 024+0.02Aa 0.23+0.02Aa 023+0.04 Aa
12 0.23+0.03Aa 024+0.01l Aa 0.23+0.00A a
17 021+0.02Aa 0.25+0.07Aa 023+0.03Aa
SS (°Brix)
0 11.33£0.58 A ab 13.00£1.73 Aa 14.67+3.51 Aa
3 11.67+£0.58 A ab 15.00£2.65Aa 13.67+2.08 A a
7 11.33£0.58 A ab 1533 +£2.08 Aa 1200+ 1.73 Aa
12 13.00£1.00 A a 12.00£0.00 A a 1333+ 1.53 Aa
17 10.67+0.58 Ab 11.00£1.00 A a 11.00£1.00 A a
Texture (N)
0 8.69+0.67Aa 8.77+1.67 Aa 7.74+0.69 A a
3 6.61 191 ABa 10.01+£1.72A a 6.07+0.29B a
7 879+ 121 ABa 9.27+1.99 A ab 540041 Ba
12 6.51+093 Aa 897+1.78 A ab 587+1.59Aa
17 6.57+138Aa 8.83£0.95 A ab 6.53+122Aa

Mean =+ standard deviation followed by the same capital letter in the row and by the same
lowercase letter in the column do not differ significantly (Tukey; p < 0.05). C (distilled water;
control), NC (nanocapsules formulation with 30 pg/mL of B-carotene) and NE (nanoemulsion
formulation with 30 pg/mL of B-carotene).

The figure 2 illustrates the B-carotene content present in each analysis period (0, 3,
7, 12 and 17 days) of fresh-cut 'Gala' apples treated with C, NC and NE. Observing the graph,
it is possible to report that B-carotene content varied according to applied treatment (C, NC
and NE formulation) and time of storage for apples. The samples covered with distilled water

(control) presented 82.2% and 70.6% less PB-carotene than apple slices treated with NC and
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NE formulation, respectively. It should also be noted that release of B-carotene increased
gradually to the 7th day of storage of the apples treated with nanometric solutions (NC and
NE). Zambrano-Zaragoza et al. (2016) investigated the release kinetics of P-carotene
nanocapsules/xanthan gum coating in fresh-cut melon and observed that systems loaded with
B-carotene nanocapsules (alone or in combination with xanthan gum) presented in a first
moment the maximum release of B-carotene (from 0 days to ninth day of storage). They
explained this fact by the diffusion of B-carotene and/or the opening of the nanocapsules on
the fruit. When analyzing this data it becomes clear the possibility to obtain fortified

vegetables products by nanoencapsulation technique.

On the other hand, from day 7th to day 17th there was a decrease in the B-carotene
content, this degradation is probably due to the lower amounts of f-carotene in the remaining
nanocapsules and the adverse conditions (presence of light and oxygen) that affect the

compounds of interest.

Immediately after the minimum processing of fruits and their respective treatment
with nanometric systems (NC and NE), it was observed a higher B-carotene content in the
samples coated by NC formulation. During the formulation production partial losses of the
compounds of interest can occur, due to process conditions such as homogenization time,
shear rate of homogenization (expressed in terms of the rpm of the homogenizer) and number
of cycles between each homogenization that can affected the physical and chemical stability
of formulation (Silva et al., 2011). Another study, conducted by Tan and Nakajima (2005),
observed that pronounced loss of B-carotene in nanoemulsion is due to a larger surface area of
this system and to a free radicals production during homogenization. The absence of wall
material in a nanoemulsion exposes the encapsulated compounds to oxidation, which can be

facilitated in the presence of oxygen and light.

Both formulations (NC and NE) demonstrated similar behavior regarding the [-
carotene retention during the refrigerated storage (4°C). However, the carotenoid content
present in the apples treated by NC formulation was higher than those treated by NE
formulation in all shelf-life days. This statistical difference between the carotenoid content
present in apples treated with NC and NE formulations can be attributed to the retention

capacity of each system with vegetable matrix.
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Zambrano-Zaragoza et al. (2014) observed the effect of nano-coatings produced
with a-tocopherol and xanthan gum (nanoemulsion, nanoemulsion/xanthan gum,
nanocapsules, nanocapsules/ xanthan gum, nanospheres, nanospheres/ xanthan gum
containing DL-a-tocopherol) on shelf life and browning index of freh-cut "Red Delicious"
apples. Itwas found that apple pieces treated with DL-a-tocopherol nanocapsules had a better
visual appearance in relation to the other samples, this was probably due to the increased

homogeneity distribution on surface area covered.

Figure 2. B-carotene content in the fresh-cut 'Gala' apples treated with different formulations

(C, NC - 30 pg/mL of B-carotene and NE - 30 pg/mL of B-carotene) and stored (4 °C) for 17
days.
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The measurement of B-carotene content by HPLC allows the quantification of other
carotenoids of the sample. In the case of apple, there is also lutein, zeaxanthin and
cryptoxanthin. During the refrigerated storage of the apple slices, there was no statistical
difference between the lutein content of treated apples (C, NC and NE formulation). And in
general (up to 7 days of storage), during the apple wedges shelf-life the levels of zeaxanthin
and cryptoxanthin were higher in the samples treated by nanometric formulations (NC and
NE; Figure 3). This demonstrates the protective effect of nanometric system and p-carotene

on the other carotenoid in the sample.
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To summarize the recently explained results, it should be noted that the minimally
processed "Gala" apples covered with B-carotene nanocapsules presented higher retention of

carotenoids and good visual characteristics during the refrigerated storage.

Figure 3. Carotenoid content (Lutein, zeaxanthin and B-cryptoxanthin) in the fresh-cut 'Gala'
apples treated with different formulations (C, NC - 30 pg/mL of B-carotene and NE - 30
ng/mL of B-carotene) and stored (4 °C) for 17 days.
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4. Conclusion

The nanometric systems (nanocapsules and nanoemulsion) loaded with B-carotene
used in association with fresh-cut 'Gala' apples demonstrated high efficiency in the
fortification of these products, additionally helped to increase the shelf-life. Among these

systems, the apple slices treated with [B-carotene nanocapsules showed superior results
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regarding the carotenoid content, it can be attributed to the retention capacity of each system
with vegetable matrix. Then, the results obtained by this study suggest that the association of
nanometric systems with fresh-cut apples promotes the enrichment of these products, which

demonstrates an opportunity for the industrial food sector.
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7. DISCUSSAO GERAL, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1. Discussao Geral

De acordo com os resultados obtidos, o uso de formulagdes nanométricas (NC e NE)
surge como uma alternativa para que seja possivel conferir maior estabilidade, solubilidade, e
aplicabilidade do B-caroteno em mag¢ds minimamente processadas.

Nesse estudo, macds 'Gala’ minimamente processadas tratadas com formulacdes
nanométricas (NC e NE) de B-caroteno e armazenadas por até 17 dias a 4°C foram avaliadas
quanto aos parametros fisico-quimicos de coloragdo, pH, acidez titulavel, sélidos soluveis
totais e textura e fitoquimicos de carotenoides individuais. As macads tratadas com
formulagdes nanométricas apresentaram maior estabilidade em comparacdo com as magas
tratadas com agua destilada (controle). Isso pode ser observado, por exemplo, por meio do
parametro de textura, ja que as fatias de magas tratadas com a formulacao de nanocépsulas de
[-caroteno apresentaram resultados promissores na conservagdo da sua textura.

Em relagdo as coordenadas de cor, os maiores valores de b* foram encontrados nas
macas tratadas por solugdes nanométricas de P-caroteno, o que indica uma tonalidade
amarela. Essa coloracdo nao desconfigura os padrdes de cor originais do produto, o que
contribui para a aceitagdo do mesmo pelos consumidores.

As magas 'Gala' tratadas por solugcdes nanométricas de P-caroteno apresentaram ao
longo do armazenamento refrigerado (4 °C) conteudos de carotenoides superiores as magas
controle. Isso contribui para a manutencdo da qualidade do produto durante sua vida-de-
prateleira, ja que o composto encapsulado ¢ um agente antioxidante. Além disso, foi possivel

o enriquecimento (fortificacdo) da matriz alimenticia estudada com B-caroteno (vitamina A).
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7.2. Conclusoes

A nanoencapsula¢do ¢ uma alternativa para a indtstria de alimentos. Pois, o uso desta
técnica pode melhorar a solubilidade e a estabilidade do B-caroteno as condi¢des adversas,
principalmente quando este ¢ incorporado em alimentos. Assim, este pigmento
nanoencapsulado apresenta potencial para ser utilizado na fortificagdao nutricional e coloragao
de alimentos. Pararelamente a esse fato, houve maior retengdo de B-caroteno, nas macas
tratadas com formulacdo de nanocdpsulas; sendo que as fatias contendo [-caroteno
apresentaram maior estabilidade quando comparada com &s magas controle.

Nanocapsulas sdo capazes de permanecer na superficie das macgas, com melhorando a
qualidade durante o armazenamento sob refrigeracdo. O uso da formulagdo de nanocépsulas
contendo P-caroteno foi mais eficaz quando comparadas com a formula¢do de nanemulsdes

contendo B-caroteno.

7.3. Perspectivas

As formulagdes contendo B-caroteno nanoencapsulado sao promissoras, podendo ser
utilizadas na industria de alimentos como antioxidante ou corante natural. Um campo de
aplica¢do das nanocépsulas seria no setor de bebidas, como por exemplo, o uso do pigmento
como corante natural em isotonicos.

Sugere-se ainda, a realizacao de estudos in vitro, pelo método ABTS, para determinar
a atividade antioxidante do B-caroteno nanoencapsulado, aplicado em produtos alimentares.

Sugere-se também estudos in vitro, sobre o mecanismo de liberagdo do B-caroteno

nanoencapsulado.
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