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RESUMO

Os carotenoides sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza e estdo presentes, em
sua maioria, nos tecidos vegetais. Nos ultimos anos, diversos estudos sugerem que o
consumo de frutas e verduras com elevado teor destes compostos bioativos, estd associado
a diminuicdo da incidéncia de algumas doengas em seres humanos. No entanto, os
carotenoides apresentam algumas caracteristicas indesejaveis como a instabilidade frente a
luz, ao calor e ao oxigénio, além da insolubilidade em meio aquoso, o que os torna, sob
certo aspecto, inviaveis para a utilizagdo em formulagdes alimentares e farmacéuticas.
Neste contexto, o presente estudo desenvolveu nanocépsulas poliméricas, contendo luteina,
com o objetivo de melhorar a solubilidade e estabilidade deste carotenoide. As
nanocapsulas de luteina foram desenvolvidas pela técnica de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado poli (e-caprolactona). Os cristais de luteina foram obtidos a partir de
flores de Tagetes patula por extragcdo exaustiva usando tetrahidrofurano para obtengdo de
luteina 92% pura. Paralelamente, os ésteres de luteina foram extraidos utilizando-se um
sistema de extragdo com fluido supercritico de CO; e etanol a 10%. As nanocéapsulas foram
preparadas, caracterizadas e sua estabilidade investigada. Os resultados mostraram
distribui¢cdo de tamanho monomodal com indice de polidispersdo de 0,11 + 0,02, didmetro
médio de 191,90 + 3,24 nm, potencial zeta de —5,14 + 2,22 mV e eficiéncia de
encapsulagdo de 99,51%. As propriedades fisico-quimicas da suspensdo de nanocapsulas
poliméricas foram avaliadas em funcdo do tempo de armazenamento para determinar a
estabilidade da formulacdo. Apos 60 dias de armazenamento (4 °C), a nanocapsula
manteve-se estavel, sem alteracdes significativas no didmetro e cor (p > 0,05); e o contetido
residual de luteina foi de 36% em relagdo ao valor inicial. No entanto, a nanocépsula
armazenada a 25 °C apresentou altera¢des no potencial zeta, pH, valores de cor e conteudo
residual ao longo do tempo, quando comparada as nanocépsulas armazenadas a 4 °C. O
teor de luteina nas nanocéapsulas apds 90 dias de armazenamento a 4 °C e 25 °C apresentou
valores superiores aos da luteina livre, ap6s 30 dias de armazenamento nas mesmas

condi¢des. Outro estudo realizado neste trabalho foi a avaliacdo da estabilidade da luteina



(92% de pureza) nas nanocépsulas produzidas, durante fotossensibilizacdo (5-25 °C) e
aquecimento (70-90 °C) em sistema modelo. Durante a fotossensibilizagdo e aquecimento,
a luteina nanoencapsulada exibiu energia de ativacdo (Ea) de 24,67 kcal/mol e 9,96
Kcal/mol, respectivamente, e estes valores foram superiores aos valores para luteina livre
relatados em outros estudos para ambos os experimentos. Assim, a nanoencapsulagio
permitiu a solubilizagdo da luteina em meio aquoso, aumentou a estabilidade da luteina

frente ao tratamento térmico e radiagdo luminosa.

Palavras-chave: solubilidade; estabilidade; nanocaspsula; luteina



ABSTRACT

Carotenoids are pigments widely distributed in nature and are mostly present in plant
tissues. In recent years, several studies have suggested that the consumption of fruits and
vegetables with a high content of these bioactive compounds are associated with a decrease
in the incidence of some diseases in humans. However, carotenoids exhibit some
undesirable characteristics such as instability against light, heat and oxygen, as well as
insolubility in aqueous media, which makes them in some ways unviable for use in food
and pharmaceutical formulations. In this context, the present study developed polymeric
nanocapsules, containing lutein, with the aim of improving the solubility and stability of
this carotenoid. Lutein nanocapsules were developed by the technique of interfacial
deposition of the preformed polymer poly-e-caprolactone. The lutein crystals were obtained
from Marigold flowers by exhaustive extraction using tetrahydrofuran to obtention of lutein
92 % pure. In parallel, the lutein esters were extracted using a supercritical fluid extraction
system with CO; and ethanol 10%. The nanocapsules were prepared, characterized and
their stability investigated. The results showed monomodal size distribution with
polydispersity index of 0.11 £ 0.02, z-average of 191.90 + 3.24 nm, zeta potential of —5.14
+ 2.22 mV and encapsulation efficiency of 99.51%. The physicochemical properties of
polymeric nanocapsules suspension were evaluated in function of storage time to determine
the formulation stability. After 60 days of storage (4 °C) the nanocapsules were stable
without significant changes in diameter and color (p > 0.05); and residual content of lutein
was 36 % relative to initial value. However, nanocapsules stored at 25 °C presented
changes in zeta potential, pH, color values and residual content over time when compared
to nanocapsules stored at 4 °C. Lutein content in the nanocapsules after 90 days of storage
at 4 °C and 25 °C presented superior values than free lutein after 30 days of storage in same
conditions. Thus, the nanoencapsulation allowed the solubilization of lutein in aqueous
medium and increased the stability of lutein in different temperatures. Another study
carried out in this work was to evaluate the stability of lutein (92% of purity) in lipid-core
nanocapsules, prepared by interfacial deposition of preformed polymer, during

photosensitization (5-25 °C) and heating (70-90 °C). During photosensitization and heating,



nanocapsules exhibited activation energy (E.) of 24.67 kcal/mol and 9.96 Kcal/mol,
respectively, and these values to nanocapsules were superior than free lutein values
reported in other studies for both experiments. The results obtained in this study suggest
that nanotechnology can improve the stability of lutein. Thus, the nanoencapsulation
allowed the solubilization of lutein in aqueous medium, increased the stability of lutein

against heat treatment and light radiation.

Keywords: solubility; stability; nanocapsule; lutein.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o aumento da preocupagdo com a saude e a qualidade de vida
tem levado os consumidores a uma preferéncia por alimentos contendo compostos naturais
e com propriedades benéficas a saiide. Destacam-se dentre tais compostos bioativos, 0s
carotenoides, sobretudo devido a sua atividade biologica e propriedades antioxidantes.

Dependendo das caracteristicas estruturais, os carotenoides podem ser classificados
como carotenoides pro-vitamina A (B-caroteno, o-caroteno, y-caroteno) e carotenoides nao
precursores da vitamina A, como por exemplo, luteina, zeaxantina, astaxantina e
violaxantina (PRIYADARSHANI, 2017).

Muitos estudos sugerem que os carotenoides podem conferir vantagens
significativas a saude humana, mantendo as principais fungdes corporais e prevenindo
enfermidades relacionadas a inflamag¢do, como doengas cardiovasculares, oftalmolégicas,
pulmonares e neurodegenerativas, bem como alguns tipos de cancer (MADAAN et al.,
2017; SURH et al., 2017; KRINSKY et al., 2003; ALVES-RODRIGUES e SHAO, 2004;
DAGNELIE et al., 2000; BROW et al., 1999).

A luteina ¢ o segundo carotenoide prevalente no plasma sanguineo humano (o B-
caroteno ¢ o primeiro), e esse carotenoide esta abundantemente presente em vegetais como
couve e espinafre (KAULMANN e BOHN, 2014). Além de vegetais, as flores também
podem ser usadas como fonte de luteina para a producdo de suplementacdo dietética
(VECHPANICH e SHOTIPRUK 2011). No entanto, a produgdo comercial de luteina ¢
restrita apenas a poucas espécies, € apenas as flores de Tagetes sdo comercialmente
cultivadas como fonte deste carotenoide (BENITEZ-GARCIA et al. 2014; KHALIL et al.
2012).

Usualmente designadas como "pigmentos da macula", a luteina e seu isomero, a
zeaxantina, sdo conhecidas por fornecerem protecdo contra a Degeneracdo Macular
Relacionada a Idade (DMRI), mediada por sua capacidade de eliminar espécies reativas de

oxigénio prejudiciais, que sdo formadas nos fotorreceptores (LANDRUM e BONE, 2001).
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Apesar de possuir importantes atividades bioldgicas, a luteina ¢ uma molécula
instdvel e com biodisponibilidade muito baixa, causada principalmente, por sua baixa
solubilidade em meio aquoso. A estabilidade da luteina varia amplamente no
processamento € na estocagem, dependendo da temperatura, da disponibilidade de
oxigénio, exposicdo a luz, atividade de &gua, umidade, acidez, presenga de metais,
peroxidos, lipoxigenases, antioxidantes e prooxidantes (EL-AGAMEY et al., 2004).

Os carotenoides t€ém capacidade de estabilizar moléculas eletronicamente excitadas,
tais como oxigénio singlete e sensitizadores. A estabilizagdo pode ocorrer de duas
maneiras: quimica e fisicamente. Na estabiliza¢do quimica, ha a unido entre o carotenoide e
a molécula excitada, por sua vez na estabilizagdo fisica, a molécula excitada transfere sua
energia para o carotenoide, tornando-se com menor energia. Em seguida, o carotenoide
libera energia em forma de calor para o ambiente, retorna ao seu estado fundamental e pode
realizar novos ciclos de estabilizacdo. Entretanto, pode ocorrer a degradagdo do
carotenoide, impedindo a realizagdo de novos ciclos de estabilizagdo (YAHIA; ORNELAS-
PAZ, 2010).

Uma estratégia alternativa para aumentar a bioacessibilidade e absorcdo de
carotenoides e outros bioativos lipofilicos, ¢ a encapsulagdo dos compostos dentro de micro
e nanoestruturas para adicdo em alimentos e bebidas. Essas abordagens tém mostrado
aumentar a estabilidade dos compostos durante o processamento e armazenamento, €
melhoraram a recuperacio e bioacessibilidade apos a digestdo (ALVAREZ-HENAO et al.
2018).

Atualmente, a nanotecnologia ¢ uma importante ferramenta para o desenvolvimento
de sistemas de transporte de carotenoides, 6leos essenciais, vitaminas e outros extratos
vegetais, como os polifendis, tanto na area farmacéutica como na industria de alimentos.

A nanotecnologia inclui todos os sistemas de tamanho submicron (<1000 nm),
preferencialmente aqueles que medem 100-500 nm. Sua maior area de superficie por massa
em comparacdo com particulas maiores de mesma composi¢do quimica torna os
nanossistemas mais estdveis e biologicamente ativos, permitindo a incorporagdo de

substancias hidrofobicas e/ou ativas que ndo alteram muito sua aparéncia ou transparéncia,
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mantendo suas caracteristicas originais e ainda auxiliam no aumento da vida util dos
alimentos (ZARAGOZA-ZARAGOZA et al. 2018).

Dentre as op¢des de encapsulamento de bioativos, as nanoparticulas poliméricas
tém apresentado resultados satisfatorios no transporte e liberacdo destes compostos.
Dependendo da composi¢do, as nanoparticulas podem ser chamadas de nanocapsulas ou
nanoesferas. A presenca de oleo nas nanocapsulas conduz a uma estrutura vesicular,
enquanto a sua auséncia em nanoesferas proporciona uma organizacdo matricial das cadeias
poliméricas. As nanocépsulas podem ser preparadas utilizando polimeros pré-formados por
deposicao interfacial do polimero (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Diante do exposto, o uso da nanoencapsulacdo apresenta-se como uma excelente
alternativa para melhorar a estabilidade de pigmentos como a luteina, tornando possivel sua

incorporagdo em sistemas alimenticios hidrossoluveis sem a perda de suas propriedades.
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CAPITULO 2
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver nanocapsulas de nucleo lipidico contendo luteina e avaliar a
estabilidade destas durante o armazenamento e em testes de fotossensibilizacdo e

aquecimento a diferentes temperaturas.

2.1.1 Objetivos especificos

e Isolar e purificar luteina utilizando como matéria-prima as pétalas de Tagetes patula

L. por método de cristalizagao.

e Extrair os compostos bioativos presentes nas flores de Tagetes patula L.
empregando o dioéxido de carbono supercritico como solvente e etanol como co-

solvente.

e Desenvolver nanocapsulas de luteina a partir de cristais de alta pureza pela técnica
de deposicao interfacial de polimero pré-formado utilizando poli-(e-caprolactona)

(PCL).

e (Caracterizar as suspensdes de nanocapsulas de luteina através da determinacdo da
eficiéncia de encapsulamento, viscosidade, pH, andlise colorimétrica, morfologia,

diametro médio de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta.

e Avaliar a estabilidade das nanocépsulas pela determina¢do do diametro médio de
particula, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH, andlise colorimétrica e
concentracdo de luteina durante armazenamento em temperatura ambiente e

refrigerada.
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CAPITULO 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA E FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Os carotenoides

Os carotenoides sdo compostos lipofilicos coloridos, geralmente apresentando
coloragdo amarela, laranja ou vermelha e estdo amplamente distribuidos na natureza. A
maioria dos carotenoides apresenta uma estrutura carbdnica de espinha dorsal, constituida
por unidades de isopreno, e estdo divididos em dois grupos: os carotenos e as xantofilas. Na
Figura 1 estdo exemplificadas algumas estruturas quimicas de carotenoides.

Embora sejam micronutrientes, presentes em niveis muito baixos (microgramas por
grama), esses compostos estdo entre os constituintes alimenticios mais importantes. Sao
pigmentos naturais responsaveis pelas cores de muitas frutas, hortalicas e gema de ovo.
Além disso, estdo presentes em muitos organismos marinhos, incluindo algas, crustaceos e
microrganismos, tais como microalgas, cianobactérias, fungos e bactérias heterotroficas
(GALASSO et al. 2017).

Sdo também substancias bioativas com efeitos benéficos a saude (Tabela 1), e
alguns deles apresentam atividade pro-vitaminica A (RODRIGUEZ-AMAYA et al. 2008).

Dietas ricas em luteina t€ém sido associadas a reducdo do risco de falha da visao
devido a Degenera¢ao Macular Relacionada a Idade (DMRI), a principal causa de cegueira
irreversivel entre as populacdes idosas (WANG et al. 2006).

Os carotenoides compreendem dois grupos estruturais: os carotenos, que possuem
cadeia caracterizada pela presenca de carbono e hidrogénio e as xantofilas que apresentam
oxigénio na cadeia e consistem em derivados que geralmente contém grupos hidroxila,

epoxido e aldeido (SCHWARTZ, 2010).
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Figura 1. Estruturas quimicas de alguns carotenoides importantes em alimentos.
Fonte: LIU et al. (2014)
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Carotenoides compostos somente por hidrocarbonetos (p.ex.: B-caroteno, licopeno)
sdo denominados simplesmente de carotenos e aqueles com fungdes quimicas oxigenadas
sdo chamados de xantofilas. Os grupos substituintes oxigenados mais comuns sao os grupos
hidroxila (como da B-criptoxantina), ceto (como da cantaxantina), epoxido (como da
violaxantina) e aldeido (como da B-citraurina). Os carotenoides podem ser aciclicos (como
o licopeno), monociclicos (como o y-caroteno) ou biciclicos (como o a- e f-caroteno). Na
natureza, os carotenoides se apresentam predominantemente na forma al// trans (ou all-E),
que ¢ mais estdvel, embora pequenas quantidades de isdmeros cis (ou Z) também possam

ser encontradas (RODRIGUEZ-AMAYA et al. 2008).
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Tabela 1. Beneficios para a saide humana de alguns carotenoides.

Beneficios Referéncias
Luteina Prevencdo da catarata Manayi et al. (2015); Bone e
Acdo Antioxidante Landrum (2003);
Prevencdo de doencas cardiovasculares Vijayapadma et al. (2014)
B-Caroteno Prevengdo da cegueira noturna Dufossé et al. (2005)
Propriedade antioxidante Shaish et al. (2006)
Prevencao de fibrose hepatica Virtamo et al. (2014)
Licopeno Anticancerigeno Viuda-Martos et al. (2014)
Prevencdo de doengas cardiovasculares Srinivasan et al. (2009)
Protecdo contra radiagdes Devasagayam et al. (2004)

Propriedade antioxidante

Fucoxantina Prevencao a obesidade Abidov et al. (2010)

Propriedade antioxidante Nanba e Toyooka (2008)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

3.2 Luteina

Entre os carotenoides importantes para a saide humana, destaca-se a luteina (3,3-
dihidroxi-a-caroteno), uma xantofila que se acumula na macula, parte central da retina
humana responsavel pela acuidade visual. A luteina, juntamente com a zeaxantina, ¢é
responsavel pela pigmentagdo amarela caracteristica dessa regido ocular (NWACHUKWU
et al. 2016).

Ao contrdrio de outros carotenoides, como o B-caroteno, a luteina ndo ¢ um
precursor da vitamina A; no entanto, descobriu-se que este fitoquimico de cor laranja
brilhante tem muitos efeitos benéficos para a satide. Desta forma, este bioativo ¢ um dos
componentes essenciais para o sustento de fungdes fisiolégicas humanas vitais. Uma vez

que o corpo humano nao pode sintetizar luteina por si so, sua necessidade precisa ser
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satisfeita de fontes dietéticas como verduras de folhas verdes escuras como espinafre, feijao
e couve, vegetais como o milho e frutas contendo luteina como kiwi, uva e laranja.

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo, e consequentemente, 0 maior
nimero de idosos no mundo, a utilizagdo da luteina como forma de combate e prevengao de
doencas degenerativas ¢ uma alternativa interessante e sua aplicagdo como ingrediente em
bebidas e alimentos pode ser bastante conveniente e atrativa (MAUS, 2011).

A luteina apresenta grupos terminais e €, enquanto a zeaxantina ¢ simétrica e
possui dois grupos terminais [. Tanto a luteina quanto a zeaxantina sdo
dihidroxicarotenoides com grupos hidroxila localizados nos carbonos 3 e 3".

O extensivo sistema de duplas ligagdes conjugadas ¢ uma caracteristica distintiva
que da aos carotenoides propriedades e funcdes especiais (FRASER; BRAMLEY, 2004).
Esta estrutura altamente insaturada torna estes pigmentos sensiveis ao oxigénio, a luz e ao
calor.

A luteina ¢ um oxicarotenoide ou xantofila (4', 5'-dide-hidro-5', 6'-di-hidro-beta, [3-
caroteno-3,3'-diol), contendo dois grupos terminais ciclicos (um anel § e um anel a-ionona)
e a estrutura isoprenoide C40 basica, comum a todos os carotenoides. Embora as duplas
ligacdes presentes na cadeia da luteina pudessem gerar conformagdes cis e trans, o que
elevaria para um nimero maior de isdmeros mono-cis € poli-cis, a grande maioria dos
carotenoides se encontram preferencialmente na configuragdo trans (RICE-EVANS et al.,
1997).

Na natureza apresenta-se como uma mistura das formas trans (60-90%) e cis (10-
40%), apresentando maior estabilidade na conformagdo frans. Os isomeros cis da luteina
apresentam coloracdo menos intensa quando comparado aos isOmeros trans.
(SOWBHAGYA, 2004).

A luteina ¢ encontrada principalmente em vegetais folhosos verde escuros, mas a
mais importante fonte de ésteres de luteina sdo as espécies de flores conhecidas como
Tagetes, nas quais a luteina se encontra quimicamente ligada a alguns tipos de acidos
graxos, tais como o 4cido laurico, miristico e palmitico (BHATTACHARYYA et al., 2010)

Dessa forma, os extratos de luteina sdo ricos em diésteres de 4cidos graxos (Figura

2) e alguns monoésteres (Tabela 2). Isto ocorre pelo fato de a molécula da luteina ser
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assimétrica e possuir anéis B e € ionona, sendo monoacilada e diacilada por dois acidos

graxos diferentes, que formam os regioisomeros.

Tabela 2. Concentragdo de ésteres de luteina em flores de Tagetes.

Esteres de luteina (ng/g)

Cor Dimiristato Miristato Dipalmitato Palmitato Total
Palmitato Estearato

Amarelo - 2,74 5,29 - 8,03
brilhante
Amarelo - 4,61 82,17 91,93 178,71
Laranja 0,41 116,46 202,87 - 323,40
Laranja e 30,29 356,39 404,41 - 791,09
marron

Fonte: ABDEL-AAL e RABALSKI (2015).

Em um experimento com extratos de Tagetes, Gau et al., (1983) relataram a
presenca de diésteres de xantofilas de dcidos miristico, palmitico e estearico. Os mesmos
autores foram os primeiros a relatar a mistura de diésteres palmitato-estearato de miristato-
palmitato de luteina. A possibilidade da presenga destes regioisomeros nao foi reconhecida
na época porque a estrutura apresentada para luteina era incorretamente identificada como
sendo o carotenoide zeaxantina, o qual ndo forma regioisomeros.

Segundo Subagio e Morita (2003), a esterificacdo do grupamento OH da molécula

da luteina com acidos graxos aumenta a estabilidade do carotenoide frente ao calor.
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Figura 2. Dipalmitato de luteina.

Fonte: MERCADANTE et al. (2017).

3.3 Fontes de luteina

Os carotenoides da dieta humana sdo principalmente encontrados nos vegetais
(Tabela 3), como as raizes, folhas, brotos, frutos, flores e, em menores extensdes, podem
ser encontrados em produtos avicolas e derivados de algas. Em frutas e hortalicas pode

ocorrer variagdo de 4 a 20 carotenoides em um unico produto (NWACHUKWU et al.
2016).

Tabela 3. Teor de luteina de alguns vegetais.

Alimento Luteina (ng.100g™)
Brocolis 772
Couve 8884
Salsa 4326
Espinafre cru 6603
Espinafre cozido 12640
Aspargo cozido 991
Alface 3824

Milho cozido 202
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Fonte: PERRY et al. (2009).

Os teores de luteina nas frutas e hortaligas podem variar dependendo da parte da
planta analisada, estdgio de maturacdo, condi¢des climaticas, manejo pds-colheita,
variedade e espécie analisada (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

De acordo com Alves-Rodrigues e Shao (2004), a luteina pode ser empregada na
industria de alimentos funcionais, para enriquecimento de produtos de frutas, bebidas
lacteas, cereais, biscoitos, molhos e sopas. Como corante natural, pode ser utilizada para
colorir alimentos como Oleos comestiveis, margarina, maionese, mostarda, molhos de
salada, iogurte, bolos, sorvete e produtos lacteos (SOWBHAGYA et al., 2004).

A luteina pode ser empregada em alimentos na forma de microemulsdes, as quais
podem servir como um eficiente veiculo de transporte, o que vem a reduzir problemas de
solubilidade, e viabilizar o emprego deste carotenoide em bebidas com caracteristicas
translicidas (AMAR et al., 2004).

Estudos toxicoldgicos tém confirmado que a luteina ¢ segura, sendo considerada
substancia Geralmente Reconhecida como Segura (GRAS - Generally Recognized As
Safe). O enriquecimento de alimentos pode ser realizado com éxito sem que ocorram
mudangas nos demais ingredientes e sem nenhum impacto as propriedades sensoriais do

produto final (ALVES-RODRIGUES e SHAO, 2004)

3.4 Pigmentos de Tagetes

Tagetes L. ¢ uma planta ornamental pertencente a Familia Asteracea. E cultivada
em certas partes da India, bem como em outras partes do mundo possuindo diferentes
variedades e suas flores estdo disponiveis em varios tons de amarelo, vermelho, laranja e

marrom alaranjado (SOWBHAGYA et al., 2004).
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Figura 3. Flor de Tagetes patula L.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

No México ¢ utilizada na medicina tradicional, sendo uma planta de ramificagdo
anual de cerca de 60 a 90 centimetros de altura. As flores de Tagetes preferem solos de pH
7,0 a 7,5, argilosos e arenosos férteis € com boa capacidade de retengdo de agua, bem como
um clima ensolarado. A propagacdo ¢ por sementes, corte ou caule fresco. As folhas sdo
fortemente perfumadas (SOWBHAGYA et al., 2004).

Os primeiros estudos sobre 7agefes envolviam o conhecimento sobre seus
constituintes, quimica e biologia em geral, porém devido a bioatividade de seus diversos
compostos, o interesse recente tem sido investigar o efeito funcional de seus varios extratos
e isolados. Por isto, cresceu o interesse na aplicagdo de Tagetes como corante em
alimentos, utilizando varias partes da planta (raiz, flor e folha) (OLMEDILLA et al., 2003).

Os principais pigmentos presentes na Tagetes sdo os carotenoides e os flavonoides.
O extrato de Tagetes contém aproximadamente 27% de carotenoides, com 0,4% de B-
caroteno, 1,5% de éster de criptoxantina e 86,1% de éster de xantofila. Os carotenoides de
Tagetes tém sido utilizados na producdo de ragdes para alimentacdo de frangos com o
objetivo de aumentar a cor amarela de gemas de ovo (VASUDEVAN et al., 1997; WANG,
2006).
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Segundo Showbhagia et al., (2004) ndo menos que 17 componentes foram
identificados em 7. erecta. No entanto, a contribui¢do dos outros pigmentos além da luteina
(72,3%), zeaxantina (16,4%), fitoeno (2,4%) e fitoflueno (2,6%) ¢ insignificante.

Nos estudos de Hadden et al., (1999) e Rivas (1989) os ésteres de luteina
representaram 88,0 e 95,5% do total de carotenoides presentes nas flores de 7. erecta L.,
respectivamente.

Nachtigall (2007) encontrou um teor médio de 1230,2 mg.100 g de luteina nas
flores marrons de 7. patula L. Esta concentracdo estd em niveis superiores aos encontrados
por Gregory et al., (1986) que avaliaram o teor de luteina em flores frescas 7. erecta L. de
coloragdo laranja marrom (80mg.100 g!). Nas flores exploradas comercialmente, laranjas e
laranjas escuras, os autores supracitados encontraram um teor variando de 40 a 67 mg.100
g, respectivamente.

De acordo com Tsao et al., (2004) em flores de 7. erecta L. encontra-se 0,6 a 2,5%
de xantofilas em base seca, considerando um teor de luteina de 90% do teor de
carotenoides, com uma varia¢do no teor de luteina entre 540-2250 mg.100 g'.

Boonnoun et al. (2012) realizaram estudo para aumentar a pureza de luteina extraida
de flores de Tagetes L. Os autores obtiveram rendimento de 66 % na extragdo e 97 % de
pureza da luteina, utilizando métodos cromatograficos de separacdo em camada delgada e
coluna de vidro (hexano:acetato de etila, 70:30).

Esteres de 4cidos graxos de luteina extraidos de pétalas de Tagetes sdo misciveis
com O6leos vegetais, produzindo cores nos alimentos que vao do amarelo-ouro ao laranja,
podendo-se atingir vermelhos com a adi¢do de carotenoides sintéticos. O desenvolvimento
de formas soluveis para serem usadas mais facilmente em &4gua com aumento da
estabilidade oxidativa tem estendido suas aplicacdes, usando este pigmento em sobremesas,

refrigerantes e produtos de padaria (WANG et al., 2006).

3.5 Isolamento e purificacio da luteina

A quantidade total e a concentracdo relativa de cada carotenoide podem ser
influenciadas pela selecdo de cultivares e variedades. Por essa razdo, ¢ necessario cautela

no uso de dados de trabalhos e de tabelas de composi¢ao de alimentos. Essas informagdes
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dependem de outros fatores como parte da planta consumida, estdgio de maturagado,
condi¢des climaticas e geograficas e manejo pos-colheita (KIMURA e RODRIGUEZ-
AMAYA, 1993; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; SA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

Muitos métodos tém sido propostos a fim de melhorar tanto a extragdo quanto a
purificacdo de carotenoides (AUSICH E SANDERS 1997, PHILIP 1997; VECHPANICH,
2011). Porém, alguns deles apresentam o inconveniente de utilizarem temperaturas um
pouco elevadas no desenvolvimento do método, o que pode resultar na degradacdo e
formac¢ao de componentes indesejados (LEVI, 2001; MADHAVI e KAGAN, 2002).

Me¢étodos alternativos de extragdo de carotenoides, sem a aplicagdo de solventes
organicos toxicos, tém apresentado vantagens significativas nas ultimas décadas. Um
exemplo ¢ o emprego da técnica de extragdo com fluido supercritico, utilizando o gas
carbonico (CO2) como solvente extrator, bem como o alcool etilico como co-solvente, em
alguns casos, com objetivo de melhorar a eficiéncia da extracao.

O tratamento enzimatico também tem sido proposto como uma alternativa para
melhorar a extragdo de xantofilas de Tagetes NAVARRETE-BOLANOS 2004).

Além da extragdo, o processo de saponificacdo também tem sido extensamente
estudado, sobretudo no que diz respeito a estabilidade do pigmento obtido. As xantofilas
estdo geralmente esterificadas e, neste caso, ha necessidade de andlises adicionais, além da
separagdo e identificagdo. Uma das vantagens de saponificagdo ¢ a eliminagdo da clorofila e
de misturas complexas (DELGADO-VARGAS et al., 2000).

Segundo Minguez-Mosquera et al., (2002) a saponificagio ¢ um procedimento
rotineiro na analise de carotenoides, visando eliminar materiais lipidicos e clorofilas, que
interferem nos ensaios espectrofotométricos, ou ainda, na hidrolise de ésteres de xantofilas.

E considerado o melhor meio para a remogdo de clorofilas e produtos de
degradagdo. Embora esta etapa possa ser efetuada diretamente na matriz homogeneizada,
frequentemente ¢ executada apds a extragdo organica.

Normalmente ¢ realizada com solu¢do metanolica ou etanolica de hidroxido de
sodio ou potassio (5-30%) que ¢ somada ao extrato de pigmentos. Uma diminui¢do no

conteudo de carotenoides ¢ observada durante a saponificagdo que pode variar de 5 até
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100%, o que vai depender da concentragdo e da estrutura do carotenoide, bem como, dos
procedimentos aplicados durante a saponificacio (GRANADO et al., 2001).

Dependendo das condi¢gdes empregadas (tempo, temperatura, concentragdo, solugdo
de hidroxido, nimero e volume para particdo e lavagem) os carotenoides podem produzir
artefatos, sofrer isomerizagdo, degradagdo, bem como, ocorrer perdas em consequéncia de
uma recuperagdo incompleta durante a particdo (PICCAGLIA et al., 1998).

Nachtigall et al., (2007) avaliaram o teor de luteina em algumas hortalicas
comumente consumidas no estado de Minas Gerais e também observaram a eficiéncia da
extragdo utilizando diferentes solventes. A extracdo do pigmento foi realizada com acetona,
etanol, hexano e tetraidrofurano, por 24h. Apoés a extracdo realizou-se a saponificagdo com
KOH etanoélico 10% para eliminar impurezas, como clorofila e 4cidos graxos. O teor de
luteina nas hortaligas foi determinado por medidas espectrofotométricas e confirmado por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE). Pelos resultados obtidos, a acetona foi o
solvente mais efetivo para a extragdo do pigmento, com valores que variaram de 0,99 a 5,12
mg.100 g'!, para jilo e racula, respectivamente.

Khachik (1995) publicou um método eficiente para isolamento, purificacdo e
recristalizacdo de luteina a partir de um extrato comercial de Tagetes. De acordo com este
método, a luteina pura estd livre de impurezas quimicas que existem em plantas e outros
vegetais. A luteina em estado puro, neste caso, pode ser utilizada como padrao analitico, em
estudos de prevencdo ao cancer e como um aditivo seguro na alimentacdo humana. O
método de purificacdo envolve a saponificacdo do extrato ou dleo resina com KOH a 10%
em alcool metilico, utilizando uma série de etapas que envolvem filtracdes e lavagens com
agua e alcool etilico para obtencdo dos cristais brutos. Os cristais, assim obtidos, sdo
dissolvidos num solvente organico halogenado, no qual a luteina ¢ bastante soluvel e, em
seguida, em um segundo solvente organico, que neste caso, deve solubilizar parcialmente a
luteina. Sob resfriamento, a luteina é recristalizada e a mistura obtida possui um elevado

grau de pureza, verificado apos secagem sob vacuo e analise cromatografica.

3.6 Acao antioxidante
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A atividade antioxidante da luteina consiste na inativacdo de espécies reativas, na
complexacdo de ions metalicos ou na reducdo dos hidroperéxidos (POLYAKOV, et al.,
2001). O nuamero de duplas ligacdes conjugadas afeta a coloracdo e a capacidade
antioxidante do carotenoide. Porém, a atividade antioxidante ¢ afetada pela dupla
conjugada do anel, ao contrario da coloragdo em que a ciclizagdo reduz a intensidade da cor
(MELLO, 2002; SILVA, 2001).

De acordo com Shami e Moreira (2004) a acdo sequestrante de radicais ¢
proporcional ao nuimero de ligacdes duplas conjugadas, presentes nas moléculas dos
carotenoides. Segundo Mello (2002) para apresentar fun¢do como antioxidante e apresentar
protecdo maxima, os carotenoides devem possuir no minimo nove ligacdes duplas
conjugadas.

A luteina constitui potente antioxidante que pode previnir danos causados pelas
espécies reativas nos tecidos (ALVES-RODRIGUES e SHAO, 2004). Esse carotenoide
absorve a luz azul prejudicial aos olhos e com isso reduz em 40% a incidéncia de luz
danosa a macula, regido localizada no centro da retina, responsavel pela visdo nitida das

imagens (DAGNELIE, ZORGE e McDONALD, 2000).

3.7 Luteina, sensitizadores e oxigénio singlete

El-Agamey et al.,, (2004) afirmam que as propriedades antioxidantes dos
carotenoides sdo atribuidas a sua estrutura, pela presenca de elevado nimero de duplas
ligacdes alternadas. Estas permitem a absor¢do da energia das Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), canalizando-a através da longa cadeia de duplas ligagdes que se
encontram em ressonancia. A energia ¢ finalmente liberada na forma de calor, regenerando
a molécula de carotenoide ao seu estado inicial.

Desta forma, o principio da prote¢do conferida pela luteina contra reagdes de
fotossensibilizacdo baseia-se num mecanismo de transferéncia de energia, que devolve o
oxigénio singlete ao seu estado basal. O retorno da luteina triplete ao seu estado original,
pela dissipag¢@o de energia na forma de calor, torna possivel a reacdo com outro oxigénio

singlete (Equacdo 1) (FONTANA, et al., 2004).
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10, + LUT — 30, +3LUT"
SLUT —»  LUT + calor

Equacio 1 - Reagdo da luteina com oxigénio singlete.

Fonte: El-Agamey et al., (2004)

As reagdes em cadeia dos radicais peroxidos podem ser interrompidas pelos
carotenoides através de trés possiveis mecanismos: por transferéncia de elétrons, doagdo de
hidrogénio ou por adi¢do (Equagdo 2) (EL-AGAMEY et al., 2004). De acordo com Fontana

et al., (2004) sob uma tensao adequada de oxigénio o curso das reagdes se completa.

LUT + ROO* — LUT™ + ROO
LUT + ROO* — LUT + ROOH
LUT + ROO" — ROO - LUT"

Equacéo 2 - Reagoes da luteina com radicais peréxidos.

Fonte: El-Agamey et al., (2004)

A concentracdo de oxigénio gera um efeito significativo na atividade antioxidante
dos carotenoides. Em baixas concentracdes de oxigénio, os carotenoides apresentam
comportamento antioxidante e cardter prooxidante em concentracdes elevadas (EL-
AGAMEY, et al., 2004).

A estrutura, a polaridade média e a reatividade dos carotenoides devem ser
consideradas ao avaliar sua capacidade antioxidante (EL-AGAMEY, et al., 2004). Medidas

via fotoemissdo indicam que a capacidade de sequestro de oxigénio singlete por parte de



32

carotenos e xantofilas ¢ méaxima para o licopeno, alta para astaxantina ou cantaxantina,
intermediaria para f—caroteno ou bixina e menor para luteina e crocina (FONTANA, et al.,
2004).

O local e orientagdo dos carotenoides nas membranas bioldgicas dependem da sua
estrutura. Como consequéncia, sua habilidade em desativar espécies reativas ¢ afetada. A
caracteristica apolar dos carotenos inviabiliza termodinamicamente a transferéncia de
elétrons na membrana celular. No entanto, as xantoflias, como a luteina e a zeaxantina, pelo
carater mais polar, sdo capazes de atravessar a membrana e interceptar os radicais em
regides aquosas na superficie da membrana (SOWBHAGY A, 2004).

Os carotenoides quando expostos a luz, originam uma série de rea¢des. Quando a
incidéncia de energia da luz ultrapassa a regido de absor¢do do carotenoide, reagdes de
fotoisomerizacdo competem com as de fotodegradagdo, enquanto que na presenca de
sensitizador e luz (ndo necessariamente na mesma regido de absor¢do dos carotenoides)
ocorrem reagdes de isomerizagdo e oxidagdo, geralmente, com a presenca de um
carotenoide em estado triplete como intermediario (MONTENEGRO et al., 2004).

A reagdo depende da intensidade de luz, comprimento de luz, temperatura, solvente
e presenca de catalisadores e sensitizadores no meio (MERCADANTE, 2008). O oxigénio
¢ triplete quando seus dois elétrons do orbital antiligante 2p tém a mesma dire¢cdo de spin.
Quando tém dire¢des opostas, o oxigénio ¢ chamado de singlete . Uma vez que os elétrons
do oxigénio singlete ajustam-se a direcao de spin do elétron na ligacdo dupla, podem reagir
com acidos graxos insaturados, formando hidroperdxidos com uma velocidade 1500 vezes
maior que o oxigénio triplete (MCCLEMENTS; DECKER, 2010).

Uma das formas de geragdo de oxigénio singlete ('0O,) inicia com a recep¢do de
energia na forma de fotons por um sensitizador (S), se tornando mais excitado no estado
triplete (*S*). Varias moléculas encontradas nos alimentos podem atuar como sentizadores
(clorofilas, riboflavinas, porfirinas). O sensitizador no seu estado excitado (3S*) pode
transferir energia para uma molécula de oxigénio triplete (0,), originando o oxigénio
singlete (02). O carotenoide (CAR) pode atuar de duas maneiras, para evitar as reagdes

posteriores provocadas pela presenca de oxigénio singlete. A primeira delas ¢ estabilizando
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o sensitizador no seu estado triplete, recebendo energia e se tornando mais excitado. A
segunda ¢ estabilizando o oxigénio singlete (MONTENEGRO et al., 2004).

Estudos em sistema-modelo tém sido muito utilizados para demonstrar a capacidade
de desativagdo de oxigénio singlete que os carotenoides t€ém. Dentre outras caracteristicas,
sabe-se que ha uma tendéncia a maior capacidade de desativagdo pelos carotenoides com
maior numero de duplas ligagdes conjugadas, conforme exemplificado na Tabela 4

(EDGE; TRUSCOTT, 2010).

Tabela 4. Constantes de reagdo de desativacdo (kq) de oxigénio singlete de alguns
carotenoides em sistema-modelo utilizando benzeno.

Carotenoide Duplas ligagdes Kq (x10° M s
conjugadas
Dodecano-f-caroteno 19 23,0
Decapreno-f-caroteno 15 20,0
Tetradehidrolicopeno 15 10,7
Rodoxantina 12(+2,C=0) 12,0
Astaxantina 12(+2,C=0) 14,0
Cantaxantina 12(+2,C=0) 12,0
Licopeno 11 17,0
all-trans- B-caroteno 11 13,0
15-cis-B-caroteno 11 11,0
9-cis-p-caroteno 11 11,0
Zeaxantina 11 12,0
o-caroteno 10 12,0
-apo-8'-carotenal 10 5,27
Luteina 10 6,64

Adaptado de: EDGE; TRUSCOTT, 2010.

Montenegro et al. (2002) estudaram o processo de desativagdo fisica e quimica de

1
O,( Ag) por varios carotendides em micelas inversas com sensitizador rosa de bengala. A
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degradacdo dos compostos, medida por espectrofotometria, seguiu uma cinética de primeira

ordem. O valor de kq aumentou com a extensdo da cadeia de ligacdes duplas conjugadas,
sendo que a presenca de grupos substituintes na estrutura diminuiu o valor de kq devido a

maior diferenca de energia entre os estados fundamentais e excitados dos carotendides. Por

outro lado, a k_foi independente do tipo de carotenoide € 4 ordens de magnitude menor que
a kq. Foi observado também um decréscimo na kq com o aumento do total de 4gua presente

no sistema (W = expresso como razdo molar entre dgua e surfactante), provavelmente

1
devido a menor acessibilidade do O,( Ag) ao carotenoide, uma vez que com o aumento de

W houve maior agregacao micelar.

A luteina também pode sofrer alteracdes devido a fotoestabilidade. Shi e Chen
(1997) avaliaram a estabilidade da luteina sob diferentes condi¢des de armazenamento e
quando as amostras foram expostas a luz fluorescente branca (4600 lux) a 25 °C por 75
dias, houve degrada¢do do pigmento de 0,8% - 10,7% por dia nas amostras que continham
acido ascorbico, acido ascorbico + KOH e H>O (controle). Os autores verificaram que o
acido ascorbico pode retardar a degradacdo da luteina (0,04% - 2,5% por dia) em
temperaturas variando desde -30 °C a 50 °C, sob condi¢des alcalinas e no escuro. Altas
temperaturas promoveram a degradacdo de luteina em todas as amostras.

A avaliagdo da estabilidade da luteina em trés sistemas: nanoparticulas so6lidas
lipidicas (NSL), transportadores lipidicos nanoestruturados (TLN) e nanoemulsdes (NE) foi
estudada no que diz respeito a fotoestabilidade. A irradiagdo das amostras foi realizada por
meio de um simulador solar equipado com uma ldmpada de xen6nio como fonte de UV-B.
A intensidade da energia gerada pelo simulador solar era de 10 MED (Dose Eritematosa
Minima) correspondente a 300 mJ / cm?. Os resultados apresentados demonstraram que
todos os trés sistemas produzidos demonstraram uma boa fotoestabilidade. Como controle,
os autores utilizaram luteina pura (suspensa em 6leo de milho) que apresentou degradacao
de 50% da sua concentragdo inicial, enquanto que NSL e TLN melhoraram a
fotoestabilidade da luteina 10 vezes mais do que a luteina livre. A NE também exibiu um
bom aumento na fotoestabilidade da luteina, mas ainda sim menor do que as nanoparticulas

lipidicas (MITRI et al., 2011).
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Li et al.,, (2014) analisaram o teor de luteina e seus isdmeros mantidos sob
iluminagdo em um sistema modelo. No primeiro experimento os autores utilizaram um
sistema catalisado por iodo em que as amostras foram iluminadas nos periodos de 1, 2, 3, 4,
5 e 6 horas a 25 °C e colocadas proximas da luz fluorescente (cerca de 10 cm). A
intensidade de iluminagdo utilizada foi de 1800 lux. O outro experimento foi realizado sem
a presenga do catalisador de iodo e as amostras de luteina foram iluminadas com luz
fluorescente nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas a 25 °C. A luz induziu a uma
diminui¢do significativa no teor de luteina e tanto a isomeriza¢do quanto a degradacdo de
luteina e seus isdmeros ocorreram simultaneamente durante o experimento. Os autores
também relataram que o catalisador de iodo forneceu elevada energia de ativagdo, visto que

alguns isomeros formados tiveram predominancia sobre os demais.

3.8 Estabilidade térmica

A luteina é um polimero isoprenoide que contém duplas ligagdes que pode ser
isomerizado, oxidado e degradado conforme as condi¢des de temperatura e luz.

E importante ressaltar que os alimentos sdo matrizes complexas que podem conter
componentes que interferem na elucidacdo das reagdes envolvidas com a degradacdo de
carotenoides.

Para evitar a interferéncia destes compostos, que podem ser, por exemplo, oxidantes
ou antioxidantes, sdo realizados estudos de estabilidade de carotenoides, aplicando-se luz e
calor. No entanto, ndo sdo encontrados muitos trabalhos sobre a estabilidade da luteina
nestas condi¢des experimentais.

Henry, Catignani e Schwartz (1998) estudaram a estabilidade térmica e oxidativa de
all-trans-p-caroteno, 9-cis-p-caroteno, licopeno e luteina em sistema modelo de 6leo de
cartamo. Os autores verificaram que os carotenoides estudados apresentaram degradagdo
seguindo a uma cinética de primeira ordem quando aquecidos a 75 °C, 85 °C e 95 °C. Os
valores das constantes de velocidade reacdo (k) para licopeno foram cerca de duas vezes
maiores que os dos outros carotenoides. O valor de energia de ativagdo para licopeno foi

menor que para os outros carotenoides, indicando maior susceptibilidade a degradagao.
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Scotter, Castle e Appleton (2001) avaliaram a estabilidade de bixina em sistema
modelo de metanol, etanol e n-propanol nas temperaturas de 65 °C, 78 °C e 97 °C por até
24 horas. Durante aquecimento a 78 °C foi verificada a producdo de di-cis-bixina, trans-
bixina e o composto de degradacdo C17 (monometil éster do 4acido 4, 8, dimetil
tetradecahexaenedidico) com constantes de velocidade de rea¢do (k) de 3,5x10* s,
1,2x107, 1,3x10° 57!, respectivamente. O isdmero di-cis-bixina foi produzido rapidamente,
com tempo de meia vida de 30 minutos.

Rios, Mercadante e Borsarelli (2005) estudaram a cinética de degradagdo de bixina
juntamente com os produtos formados em sistema modelo de agua:etanol (8:2) em
temperaturas de 70 °C a 125 °C. Em todas as condigdes a perda de bixina seguiu uma
cinética de primeira ordem. Os autores verificaram que o isdmero all-trans-bixina foi
produzido somente a 125 °C. Montenegro et al. (2004), também verificaram que o isdmero
all-trans-bixina ¢ o principal produto formado durante a degradacdo de cis-bixina em
sistema modelo de fotossentizacdo em acetonitrila:metanol (1:1) a 5, 15 ¢ 20 °C em
condi¢des de saturacdo de nitrogénio (99,9%) e ar.

Hadjal et al. (2013) realizaram estudo da cinética de degradagdo térmica de
xantofilas (cis-violaxantina, luteina, f-criptoxantina, zeaxantina e cis-anteraxantina) a 45,
60, 75, € 90 °C em suco de laranja. Os resultados obtidos mostraram que a S-criptoxantina
exibiu as taxas de degradacdo mais baixas, seguido da luteina que apresentou uma energia
de ativagao de 15,5 kcal/mol.

Em outra investigacdo, Giménez et al. (2015) avaliaram a degradagdo térmica de
corantes solubilizados em etanol-agua (3:2, v/v) sob diferentes temperaturas (30 °C, 50 °C,
70 °C e 90 °C) e observaram que a luteina livre em solugdo apresentou uma energia de

ativacao de apenas 0,76 kcal/mol.

3.9 Nanotecnologia

O termo nanotecnologia foi definido pelo fisico Richard Feynman em 1960, como o
estudo das técnicas e manipulacdo dos materiais na faixa de 1-100 nm (DI SIA, 2017;

SATALKAR et al., 2016; SERVIN e WHITE, 2016). Desde entdo, os nanomateriais tém

sido utilizados nas areas de comunicagdo, defesa, alimentos, biotecnologia, elétrica,
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quimica, esportes e horticultura. No setor agricola, a inovagdo e as mudancas estdo
relacionadas a variedades hibridas de culturas, produtos quimicos sintéticos e biotecnologia
relacionados com os campos de processamento de alimentos, embalagens, seguranca,
nutri¢cdo, pesticidas e nutracéuticos (HANDFORD et al., 2015; ZIBAREVA, 2015).

No que diz respeito a utilizacdo em farmacos e alimentos, a nanotecnologia
apresenta a vantagem de aumentar significativamente a solubilidade e a biodisponibilidade
de varios compostos funcionais, sobretudo os que possuem caracteristicas lipidicas (JOYE
e MCCLEMENTS, 2013; YERRAMILLI e GHOSH, 2017).

A melhora da solubilidade e da biodisponibilidade desses compostos, ¢ devido as
suas particulas finas, que diminuem as limita¢des intrinsecas da dissolu¢do incompleta e
lenta dos lipidios funcionais, devido a sua maior area superficial (ANARJAN et al. 2010;
RIBEIRO et. al. 2008).

As particulas sdo envolvidas por moléculas estabilizadoras que impedem sua
coalescéncia, que também pode proteger seus componentes bioativos da oxidagdo induzida

por ions metalicos ou espécies reativas (ANARJAN e TAN 2013).

3.9.1 Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)

Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) sdo sistemas coloidais transportadores que
foram desenvolvidos para encapsular, proteger e distribuir componentes lipofilicos
funcionais, tais como lipidios bioativos e drogas. A fase liquida lipidica e uma solucdo de
surfactante aquoso sdo homogeneizados em uma temperatura acima da temperatura de
fusdo dos lipidios, para produzir uma fina dispersao de uma emulsdo de 6leo em agua,
conforme exemplificado na Figura 4 (HELGASON et al., 2009). A particula ¢ estabilizada
por surfactantes, que podem ser compostos de uma Unica camada, mas normalmente ha
uma mistura de surfactantes (WEISS et al.,, 2008). Nanoparticulas lipidicas tém uma
estrutura semelhante @ nanoemulsdes, com um tamanho que varia normalmente de 50 a
1000 nm. O nucleo lipidico em nanoemulsdes ¢ liquido, mas, em nanoparticulas, o nucleo
lipidico esta no estado so6lido (FARHANG, 2007).

As NLS podem ser produzidas por diferentes técnicas, entre as quais a

homogeneizacgao sob alta pressdo a quente ou a frio, a diluicdo de microemulsdo, o preparo
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de emulsdo multipla, a emulsificagdo/evaporacdo de solvente ou a difusdo de solvente
(LIPPACHER et al., 2001; MEHNERT e MADER, 2001). A seguir serdo discutidos alguns

dos principais métodos utilizados na produ¢do de nanoparticulas.

3.9.2 Difusdo de solvente

O método de preparagdo de nanoparticulas por deslocamento do solvente, consiste
na precipitacdo ou deposi¢do interfacial de um polimero pré-formado, uma vez que ocorre
na interface de uma emulsdo O/A. Por esta razdo, o método ¢ igualmente encontrado na
literatura sob a denomina¢ao de nanoprecipitagio (MOHAMMADI et al. 2010).

Neste método, a fase interna ¢ constituida por um polimero dissolvido num solvente
orgénico polar, como, por exemplo, a acetona ou o acetonitrila, no qual se encontra dispersa
ou dissolvida o principio ativo. A utilizagdo de um tensoativo incluido na fase organica
como, por exemplo, um fosfolipidio, pode ser adequada para prevenir a coalescéncia das
goticulas (LEGRAND et al. 2007).

A fase externa ¢ formada por uma solucdo aquosa, contendo um tensoativo do tipo
O/A como, por exemplo, o PVA ou um poloxdmer. Procede-se a dispersdo da fase interna
na fase externa, sob agitagdo magnética, ocorrendo uma emulsificacdo espontdnea com a
formacao de um sistema opalescente devido a miscibilidade de ambas as fases. Segue-se a
remocdo do solvente organico a pressdo reduzida, formando-se as nanoparticulas, como
resultado da difusdo rdpida do solvente do polimero, através da fase aquosa (BESHEER et

al. 2009).

3.9.3 Nanoemulsoes

Uma nanoemulsdo pode ser considerada uma emulsdo convencional que contém
particulas muito pequenas, ou seja, raios médios entre cerca de 10 e 100 nm. O tamanho de
particula, comparado ao comprimento de onda da luz, significa que as nanoemulsdes
tendem a ser transparentes ou apenas ligeiramente turvas (semelhante a microemulsdes).
Este pequeno diametro também significa que elas apresentam uma maior estabilidade

quando comparadas as emulsdes convencionais (MCCLEMENTS e XIAO, 2012).
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Figura 4. Modelo ilustrativo de uma particula lipidica sélida

Fonte: Adaptado de VENTURINI et al. (2011).
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3.10 Nanoencapsulamento de carotenoides

O encapsulamento de compostos bioativos para a formagao de nanoestruturas ¢ um
exemplo emergente da aplicacdo da nanotecnologia na industria de alimentos (SEKHON,
2010). Varios pesquisadores avaliaram a estabilidade de carotenoides encapsulados,
conforme exemplificado na Tabela 5.

Tan e Nakajima (2005) estudaram a estabilidade de nanodispersdes aquosas de [3-
caroteno pelo método emulsificagdo-evaporagdo, utilizando hexano como fase orgénica e
Tween 20 como emulsificante. As nanodispersdes apresentaram didmetro de 40 a 260 nm e
foi verificado que apds 12 semanas de armazenamento a 4 °C, o teor de B-caroteno foi de
25 a 56% da quantidade inicial. Para aumentar a estabilidade das nanoparticulas, os autores
sugeriram que a utilizacdo de outro emulsificante poderia ser capaz de estabilizar
quimicamente o [3-caroteno.

Em estudo de Hong et al. (2016), foram produzidas nanocépsulas de quitosana e

acido poli-y-glutdmico, com a finalidade de melhorar a solubilidade da luteina. A faixa de
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diametro obtida nas nanocapsulas sintetizadas foi de 115-260 nm, com uma distribui¢ao de
tamanho de particula (PDI) menor do que 0,2. Tan et al. (2016) realizaram uma pesquisa
comparando a formag¢do de uma nanodispersdo de luteina preparada pelo método de
deslocamento do solvente com homogeneizagdo sob alta pressdo. Os autores verificaram
que o menor tamanho de particula e PDI (123,1 nm, 0,155) foram obtidos com a menor
concentracdo de luteina de 0,1%. Os pesquisadores confirmaram que o método de
deslocamento do solvente pode ser usado com sucesso para produzir particulas
nanométricas com boa eficiéncia.

Lacatusu et al. (2013) avaliaram a estabilidade e as propriedades antioxidantes de
nanocapsulas de nticleo lipidico utilizando 6leo de peixe como fase lipidica. Os autores
relataram que a nanocédpsula apresentou boa estabilidade e capacidade de eliminagdo de
98% dos radicais livres nos testes realizados in vitro, através da quimioluminescéncia.

Em estudo de Mitri et al. (2011) nanocristais de luteina foram obtidos pelo método
de formagdo de nanoemulsdes, utilizando-se a homogeneizacdo a alta pressdo. Os autores
pretendiam aumentar o poder de penetracdo de luteina na pele, bem como melhorar a
absorcdo deste carotenoide quando ingerido via oral. O aumento da solubilidade e da area
de superficie dos nanocristais foram alguns dos critérios utilizados para os pesquisadores
confirmarem a eficiéncia do método aplicado.

Ribeiro et al. (2008) produziram nanoparticulas de B-caroteno utilizando como
polimeros, PLA (Poli acido D,L-latico) e PLGA (Poli acido D,L- co-glicolico), gelatina e
Tween 20. As nanoparticulas elaboradas com gelatina e Tween 20 apresentaram didmetro
médio de 74 e 77 nm, e estabilidade de pelo menos 5 meses armazenadas a 4 °C. Os autores
atribuiram o tamanho das nanoparticulas a alta difusdo da acetona em agua.

Yuan et al. (2008) ao caracterizarem nanoemulsdes de f-caroteno do tipo 6leo em
agua (O/W), variando-se a concentragdo, o tipo de emulsificante, temperatura, pressdo de
homogeneizagdo e numeros de ciclos de homogeneizagdo produziram nanoemulsdes com
diametros de 40 a 400 nm estaveis apds 4 semanas de armazenamento a 4 e 25 °C.
Entretanto, os autores verificaram perda do carotenoide, tendo como teor final variando de

75 a 86 % em relagdo a quantidade inicial.
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Nanodispersdes de luteina foram sintetizadas por Tan et al. (2016) as quais foram
avaliadas em estabilidade conforme influéncia dos emulsificantes. Foi observado que as
suspensdes que continham polisorbato 80 e lauril sulfato de sddio apresentaram menor
estabilidade, com perda de 50% do bioativo apds 56 dias de armazenamento em
temperatura ambiente. Em outro estudo, nanoparticulas de luteina, utilizando zeina como
material de parede foram produzidas e a influéncia de estabilizantes foi avaliada apos 30
dias de armazenamento a 25°C. Como resultados desta investigagdo eles verificaram que o
conteudo de luteina degradado foi de 26 e 54% na auséncia e na presenca de estabilizantes,
respectivamente.

Lobato et al., (2013) caracterizaram e avaliaram a estabilidade de nanocépsulas de
bixina produzidas pela técnica de deposi¢do interfacial para formagdo de polimeros. Os
cristais puros (98,7 % de pureza) obtidos foram extraidos de sementes de urucum
empregando-se acetato de etila como solvente extrator e, posteriormente foram utilizados
como padrdo de bixina. A formula¢do 6tima da nanocapsula apresentou uma concentragao
de bixina de 16,92 + 0,16 pg/mL e foi considerada fisicamente estavel durante o
armazenamento por 119 dias com didmetro médio de 195 nm. As nanocéapsulas foram
caracterizadas em termos de tamanho da particula e distribui¢do no nucleo, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulacio.

Vishwanathan et al., (2009) formularam uma nanoemulsao hidrofilica de luteina que
apresentou maior disponibilidade de absor¢cdo quando comparada a suplementos na forma
de pilulas. A nanoemulsdo oOleo/agua foi preparada com uma mistura de 6leo de soja,
Xangold® 15% (mistura de ésteres de luteina), vitamina E e Phospholipon® 85 G (mistura
de fosfolipidios). A nanoemulsdo produzida e estdvel foi adicionada ao suco de laranja e o
experimento in vivo realizou-se com adultos saudaveis com 18 anos de idade ou mais.

Da Silva et al. (2016) e Dos Santos et al. (2015) utilizando a mesma técnica de
nanoencapsulacdo do presente estudo, obtiveram eficiéncia de encapsulagdo de 99% em
nanocapsulas produzidas com [-caroteno, a-caroteno e luteina (mistura) e 95% em
nanocapsulas de licopeno, respectivamente. Esta elevada taxa de encapsulagdo obtida

através dos estudos que utilizam o método de deposi¢ao interfacial do polimero pré-
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formado ¢ provavelmente devido a presenca dos triglicerideos de cadeia média no nticleo
das nanocapsulas, o que facilita a solubiliza¢do dos carotenoides.

Dos Santos et al. (2016) avaliaram a estabilidade do licopeno nanoencapsulado com
poli (e-caprolactona) durante experimentos de fotossensibilizagdo (5 °C e 25 °C) e
aquecimento (60 °C e 80 °C). O estudo demonstrou que, durante a fotossensibilizagdo e
aquecimento em condig¢des saturadas de ar, a nanoencapsulagdo forneceu um efeito protetor
adicional, impedindo a rapida degradacdo do licopeno sob efeito da luz, oxigénio ou
temperatura.

A estabilidade de carotenoides co-nanoencapsulados sob diferentes tratamentos
industriais, tais como tratamento térmico e luz UV/vis foi avaliada por Da Silva et al.
(2017). Os autores utilizaram a mistura de -caroteno, a-caroteno e luteina, extraidos de
cenoura da variedade Baltimore, para produzir nanocapsulas pelo método de deposicao
interfacial. Os resultados indicaram que, independentemente da temperatura, luz UV/vis e
tempo de exposicdo das amostras, uma maior retencdo de carotenoides foi observada nas
nanocapsulas, quando comparada ao carotenoide livre, ou seja, o bioativo ndo encapsulado.
Dessa forma, neste experimento, os autores concluiram que a nanoencapsulagdo ofereceu
maior estabilidade ao P-caroteno, a-caroteno e luteina apds a exposi¢do a condigdes
similares aquelas usadas no processamento de alimentos (calor) e armazenamento (luz UV-

vis).



Tabela 5. Algumas formula¢des nanométricas de luteina encontradas na literatura.
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Formulacio Via Descricio da formulacio Resultado Referéncia
Nanoemulsdo Oral Nanoemulsio (6leo e agua) de luteina A nanoemuls@o aumentou duas vezes mais os niveis de luteina ~ Murillo et
no plasma em relagao a luteina pura. al. (2016)
Nanocépsulas Oral Nanocépsulas de luteina produzidas com poli  Nanocéapsulas de PLGA-PEG contendo luteina, aumentaram  Arunkumar
(PLGA-PEG) (acido latico-co-acido glicdlico), foram em mais de 700 vezes a solubilidade do bioativo em relagdo a et al. (2015)
preparadas para melhorar a solubilidade e luteina livre.
biodisponibilidade da luteina.
Nanocépsulas Oral Nanocépsulas de luteina foram preparadas Biodisponibilidade das nanocépsulas foi 27,7% maior do que Ranganathan
(Quitosana) com quistosana, com objetivo de melhor a o controle (luteina livre). et al. (2013)
biodisponibilidade do carotenoide.
Nanoparticulas Topico Nanoparticulas lipidicas de luteina A formulagdo aumentou o actimulo de luteina na cémea até Liu et al.
lipidicas (Ocular)  produzidas com B-Ciclodextrina por 209,2 £18 (g/g), que foi 4,9 vezes maior que a luteina livre. (2014)
sonicagao.
Nanosuspensao Topico Nanosuspensdo contendo luteina em pd e A solubilidade de nanocristais de luteina foi aumentada em Mitri et al.
(Dérmico)  surfactante Plantacare®, utilizando a técnica 264 vezes em agua destilada e em 26,3 vezes em solugdo de (2011)

de homogeneizagdo sob alta pressao.

surfactante, em comparagdo com a luteina em po, o que
resultou na melhora da bioacessibilidade e biodisponibilide do
carotenoide.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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CAPITULO 4
4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

As flores de Tagetes patula de cor marrom com borda amarela foram obtidas no
Centro de Abastecimento do Rio Grande do Sul (Ceasa — RS) localizado em Porto Alegre,
Brasil.

Foram utilizados o polimero PCL (poli-e-caprolactona) (Mw = 80.000 g / mol) e
Span 60 (monoestearato de sorbitano) da Sigma (St. Louis, Missouri, EUA), triglicerideos
de cadeia média céprico/caprilico (TCM) e polissorbato 80 da Delaware (Porto Alegre,
Brasil). Todos os demais produtos quimicos e solventes foram de grau analitico.

Segue abaixo um esquema resumido do obtenc¢do e caracterizagdo dos extratos e

nanocapsulas de luteina, conforme Figura 5.

Figura 5. Fluxograma reduzido para producdo e caracterizacdo de nanocapsulas de

luteina.
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4.2 Extracao e saponificacio

As flores centrais e periféricas foram destacadas e secas em estufa de circulagdo de
ar (Marca De Leo) a temperatura de 55 °C por 3h até umidade final de 10%.
Posteriormente, foram homogeneizadas em triturador de alimentos e armazenadas em
freezer doméstico (-18 + 2 °C).

As extragdes ocorreram de acordo com método de Nachtigall (2007) em que os
pigmentos das amostras foram extraidos exaustivamente com tetrahidrofurano em
equipamento Ultra Turrax (IKA T25 Digital — 1/minx1000). Para isso foi pesado 1,0 g da
amostra previamente seca e adicionados 10 mL do solvente organico em tubo Falcon.

A saponificacdo foi realizada com uma solugdo etandlica de 10% KOH (p/v) na
propor¢cdo de 1:1 em relagdo ao extrato. A extragdo e a saponificagdo ocorreram na
auséncia de luz e em temperatura ambiente por 24h. A seguir o extrato foi separado por
filtragdo e transferido para éter de petréleo. A retirada completa do alcali e do solvente foi
realizada por meio de sucessivas lavagens com agua destilada. Os extratos saponificados
foram concentrados a vacuo em evaporador rotatério (Marca Fisatom, modelo 802) a

temperatura maxima de 35 °C e secos em corrente suave de nitrogénio comercial.

4.3 Cristalizacao

A cristalizagdo da luteina seguiu a metodologia proposta por Vechpanich e
Shotipruk (2011). Os cristais foram diluidos em 2 mL de alcool etilico em frasco ambar e
para completa dissolucdo a mistura foi colocada em equipamento de ultra-som por 1
minuto. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de 4gua destilada e a mistura ficou sob
aquecimento em banho-maria em temperatura de 65 °C por 30 minutos. A mistura foi
filtrada a vacuo em membrana filtrante LCR em PTFE modificado de 0,45 pm e 47 mm e
os cristais foram secos em dessecador sob vacuo durante 1 hora. Os cristais obtidos foram
retirados da membrana filtrante, pesados e armazenados em freezer a -18 °C em frasco

ambar até andlise posterior.
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4.4 Confirmacio da identidade dos carotenoides e quantificacio do teor de luteina

A identificagdo do carotenoide majoritdrio na amostra foi efetuada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com a metodologia utilizada por
Mercadante e Rodriguez-Amaya (1998).

As analises foram realizadas utilizando um sistema de CLAE (Agilent Series 1100,
Santa Clara, CA, EUA) equipado com um degaseificador em linha, uma bomba quaternaria,
um injetor automatico acoplado a uma coluna polimérica de fase reversa C30, 250 mm x
4,6 mm, 3 pm (YMC, Japao), ajustada a 33 °C. A aquisi¢ao e processamento de dados
foram realizados utilizando o software CHEMSTATION®.

A eluigdo ocorreu com uma taxa de fluxo de 1 mL/min utilizando como fase moével,
agua/metanol/terc-metil-butiléter (MTBE) em um gradiente linear a partir de 5:90:5; 0:95:5
em 12 min e 0:50:50 em 60 min.

As condi¢des cromatograficas para avaliagdo da degradacdo da luteina nos
experimentos de termo e fotodegradacdo foram modificadas, utilizando-se: metanol/MTBE
como fase movel, com fluxo de 1 mL/min e gradiente linear a partir de 95:5; 85:15 em 12
min, 83,33:16,67 em 14 min e 95:5 em 24 min, de acordo com Rodrigues et al., (2012).

Os cromatogramas foram processados no maximo de absor¢do de luteina (445 nm).

Para a quantificagdo de luteina, uma curva padrdo com um coeficiente de
determinagdo (R?) maior do que 0,99 foi utilizada. A curva de calibragdo foi obtida via
CLAE, com limites de detec¢do e quantificagdo para luteina de: 6,9 x 102 e 1,15 x 107
ng/g, respectivamente, sendo determinados de acordo com o método descrito por Valente-
Soares (2001). As inje¢des foram realizadas em triplicata e todas as amostras foram
filtradas antes de cada injecdo (0.45 pm, Millex com membrana modificada — PTFE, para

solventes aquosos e organicos, Millipore, Barueri, SP, Brasil).
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4.5 Desenvolvimento das nanocapsulas contendo luteina

As nanocapsulas de luteina de ntcleo lipidico foram preparadas pela técnica de
deposic¢ao interfacial de polimero pré-formado, de acordo com Venturini et al. (2011). O
polimero (PCL) (100 mg), os trigliceridios de cadeia média (TCM), (160 mg) e o
monoestearato de sorbitano (MS) (38 mg) foram dissolvidos numa mistura de acetona (24
mL) e etanol (3,0 mL), sob agitacdo magnética a 40 °C. Apos a solubilizacao do PCL, MS e
TCM nos solventes, a luteina foi adicionada e manteve sob agitacdo magnética durante 10
minutos (40 °C). Esta fase organica foi adicionada a fase aquosa (53 mL) contendo
polissorbato 80 (78 mg) sob agitagdo durante 10 minutos. A dispersao foi concentrada sob
pressdo reduzida até atingir um volume final de 10 mL.

Os parametros de pH, didmetro e a concentracdo de luteina na formulagdo foram
avaliados a cada 4 dias durante 4 semanas; apos este periodo, a avalia¢do foi realizada a

cada 30 dias num total de 90 dias de experimento.

4.6 Determinacdo do teor de luteina e eficiéncia de encapsulagao

O teor total de luteina foi determinado através da extracdo do pigmento a partir da
nanocapsula obtida. Este método consistiu na extracdo a partir de uma aliquota de 250 uL
da nanocdpsula com acetonitrila (4,75 mL). O extrato foi dissolvido em ultra-som (30
minutos) e centrifugado (15 min a 2,820xg). O sobrenadante foi injetado no cromatografo.

O teor de luteina na fase aquosa foi determinado através da injecdo em
cromatografo, do filtrado obtido. O filtrado foi obtido apds a ultrafiltracdao/centrifugacdo de
uma aliquota da suspensao (400 pL) utilizando um Ultrafree-MC® (10.000 MW, Millipore,
Bedford, EUA) em uma centrifuga (15 minutos a 1,690xg). A eficiéncia de encapsulagio
foi determinada, de acordo com Venturini et al. (2011), dividindo-se a diferenga entre a
concentracgdo total de luteina e a concentracdo de luteina na fase aquosa pela concentracao

total, multiplicada por 100.

4.7 Determinac¢io de didmetro médio e o potencial zeta
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As analises para avaliacdo de diametro foram realizadas por difracdo de laser (DL)
(2000® Mastersizer, Malvern Instruments, UK), utilizando a dgua como dispersante. Os
dados foram analisados por software de 5,54 Mastersizer 2000. Os valores de calibragdo
foram determinados pelo software e calculados dividindo a diferenga entre D 0,1 D 0,9 e
por D 0,5.

Na sequéncia, o diametro de particula (média Z) e potencial zeta das suspensdes
foram medidos a 25 °C por Dynamic Laser Scattering (DLS) e mobilidade eletroforética,
respectivamente (Zetasizer® nano-ZS ZEN mod. 3600, Nanoseries, Malvern, Reino
Unido).

As amostras foram diluidas (aproximadamente 200 vezes) com uma solugdo aquosa
pré-filtrada de NaCl a 10 mM ou com 4gua MilliQ® para potencial zeta e determinagdo de

z médio, respectivamente.

4.8 Viscosidade

A viscosidade da nanocapsula foi medida imediatamente apos a preparagao usando
um viscosimetro rotacional Brookfield (modelo DV-II + Pro, LV2 fuso, Brookfield
Engineering, EUA) a 25 °C. Os dados foram analisados usando o software Brookfield

Rheocalc 32.

4.9 pH

O pH da formulagdo foi medido a 25 °C por meio de um potencidometro de MS-22

(Digimed, Sao Paulo, Brasil) durante 90 dias de armazenamento.

4.10 Analise colorimétrica

As amostras da formulagdo de nanocapsulas obtidas (10 mL) foram analisadas
utilizando um colorimetro portatil (modelo Konica Minolta CR 400 Singapore). Os
parametros colorimétricos foram obtidos de acordo com o Comission Internationale de

'Eclairage (sistema CIELAB) que sdo: L * (luminosidade), a cor e as coordenadas a *
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(componente vermelho-verde) e b * (componente amarelo-azul) usando o iluminante D65 e

angulo de visualizagao de 0 °.

4.11 Morfologia

As nanocépsulas de luteina foram analisadas morfologicamente por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) (Jeol, JEM 1200 ExIl, Centro de Microscopia Eletronica,
UFRGS, Brasil). As nanocapsulas foram diluidas em agua ultra pura (1:10 v/v) e dispersas
em um “grid” (suporte de carbono/polivinil de mesh 400). Nesta analise, uma solugdo de

acetato de uranila (2% p/v) foi usada como contraste € o equipamento foi operado a 80 kV.

4.12 Fotossensibiliza¢do e aquecimento das nanocapsulas de luteina

Foi preparada uma solu¢do da nanocapsula com concentracdo de luteina de
20pg/mL. O sensibilizador rosa bengala foi adicionado (10 uM) a solucdo de nanocépsulas
para os experimentos de fotossensibilizacdo. Uma aliquota de 10 mL desta solucdo
contendo a nanocdpsula e o sensibilizador foi iluminada com uma ldmpada de
incandescéncia de 150 W acoplada a um filtro de acrilico laranja (36.000 lux) que objetivou
excitar o sensibilizador com comprimentos de onda superiores a 450 nm (maximo de
absorbancia). Este experimento foi realizado a 5 °C, 15 °C e 25 °C, em duas condigdes
diferentes. A primeira foi realizada com injecao de N> (99,99% de pureza) para a célula de
fotossensibilizacao (excluindo o oxigénio) e o segundo foi realizado injetando ar na célula
de fotossensibilizagao.

A luz filtrada excitou apenas o rosa bengala e o oxigénio singlete foi formado pela
transferéncia de energia a partir do oxigénio triplete (oxigénio atmosférico).

Para os experimentos de aquecimento, 600 pL da solu¢do contendo a nanocapsula
foram aquecidos em tubos eppendorf de polipropileno (8.9 mm de didmetro e espessura de
parede de 1 mm) num banho de aquecimento a 70°C, 80°C e 90°C na auséncia de luz.

O teor de luteina foi avaliado periodicamente por CLAE durante os experimentos de
fotossensibiliza¢ao nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 minutos; e durante

os experimentos de aquecimento nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos. Os
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dados de contetido luteina foram usados para determinar a cinética de constantes de

velocidade e energia dos pardmetros de ativacdo do software Origin Pro 8.0.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey utilizando software SAS® 8.0 software e o programa

gréfico utilizado foi o Sigma plot 12.0.
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ABSTRACT

Lutein nanocapsules (Lutein-LNC) were developed by the technique of interfacial
deposition of the preformed polymer poly-e-caprolactone (PCL). The lutein crystals were
obtained from Marigold flowers by exhaustive extraction using tetrahydrofuran to obtention
of lutein 92 % pure. The nanocapsules were prepared, characterized and their stability
investigated. The results showed monomodal size distribution with polydispersity index of
0.11 £ 0.02, z-average of 191.9 + 3.24 nm, zeta potential of —5.14 + 2.22 mV and
encapsulation efficiency of 99.51%. The physicochemical properties of polymeric
nanocapsules suspension were evaluated in function of storage time to determine the
formulation stability. After 60 days of storage (4 °C) the Lutein-LNC were stable without
significant changes in diameter and color (p > 0.05); and residual content of lutein was 36
% relative to initial value. However, Lutein-LNC stored at 25 °C presented changes in zeta
potential, pH, color values and residual content over time when compared to nanocapsules
stored at 4 °C. Lutein content in the nanocapsules after 90 days of storage at 4 °C and 25 °C
presented superior values than free lutein after 30 days of storage in same conditions. Thus,
the nanoencapsulation allowed the solubilization of lutein in aqueous medium and
increased the stability of lutein in different temperatures.

Keywords: solubility; stability; nanocapsule; lutein.
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1. Introduction

Recently, the preference for natural foods and ingredients containing functional
properties has increased due to interest for health and life quality. Carotenoids are natural
colorants associated with beneficial health effects due to antioxidant activity and, in this
context; carotenoids have received special attention (El-Agamey et al. 2004).

Lutein is the second prevalent carotenoid in human blood plasma (B-carotene is the
first one), and this carotenoid is abundantly present in vegetables such as kale and spinach
(Kaulmann and Bohn 2014). Besides to vegetables, flowers can also be used as source of
lutein to production of dietary supplementation (Vechpanich and Shotipruk 2011).
However, commercial production of lutein is restricted to only the few species, and only the
marigold flowers (7agetes) are commercially cultivated as source of this carotenoid
(Benitez-Garcia et al. 2014; Khalil et al. 2012).

Lutein is a hydroxylated carotenoid and a potent antioxidant that actively protects
tissues from damage caused by reactive species (Hartmann et al. 2004). In addition to
preventing age-related macular degeneration, the use of lutein through diet has been
strongly related to the decrease of diseases such as arteriosclerosis (Zou et al. 2011),
cataracts (Olmedilla et al. 2003), diabetic retinopathy (Seddon 2013), cancer and other
diseases (Alves-Rodrigues and Shao 2004; Jansen et al. 2013).

Although of these important biological activities, lutein is an unstable molecule with
low bioavailability due to their insolubility in aqueous media (Lacatusu et al. 2013). The

stability of lutein varies widely based on processing and storage, and factors such as
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temperature, oxygen availability, light exposure, water activity, moisture, acidity, metals,
peroxides and lipoxygenase (Shi and Chen 1997; Wang et al. 2012).

In this context, new technologies are constantly introduced in an attempt to increase
the stability of carotenoids such as microencapsulation, which can prevent or reduce the
oxidation of bioactive compounds present in foods, and additionally enabling the dispersion
of powders in water (Nalawade and Gajjar 2016; Qv et al. 2011; Yi et al. 2016). Another
possibility to stabilize the carotenoids is the application of delivery systems with diameters
less than 1 micrometer such as nanoemulsions, nanoparticles and nanocapsules (Dos Santos
et al. 2015; Hong et al. 2016; Qian et al. 2012).

Different techniques of nanoencapsulation have been recently applied in studies to
increase the stability and improve the bioavailability and solubility of lutein. Chitosan and
poly-y-glutamic acid nanoparticles were developed to improve solubility of lutein and
results showed that lutein nanoparticles were 58% more soluble than free lutein (Hong et al.
2016). In other study, poly (Lactic-co-Glycolic Acid)—polyethylene glycol nanocapsules
containing lutein were produced by emulsion sonication-solvent evaporation technique to
improve bioavailability of lutein (Arunkumar et al. 2015) and lutein nanocapsules presented
43% more biological activity than free lutein, suggesting that nanoencapsulation is an
effective carrier to lipophilic molecules as carotenoids.

However, despite the previous researches regarding to nanoencapsulation of lutein
using different nanometric vehicles, the lipid-core nanocapsules obtained by technique
most used to prepare nanocapsules with bioactive compounds, interfacial deposition of

preformed polymer technique, do not have been applied to increase the stability of lutein
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nanocapsules during storage. Thus, this study aimed to produce and characterize lutein-

loaded lipid-core nanocapsules and evaluate the stability during storage at 4°C and 25°C.

2. Material and methods
2.1.  Material

The Tagetes patula flowers (French Marigold brown) were purchase from a local
market in Porto Alegre, Brazil. The poly (e-caprolactone) (PCL) and sorbitan monostearate
were purchase from Sigma (St. Louis, MO, USA). Polysorbate 80 and medium chain
triglycerides (MCT) were purchase from Delaware (Porto Alegre, Brazil). All solvents used

were analytical grade.

2.2.  Determination of lutein content in Marigold flowers

The lutein content was determined from Marigold petals by exhaustive extraction
with tetrahydrofuran using Ultra-Turrax (T25, IKA, China). After extraction, the extract
was concentrated under a reduced pressure in a rotaryevaporator (Fisatom model 801/802,
Sao Paulo, SP, Brazil) at room temperature (25°C). Saponification step was carried with
methanolic solution of 10% KOH (w/v) in the absence of light and at 25°C for 24 h. Then,
the extract was transferred into petroleum ether and washed with water distilled to
withdrawal of alkali. The extracts were concentrated under a reduced pressure in a
rotaryevaporator at room temperature, maintained at -18°C until the analysis by high-
performance liquid chromatography (HPLC) and the results are expressed in mg.100 g™! dry

weight.
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2.3.  Obtainment of lutein extract and crystallization process

Lutein extract was prepared using an adaptation of the method of Nachtigall (2007),
which described the lutein obtention from Marigold petals. The Marigold petals (1 g) were
dried in a forced air convection oven (DeLeo model BSAFD, Porto Alegre, RS, Brazil) and
maintained at 55 °C during 60 min. After grinding, the powder was packed in a plastic pot
and stored in dark at -18 + 2°C. The extraction and purification was carried with 1 g of
dried petals with 10 mL tetrahydrofuran. The pigments were extracted by Ultra-Turrax
(T25, IKA, China) during 5 min and concentrated under a reduced pressure in a
rotaryevaporator (Fisatom model 801/802, Sdo Paulo, SP, Brazil) at 25°C.

After this step, the saponification was carried with methanolic solution of 10%
KOH (w/v) in a ratio 1:1 (v/v) in the absence of light and at room temperature (25°C) for
24 h. The extract was separated by filtration and transferred into petroleum ether. The
complete withdrawal of alkali and of solvent was carried out by successive washings with
distilled water. The saponified extracts were concentrated under a reduced pressure in a
rotaryevaporator at 25°C.

Crystallization of lutein followed the methodology proposed by Vechpanich and
Shotipruk (2011). The extract were diluted in ethyl alcohol (2 mL) and stirred in ultrasound
for 1 min. Subsequently, distilled water was added (4 mL) and the mixture was heated in a
water bath at 65 °C for 30 min. The crystals formed were dried under reduced pressure

(T<30 °C) and the purity evaluated by HPLC.
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2.4.  Preparation of lutein-loaded lipid-core nanocapsules

Lutein nanocapsules were produced by interfacial deposition of the preformed
polymer according to method described by Venturini et al. (2011). The organic phase was
prepared using a polymer (PCL, 250 mg), sorbitan monostearate (95 mg), medium chain
triglycerides (400 pL), and lutein (>92 %) in a mixture of acetone (60 mL) and ethanol (7.5
mL) under magnetic stirring for 40 min at 40 °C. Then, the organic phase was injected into
an aqueous phase (132.5 mL) containing polysorbate 80 (195 mg), and stirring was
maintained for approximately 10 min. The formulation was concentrated under reduced
pressure until obtention of final volume of 25 mL. This formulation was denominated as
Lutein-LNC and presented a lutein concentration of 14 pg/mL and this concentration was
defined considering the solubility of bioactive compound in organic phase and based in a
preview study with bixin nanocapsules (Lobato et al. 2013).

The characterization of nanocapsules was performed in triplicate and parameters
such as encapsulation efficiency, mean diameter (z-average), polydispersity index (PDI),

zeta potential, morphology, viscosity, hydrogen potential (pH), and color were evaluated.

2.5.  Determination of encapsulation efficiency

The encapsulation efficiency of the Lutein-LNC was determined by the
ultrafiltration/centrifugation technique (Ultrafree Microcon 10,000 MW, Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). The free lutein content in the aqueous phase of the nanocapsules was
determined by injection of the ultrafiltrated obtained after the ultrafiltration/centrifugation

(30 min at 3500 xg) of an aliquot of the nanocapsule formulation (500 pL) using the high
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performance liquid chromatography (HPLC). The value of encapsulation efficiency was
calculated dividing the difference between the total concentration of lutein and the
concentration of lutein in the aqueous phase by the total concentration and multiplying the

result by 100.

2.6.  Determination of diameter, span value, polydispersity index and zeta potential

The granulometric profiles were determined by laser diffraction (LD) (Mastersizer
2000® 5.54, Malvern Instruments, UK) and dynamic light scattering (DLS) (Zetasizer Nano
ZS®; Malvern Instruments, Malvern, UK). The z-average, PDI and zeta potential were
evaluated at 25 °C using a Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, Malvern, UK). The
z-average and PDI were obtained after dilution of the samples in ultrapure water by
dynamic light scattering (DLS). The zeta potential ({) was analyzed by electrophoretic
mobility after dilution of the suspensions in 10 mM NaCl aqueous solution. DLS was used
to evaluate changes during storage due to ability of the Zetasizer Nano ZS® instrument to
determine particle sizes ranging from 0.003 to 10 um. Data analysis was performed using
Dispersion Technology Software (version 7.4, 2013, Malvern Instruments Ltd.). The span
values were determined by dividing the difference between Do; and Doy by Dos, as

provided by Mastersizer 2000 5.54 software programme

2.7.  Morphological analysis
The Lutein-LNC was analyzed morphologically by transmission electron
microscopy (TEM) (Jeol, JEM 1200 Exll, Electron Microscopy Center, UFRGS, Brazil).

The nanocapsules were diluted in pre-filtered ultrapure water (1:10 v/v) and dispersed on a
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grid (Formvar-carbon support films mesh 400). In this analysis, uranyl acetate solution (2

% w/v) was used as a negatively stained standard and the equipment was operated at 80 kV.

2.8.  Viscosity

Immediately after preparation, the viscosity of the Lutein-LNC was measured
utilizing a Brookfield rotational viscometer (model DV-II+Pro, spindle LV2, Brookfield
Engineering, USA) at 25 °C. The data were analyzed using Brookfield Rheocalc 32

software.

2.9. pH
The pH of Lutein-LNC was measured utilizing a DM-22 potentiometer (Digimed,

Brazil) during 90 days of storage.

2.10. Colorimetric analysis

The colorimetric parameters of Lutein-LNC suspension (10 mL) was analyzed using
a portable colorimeter (Konica Minolta model CR 400, Singapore) by according to the
Commission Internationale de I’Eclairage (CIELAB system). The coordinates L (lightness)
and the color coordinates a* (red—green component) and b* (yellow—blue component) were
measured using the illuminant Des and a viewing angle of 0°. The parameters were

measured over 90 days of storage.
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2.11. Determination of Lutein-LNC stability

To evaluate the lutein-LNC stability stored at room temperature (25 °C) and under
refrigeration (4 °C); z-average, PDI, pH, color and lutein content were evaluated during
storage time (0, 4, 7, 11, 14, 21, 35, 60 and 90 days). To determine the total lutein content
during 90 days of storage (4 and 25 °C) was performed the lutein extraction from a 500 pL
aliquot of the Lutein-LNC with acetonitrile (10 mL). This extract was ultrasonicated (30
min) and centrifuged (30 min at 3500 x g). The supernatant was filtered before injection
into the HPLC. Solution of free lutein in ethanol:water (2:8, mL:mL) was used as control to
evaluated the protective capacity of nanocapsules in stability of lutein during storage at 4°

and 25°C.

2.12.  Chromatographic conditions

To determine the total lutein content in the marigold flowers, in the extracts, to
calculate the encapsulation efficiency analysis and to determine stability of nanocapsules
during the storage period (90 days at 4 and 25 °C), the analysis was carried by HPLC. The
equipment utilized was a chromatograph Agilent (Series 1100, Santa Clara, CA, USA)
equipped with an online degasser, quaternary pump and automatic injector coupled to a
C30 polymeric column YCM with specification 250 x 4.6 mm, 3-um particle size at 33 °C.
The gradient elution at a flow rate of 1 mL/min consisted of water/methanol/methyl
tertbutyl ether (v/v/v) starting at a ratio of 5/90/5 and reaching 0/95/5 at 12 min, 0/89/11 at
25 min, 0/75/25 at 40 min, and 0/50/50 at 60 min. The lutein was quantified at a detection
wavelength of 445 nm. Data acquisition and processing was performed using the

ChemStation® software program.
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For the quantification of lutein, a calibration curve with determination coefficient
(R?) greater than 0.99 was utilized. The calibration curve was obtained by HPLC with limit
of detection (LOD) and quantification (LOQ) for lutein of 6.9 x 103 and 1.15 x 102 pg/g,
respectively, according to the method described by Valente-Soares (2001). The injections
were performed in triplicate and all samples were filtered before injection (0.45 pm, Millex
with modified PTFE membrane for aqueous and organic solvents, Millipore, Barueri, SP,

Brazil).

2.13.  Statistical analysis
The results were evaluated by one-way analysis of variance, the mean values were
analyzed by Tukey’s test using SAS® 8.0 software and the graphic program utilized was

Sigma plot 12.0.

3. Results and Discussion

3.1.  Lutein content in marigold flowers and extract to prepare Lutein-LNC

In this study, a high content of lutein was verified in Marigold flowers (1461
mg.100 g') and similar results were reported for others authors. Sivel et al. (2014)
evaluated the lutein content of different Marigold flowers concentrates and observed a
range in lutein content of 202 to 2400 mg.100 g!. In other study, Nachtigall et al. (2010)
evaluated the lutein content in tagetes flowers (Tagetes patula L.) and the results showed a
lutein content of 1230 mg/100 g, evidencing that Marigold flowers are an excellent source

of this carotenoid. The total amount and the relative concentration of each carotenoid in
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Marigold flowers may be influenced by selection of cultivars, varieties and other factors as
part of the plant, climatic and geographical conditions; and soil (Piccaglia et al. 1998).

The purified lutein utilized in this study presented 92% of lutein and 8% of
zeaxanthin, similar result were reported by Kumar et al. (2010) that obtained 89% of lutein
after saponification. Khachik (1995) developed a method to isolate, purify and recrystallize

lutein, preferably from saponification of marigold oleoresin and obtained purity of 95%.

3.2.  Preparation and characterization of Lutein-LNC

The purified lutein was used to synthetize Lutein-LNC with concentration of 14
pg/mL. The formulation was analyzed by LD and DLS immediately after being produced.
During a period of 90 days, the formulation was analyzed by DLS.

Solubility of carotenoids in lipid matrix is an important factor affecting loading
capacity of the carrier system. The encapsulation efficiency (EE%) is one of the most
important tests to verify if the nanocapsule has been formed. In this study the EE % was
found 99.51 %, indicating that the lutein was present in lipid core of nanocapsules.

Da Silva et al. (2016) and Dos Santos et al. (2015) using the same
nanoencapsulation technique of this study, obtained an encapsulation efficiency of 99% in
nanocapsules of a blend with B-carotene, a-carotene and lutein and 95% in lycopene
nanocapsules, respectively. This high encapsulation rate achieved by studies that use
interfacial deposition of the preformed polymer method is probably due to the presence of
the medium chain triglycerides in the core of the nanocapsules, which facilitates the

solubilization of carotenoids (Lobato et al. 2013).
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Solubilizers such as mono and diglycerides can be added in the lipid mixture to
increase bioactive solubilization and consequently improve loading capacity. The chemical
structure of the lipid is also critical; for example applying lipids which form highly
crystalline particles with a perfect lattice (e.g. monoacid triglycerides) lead to expulsion of
bioactive ingredient (Westesen et al. 1997).

Immediately after the synthesis, Lutein-LNC presented a monomodal distribution
with a volume—weighted mean diameter (D4;3) of 221 nm and a span value of 1.832. Similar
results was found to bixin nanocapsules obtained by same technique that showed values of
mean diameter (D43) and span value of 195 nm and 1.4, respectively (Lobato et al. 2013).

The z-average obtained for Lutein-LNC was 191.9 nm + 3.24 with PDI of 0.11 +
0.02. The particle size distribution is based on a polydispersity index (PDI) of the samples
and low PDI represents a narrow distribution (Wu et al. 2011). Similar values were reported
by Liu and Wu (2010) that observed diameter of 139 nm and PDI of 0.17 in a study to
optimize lutein nanocarriers with different surfactants and concentration of the bioactive
compound. The use of surfactants provided a stable dispersion of lutein-loaded
nanocapsules, and the optimal concentrations of surfactant were 0.2% and 2.4%.
Arunkumar et al. (2015) obtained nanocapsules with lutein and poly (lactic-co-glycolic
acid) — polyethylene glycol as wall material, with mean size of 200 nm and observed that
nanocapsules improved solubility, bioavailability, and anticancer property of lutein.

In other study, nanocapsules containing water-soluble chitosan with poly-y-glutamic
acid were produced to improve the solubility of lutein and the size of nanocapsules
synthetized were in the range of 115-260 nm with a narrow particle size distribution (PDI

smaller than 0.2) (Hong et al. 2016). Tan et al. (2016) performed a research comparing the
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formation of lutein nanodispersion prepared by solvent displacement method and high-
pressure homogenization. The authors verified that the smallest particle size and PDI (123.1
nm; 0.155) were obtained at the lowest lutein concentration of 0.1 wt. % and the authors
confirmed that the solvent displacement method can be used successfully to produce
nanosized particles.

The particle size estimated by DLS technique was well correlated with found by
microscopy analysis. The morphology and size of Lutein-LNC can be observed on TEM
micrograph (Fig. 1). According to TEM image, lutein-LNC have spherical shape and

homogeneous distribution.

Fig 1 TEM image of Lutein-LNC [bar 100 nm (500,000)].

The particle charge is other important factor to determine the physical stability of
emulsions and suspensions. Zeta potential is the electric potential near the surface of the
nanoparticle where the velocity of the liquid is zero (surface of shear) (Tiede et al. 2008).

The Lutein-LNC suspension presented zeta potential of —5.14 + 2.22 mV
immediately after preparation. Other studies utilizing the same technique to obtention of
nanocapsules with different bioactive compounds also showed negative results. Dos Santos

et al. (2015) characterized lycopene-loaded lipid-core nanocapsules and obtained zeta
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potential of -11.5 mV while that Coradini et al. (2014) produced lipid-core nanocapsules
containing co-encapsulated resveratrol and curcumin and showed zeta potential of -7.8 +
0.7 mV, similar to the value determined in Lutein-LNC of this study. The negative values
reflect the presence of carboxylic groups at the polymer extremities, since PCL is polyester
(Mora-Huertas et al. 2010).

The charge of nanoparticle depends of particle medium and composition of
dispersion (Mohanraj and Chen 2006). Lutein nanosuspension was prepared by high
pressure homogenization with 5.0% (w/w) lutein powder, 90% active ingredient and 1.0%
(w/w) Plantacare® 2000 as stabilizer dispersed, and it was reported a zeta potential of
nanocarriers range from 17 to -40 mV (Mitri et at. 2011).

The viscosity describes a fluid’s resistance to flow and it is an important parameter
for nanodispersion due to rheological properties that affect production steps such as mixing,
pumping and final quality (Lobato et al. 2013). The Lutein-LNC presented a viscosity at
25°C of 1.08 + 0.02 mPa.s. The viscosity of Lutein-LNC was similar to the water viscosity,
characteristic that increase the industrial application of this nanocapsules in different food
systems. Similar result was reported by Dos Santos et al. (2015) in lycopene nanocapsules
and Contri et al. (2013) in different oil core nanocapsules that found viscosity values of
1.09 mPa.s and 1.13 mPa.s, respectively. The behavior of the Lutein-LNC suspension was
typical for a Newtonian fluid, since the increase of the shear stress was proportional to the

increase of the shear rate (Fig 2).
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Fig 2 Rheological behavior of Lutein-LNC, in triplicate.

The formulations presented an initial pH of 5.44 + 0.66 at 25°C. Coradini et al.
(2014) reported similar values of pH (5.8 £ 0.1) to curcumin-loaded lipid-core
nanocapsules. McClements and Rao (2011) studied the impact of nanoemulsion on various
environmental stress and found that relatively stable nanoemulsion was formed at pH 6.0
and 7.0, however extensive particle growth/aggregation occurred at lower and higher pH
values, which was attributed to either chemical (hydrolysis) or physical (electrical charge)
effects.

Lutein-LNC suspension presented a yellow color and the colorimetric parameters
were: L= 75.44 +£0.05, a*= -5.95 = 0.14, b*=49.67 + 1.35. These nanocapsules exhibited a
higher luminosity due to the polymer, which confers a turbidity to the suspension.

Da Silva et al. (2016) evaluated the stability of nanocapsules obtained from a blend

of PB-carotene, a-carotene, and lutein and observed initially a yellow color in the
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suspensions produced with CIELAB coordinates of L = 72.16 £ 0.05, a* = —5.83 = 0.05, b*

=44.87 + 0.11, similar to this present study.

3.3. Stability evaluation of Lutein-LNC

Lutein-LNC was synthesized and it physicochemical properties such as z-average,
PDI, pH, color and lutein content were investigated during stored period (90 days). As
lutein presents high instability and hydrophobicity is difficult to incorporate in aqueous
food systems. For this reason the bioactive was encapsulated inside the oily core of
nanocapsules. The z-average in different storage conditions (4 and 25 °C) remained stable
during 90 days of experiment, without significant changes in particle size (range by 189 to
197 nm) (Table 1). The values found were in agreement with previous studies of the size of
polymeric lipid core nanoparticles (Arunkumar et al. 2013; Grillo et al. 2012; Lobato et al.

2013).
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Table 1 Stability of Lutein-LNC during 90 days of storage at 4 °C and 25 °C: z-average

and Polydispersity Index (PDI).

Storage time (days) Temperature (°C)
4 25
z-average (nm) z-average (nm)
0 194.60 + 0.56 A a 191.90 +3.24 A a
4 19597+ 1.19Aa 19530+3.99 Aa
7 19480+ 130 A a 191.67 +2.90 A a
11 193.67+2.17 A a 189.05+0.15Ba
14 19393 +1.05Aa 191.85+195Aa
18 197.07 £2.140 A a 191.47+3.72 Aa
21 19440+ 1.51 Aa 194.57 +4.61 A a
35 196.67 +1.83 A a 19343+ 193 Aa
60 194.57+2.41 Aa 193.03 +4.00 A a
90 195.50+0.85A a 193.27+3.16 Aa
PDI PDI
0 0.12+0.02 A a 0.11+0.02Aa
4 0.11+0.03 Aa 0.12+0.02 A a
7 0.11+0.01 Aa 0.11+0.02Aa
11 0.12+0.02 A a 0.16 +0.08 A a
14 0.12+0.01 Aa 0.14+0.05A a
18 0.12+0.02 A a 0.12+0.02 A a
21 0.11+0.01 Aa 0.13+0.02Aa
35 0.14+0.01 Aa 0.13+0.04 Aa
60 0.12+0.02 A a 0.12+0.04 A a
90 0.11+0.02Aa 0.12+0.03 Aa

Mean =+ standard deviation values followed by the same uppercase letter in line and by the
same lowercase letter in column are not significantly different (p < 0.05).

The Lutein-LNC showed stable to droplet aggregation during the period of storage,

without change in mean particle diameter or evidence of phase separation as creaming or

sedimentation. The high stability of this system can be attributed to the ability of the non-

ionic surfactant used (Tween 80) to generate a strong steric repulsion between the liquid

lipid nanoparticles (steric stabilization) (Sessa et al. 2013; Venturini et al. 2011).
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The granulometric profiles showed that no particle aggregation or agglomeration

occurred during storage (Fig. 3). These results indicate that nanotechnological properties

were maintained during storage to both temperatures.
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Fig 3 Size distribution (volume) obtained by LD (a and b) and by DLS (¢ and d) during 90

days of storage at 4°C (a and d) and 25°C (b and d).

The PDI corresponds to an indicator of the size distribution of the particles that can

also be used to assess stability. Factors that influence polydispersity include the properties
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of the solution, the thermodynamics of the system and the method of preparation
(Schaffazick et al. 2003). PDI values smaller than 0.2 are considered ideal, since this is
indicative of a narrow particle size. The PDI values obtained in the present study were all
below 0.2 (range 0.11 to 0.14) during storage and no significative change were observed,
indicating excellent particle homogeneity (Table 1).

The Lutein-LNC suspension showed the mean initial pH of 5.44 + 0.47 and after 90
days of storage at 25°C a decrease was observed (3.51 + 0.07) (Table 2), while that
nanocapsules showed a smaller decrease at 4°C (4.2 £0.12) than at 25°C. During storage
the decrease in the pH may occur due the production of free hydroxycaproic acid as a result

of PCL degradation (Calvo et al. 1996).



72

Table 2 Stability of Lutein-LNC during storage for 90 days at 4 °C and 25 °C on pH and
color (L, a* and b*).

Temperature (°C)

Storage time (days) 4 25
pH pH
0 576 +£0.19 Aa 544+0.66 Aa
4 6.04+034Aa 5.15+0.98 A ab
7 581+0.23Aa 471+ 1.15 A abcd
11 576031 Aa 4.27+0.66 A abc
14 5.47+0.39 A ab 4.26 £0.63 B abc
18 5.10£0.32 Abc 4.19£0.68 A abcd
21 481+0.19Ac 4.15+0.60 A bed
35 469+0.16 Ac 4.06+0.51 Abced
60 440+022Acd 395+0.01Bc
90 420+0.12Ad 3.51+0.07Bd
L L
0 75.80+0.26 Ae 75.44+0.15Ad
4 75.56 £0.14 A ce 7547 +0.13 Ad
7 7431+032Ad 75.38+0.62 Acd
11 75.64+0.09 Ac 75.72+0.02 Ac
14 75.21+£0.24 Ab 75.37+0.41 Acd
18 74.44 £1.12 A bede 75.71£0.25 A cd
21 75.61 £0.21 A bee 75.82+0.08 Ac
35 76.33 £0.45 A ae 77.32+0.57 Ab
60 76.46 £0.49 B ac 78.05+0.55Ab
90 76.67+£0.22 Ba 79.25+0.59 Aa
a* a*
0 -5.64+£0.11 Aa -5.95+0.14Ba
4 -5.69+0.08 Aa -6.31+£0.01Bb
7 -5.56 £0.06 A a -6.46+0.31 B bc
11 -5.69+0.11 Aa -6.33+£0.05BDb
14 -5.78 £0.12 Aa -6.59+£0.08 B¢
18 -5.94+0.19 Aab -6.76 £ 0.10 B cde
21 -6.00 £0.30 A ab -6.89 £0.08 B de
35 -6.29 £0.23 A bc -6.88 £0.08 B de
60 -6.54+0.21 Acd -6.90 £0.04 B de
90 -6.97£0.04 Ad -7.02+0.10 A e
b* b*
0 51.52+034Aa 49.67+135Aa
4 51.09+£0.22 A ac 48.32+2.91 A abc
7 49.86+£0.71 Ab 44,72 + 6.87 A abcd
11 50.63 £0.58 A ab 48.56 £ 0.57 B ab
14 50.13+0.93 Abc 47.64+0.62Bb
18 49.60 +£1.43 Abc 46.20+0.16 B¢
21 48.93+1.80Ab 44.07+0.14Bd
35 4452+ 0.38 Ad 30.85+0.17Be
60 43.50+0.28 Ae 23.63+0.56Bf
90 40.97+0.67 Af 22.11+0.73B g

Mean =+ standard deviation values followed by the same uppercase letter in line and by the
same lowercase letter in column are not significantly different (p < 0.05).
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Changes in the color of Lutein-LNC were measured and nanocapsules stored at
25°C showed a significative increase in L value after 35 days of storage, with L initial of
75.44 £+ 0.05 and after 35 days of 77.32 + 0.57. At 4°C no significative difference was
observed. Notably, the increase in brightness over time indicated a decrease of yellow color
and appearance of white light. The difference between treatments showed that the
degradation of lutein is strongly affected by temperature (Davidov-Pardo et al. 2016).

Regarding the component b*, the significant decrease in values were observed in the
lutein-LNC stored at 25 °C. Immediately after being produced, the suspension had value of
49.67 £ 1.35, however after 35 days (b* = 30.85 + 0.17) there was decrease of this
coordinate. In storage under refrigeration, the decrease was less and gradual demonstrating
that degradation of the carotenoid was lower at 4°C when compared to room temperature
(25°C). As showed at Table 2, there are a strong evidence of color loss in the Lutein-LNC
during storage, as verified by decrease in color intensity (particularly b*-value) and
increase in lightness (L *-value).

After storage, the reduction of lutein content in nanocapsules was observed and after
90 days of storage, the lutein-LNC presented 21% of the bioactive content without
refrigeration (25°C) while that after the same time at 4 °C, 33.71 % of lutein remained in
the core of Lutein-LNC (Fig 4), proving that lutein at room temperature degrades faster
than at refrigeration temperature (Ceron-Garcia et al. 2010). The solution of free lutein
utilized as control and storage at 4°C and 25°C presented half-life (50% of content) after 10
days and 40 days, respectively, while Lutein-LNC presented half-life after 50 days at 4°C
and 21 days at 25°C, suggesting that the nanoencapsulation improved of lutein stability

during storage. Chen et al. (2016) evaluated the stability of free lutein suspended in ethanol
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to production of lutein from microalga and observed that 50% of lutein content stored at
4°C and 25°C was lost after 17 and 11 days, respectively, similar to results reported in this
study to solution of free-lutein.

Lutein nanodispersion was synthesized by Tan et al. (2016) that evaluated the
influence of emulsifiers in stability of nanodispersion and observed that suspensions
containing polysorbate 80 and sodium dodecyl sulfate presented the lowest chemical
stability with loss of 50% after 56 days of storage. In other study, lutein loaded in zein
nanoparticles was produced to evaluate the influence of stabilizers in lutein stability and
after 30 days of storage at 25°C, 26 % and 54% of lutein content degraded in presence and

absence of stabilizers in nanoparticles, respectively (Chuacharoen and Sabliov 2016).

Lutein retention (mg/g)

0 20 40 60 80 100
Storage time (days)

Fig 4 Lutein content in lutein-LNC and Free Lutein solution stored at 4°C and 25°C for 90

days.

The composition of nanocapsules and the technique of obtention are factors
important to stability of carotenoids. Carotenoids such as lutein may degrade through

various factors such as oxidation and isomerization, depending on storage conditions and
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composition (Boon et al. 2010). Thus, the significant presence of lutein after 90 days of

storage suggests that the lutein-loaded particles could improve the stability of lutein.

4. Conclusions

Lutein, a hydroxylated carotene, is a potent antioxidant that protects tissues from
damage caused by reactive species; however the stability of lutein varies widely based on
processing and storage, due to factors such as temperature, oxygen availability and light
exposure. A way to improve the stability of lutein is the production of polymeric
nanoparticles that have diameters of less than 1 micrometer. In this context, Lutein-LNC
was prepared with satisfactory size diameter of 191 nm utilizing lutein crystals obtained by
an efficient method of isolating, purifying, and crystallizing of pure lutein from dried petals
of marigold. Microscopy analyses showed that the nanocapsules were spherical, with a
uniform size distribution and no apparent aggregate formation and formulations remained
stable for up to 90 days in relation of physical characteristics such as z-average and PDI.
After 90 days of storage at 25 °C, the nanocapsules retained 21% lutein content, however,
storage at 4 °C preserved more effectively the nanocapsules characteristics and showed a
lower degradation of lutein due to the combined protection exercised by wall material
presents in nanocapsules and refrigeration, verified by evaluation of free lutein as control.
These results demonstrated that nanoencapsulation by interfacial deposition of preformed
polymer of carotenoids for the development of nanostructures is an emerging example of
the application of nanotechnology that may improve the possibility of application in the
food industry. Besides that, trends regarding stability and behavior of these nanocapsules

under different industrial conditions must be investigated.
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Abstract

Despite the lutein is unstable at light, temperature and oxygen, this carotenoid is a good
quencher of singlet oxygen. In this study was evaluated the stability of lutein (92% of
purity) in lipid-core nanocapsules (Lutein-LNC), prepared by interfacial deposition of
preformed polymer, during photosensitization (5-25 °C) and heating (70-90 °C). The
Lutein-LNC were characterized and presented polydispersity index of 0.11, average
diameter of 191 nm, zeta potential of —9.14 mV and encapsulation efficiency of 100%.
During photosensitization and heating, Lutein-LNC exhibited activation energy (E.) of
24.67 kcal/mol and 9.96 Kcal/mol, respectively, and these values to Lutein—-LNC were
superior than free lutein values reported in other studies for both experiments. The results
obtained in this study suggest that nanotechnology can improve the stability of lutein.

Keywords: lutein, stability, sensitizer, photodegradation, heating

Classification numbers: 4.02, 5.10, 5.11
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1. Introduction

The intake of food or supplements containing carotenoids can provide a lower risk
of age-related macular degeneration and cataract [1]. This occurs due to high antioxidant
potential of carotenoids, such as lutein and zeaxanthin, and elevated concentration of these
compounds in the macular region of the human retina [2,3].

The lutein structure consists in a long carbonic chain with alternate single and
double carbon-carbon bonds, and along this chain are distributed two hydroxyl groups [4].
This structure is responsible by the lutein oxidation in the presence of reactive oxygen
species and other reactive species, which prevents possible cell damage [5]. In foods, the
reactive oxygen species can be generated by enzymatic, chemical and photochemical
process or by irradiation [6]. The lutein may preserve eye macula from oxidation and two
forms are suggested: (1) the lutein protects the photoreceptor cell layer from singlet
oxygen, due to absorption of blue-light, or (2) quenches the photochemical products, such
as singlet oxygen and possible reactive species in retina [7,8]. The system of conjugated
double bonds also provides to carotenoids degradation when exposed to heat. Carotenoids
structure is cleaved and molecular reactions that involve their double bonds occur under the
application of high temperatures [9]. Studies demonstrate the instability of the lutein in free
form against light and heat [10,11] and new techniques have been used to improve the
stability of pigments, such as lutein, in the presence of external factors (light, heat and
oxygen), increase the bioavailability of these compounds and allow their incorporation into
water-soluble food systems such as nanoencapsulation.

Some studies have been performed to evaluate the stability during

photosensitization and heating of carotenoids entrapped in nanocapsules obtained by
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various techniques [12,13]. However, none of these studies verified the stability of lutein
nanocapsules produced by interfacial deposition of the preformed polymer method. Thus,
the aim of this study was to evaluate photosensitization and heating effects in the stability
of lutein nanocapsules prepared by interfacial deposition of preformed polymer. The results
obtained for this work may allow the application of lutein in food industry, where are used

processes under thermal conditions and in the presence of oxygen and light.

2. Experimental
2.1. Material and methods
The Tagetes patula flowers were obtained from local market in Porto Alegre,
Brazil. The polymer poly (e-caprolactone) (PCL) (Mw = 80,000), sorbitan monostearate
and Rose Bengal sodium salt (90% pure) were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).
Capric/- caprylic triacylglycerols (CCTs) and polysorbate 80 were obtained from Delaware

(Porto Alegre, Brazil).

2.2. Lutein extract
Lutein extract was prepared by modified method of [14] Nachtigall (2007). Lutein
was extracted from Tagetes petals (1.0 g) utilizing tetrahydrofuran (10 mL) and the
extraction was carried out in magnetic stirring for 5 min, filtered and concentrated under
reduced pressure in rotaryevaporator (Fisatom model 801/802, Sao Paulo, SP, Brazil).
The step of lutein crystallization was performed according to methodology proposed
by Vechpanich and Shotipruk [15]. The ethyl alcohol (2 mL) was added in concentrated

extract and stirred in ultrasound for 1 minute. Subsequently, distilled water (4 mL) was
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added and the mixture was submitted at heating (65°C) in water bath for 30 min. The
crystals formed were dried and the purity evaluated by high-performance liquid

chromatography (HPLC).

2.3. Preparation of lutein nanocapsules

Lutein nanocapsules were synthetized by interfacial deposition of the preformed
polymer according to method described by Venturini et al. [16]. The organic phase was
obtained by mixture of PCL (250 mg), CCT (400 pnL), sorbitan monostearate (95 mg), and
lutein crystals (purity of 92 %) in a solution of acetone (60 mL) and ethanol (7.5 mL) under
magnetic stirring at 40 °C. In an aqueous phase (132.5 mL) containing polysorbate 80 (195
mg), the organic phase was injected, and the stirring was maintained for 10 min. The
mixture was concentrated under reduced pressure until final volume of 25 mL and

denominated Lutein-LNC.

2.4. Characterization of Lutein-LNC
The diameter and polydispersity index (PDI) of Lutein-LNC were determined by
Dynamic Light Scattering (DLS) using MilliQ® water to dilute the suspension. Zeta
potential was determined by electrophoretic mobility (Zetasizer® nano-ZS ZEN mod.
3600, Nanoseries, Malvern, UK) and the suspension was diluted in aqueous solution (10
mM) of NaCl. The data was analyzed by Dispersion Technology Software (version 4.0,
Malvern Instruments, UK). The pH of Lutein-LNC was determined at 25 °C by

potentiometer (Model DM-22, Digimed, Brazil) and viscosity was evaluated at 25 °C using
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a rotational viscometer (Model DV-II p Pro, spindle LV2, Brookfield Engineering, USA)
and the data were compiled by Brookfield Rheocalc 32 software.

Encapsulation efficiency and total concentration of lutein in nanocapsules was
determined by HPLC. To quantify the lutein total in nanocapsules, acetonitrile (2.5 mL)
was added in 500 pL of Lutein-LNC and sonicated in ultrasound (30 min) to extraction of
lutein. This solution was dried in nitrogen, diluted in MTBE (1 mL) and injected in the
HPLC.

The encapsulation efficiency was obtained after ultrafiltration of an aliquot of the
Lutein-LNC suspension (500 pL) and injection of aqueous phase containing free lutein in

HPLC.

2.5. Heating of the Lutein-LNC
In heating experiments, Lutein-LNC was placed in Eppendorf tubes, heated in water
bath at 70, 80 and 90 °C and cooled in ice bath. The experiment was performed in the dark.
The lutein concentration was evaluated by HPLC after extraction at different times (0, 15,
30, 45, 60, 90, 120 and 180 min), to determine the kinetic parameters utilizing the Origin

Pro 8.0 software (Origin lab Co., MA, USA).

2.6. Photosensitization of Lutein-LNC
In photosensitization experiments, the sensitizer rose bengal was added in Lutein—
LNC (10 pumol/L) and 10mL of this solution (Lutein-LNC and sensitizer) was illuminated
by a 150 W filament lamp (36,000 lux) coupled to a yellow acrylic cutoff filter to

exclusively excite the sensitizer at wavelengths above 470 nm (maximum absorbance). This
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experiment was performed in different conditions: in presence of N> — saturated (99.99%
purity) to the photosensitization cell (excluding the oxygen) at 25°C with rose bengal, in
presence of air—saturated in the photosensitization cell at 5 °C, 15 °C and 25 °C with rose
bengal and in presence of air - saturated in photosensitization cell at 25 °C without rose
bengal.

The lutein content was evaluated by HPLC after lutein extraction from nanocapsules
at different times (total of 300 min), and the data were used to determine the kinetic
parameters using the Origin Pro 8.0 software (Origin lab Co., MA, USA).

In the photosensitization experiment, the filtered light excites only rose bengal and
singlet oxygen is generated by energy transfer from sensitizer to atmospheric oxygen. In the
presence Na-saturated condition only the sensitizer is responsible in lutein loss, whereas in
the presence both sensitizer and air, the lutein can be reduced due reaction with oxygen and

sensitizer.

2.7. High-performance liquid chromatography (HPLC)

The total concentration of lutein during photosensitization and heating was
determined by HPLC (Agilent series 1100, Santa Clara, CA, USA) utilizing an equipment
with online degasser, quaternary pump, and automatic injector coupled to C30 polymeric
column YCM (250 x 4.6 mm 1i.d.; 3-um particle size) at 33 °C. The samples were eluted
isocratically at flow rate of 1 mL/min of water/methanol/methyl tertbutyl ether starting
from 5:90:5 v/v and reaching 0:95:5 v/v at 12 min, 0:89:11 v/v at 25 min, 0:75:25 v/v at 40
min and 0:50:50 v/v at 60 min. The chromatograms were processed at the absorption

wavelength of lutein (445 nm).



91

Before injection, the lutein from nanocapsules (500 pL) was extracted with
acetonitrile (10 mL), homogenized by ultrasonication (30 min) and centrifuged (30 min at
3500 x g). All samples were filtered before injection (0.45 pm, Millex with modified PTFE
membrane for aqueous and organic solvents, Millipore, Barueri, SP, Brazil) and were
performed in triplicate. The limits of detection and quantification were 6.9 x 10~ and 1.15 x

102 pg/g, respectively.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of Lutein-LNC

The Lutein-LNC exhibited a monomodal particle-size distribution and a mean
diameter of 191 + 3.24 nm, a PDI of 0.11 + 0.02 and a zeta potential of -9.14 + 2.22 mV.
The Lutein-LNC suspension was produced with a lutein concentration of 20 pg/mL and
showed pH of 5.4 + 0.66, encapsulation efficiency of 100% and viscosity of 1.08 £ 0.02
mPa.s.

Similar results were found by other authors that developed different nano vehicles
of bioactive compounds [17-20]. Hong et al. [20] produced water-soluble chitosan with
poly-y-glutamic acid nanocapsules to improve the solubility of lutein and the nanoparticles
presented size range of 115-260 nm with highly narrow particle size distribution (PDI
smaller than 0.2). Coradini et al. [17] produced lipid-core nanocapsules containing co-
encapsulated resveratrol and curcumin and showed zeta potential of -7.8 + 0.7 mV and
Contri et al. [21] reported viscosity of 1.3 + 0.1lmPa s for nanocapsules containing

capric/caprylic triglycerides, very similar to the value determined in Lutein-LNC. Using the
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same encapsulation technique of this study, Da Silva et al. [18] obtained an encapsulation

efficiency of 99.65 % in the nanocapsules of a blend with B-carotene, a-carotene and lutein.

3.2. Heating of Lutein-LNC
The temperature has remarkable effects on those heat-sensitive bioactive substances.
In this experiment, the retention rate of lutein decreased with the increasing of temperature.
After 180 min, the retention rates of lutein in nanocapsules was 77.47 % at 70 °C, 58.54 %

at 80 °C and 19.07 °C at 90 °C (Fig. 1).
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Fig. 1 Lutein concentration during heating of Lutein-LNC.

In all conditions, the rate of lutein loss was directly proportional with the increase of
temperature and followed first order kinetics with a correlation coefficient R? > 0.96.
During heating, the lutein loss was also verified by constant kobs and the effect of
temperature on the k value was evaluated by activation energy (E,). Rate constant kops was

obtained by exponential fitting of experimental data (Table 1).
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The kos for the temperatures used during heating (70, 80 and 90 °C) were
respectively, 3.45 x 104, 5.63 x 10 and 25.59 x 10**. These values are in accordance with
findings reported by Dos Santos et al. [22] in a similar study with lycopene nanocapsules
obtained by same technique. The researchers found kobs 2.95 x 10 (60 °C), 7.82 x 10 (70

°C) and 10.48 x 10 (80 °C) during heating procedure.

Table 1. Rate constant (kobs) and activation energy for lutein loss during photosensitization

and heating of Lutein-LNC.

Teml()o(g;l ture Experimental Conditions Riti Oc (;1(1:1:?:1:; k (kca]i:/?nol)
5 Air + 10 pmol/L of Rose bengal 4.02
15 Air + 10 pmol/L of Rose bengal 10.44
25 Air + 10 pmol/L of Rose bengal 13.36 9.96
25 Air 0.18
25 N2 + 10 pmol/L of Rose bengal 0.04
70 Air 0.345
80 Air 0.563 24.70
90 Air 2.56

Chuachaoren and Sabliov [12] evaluated the stability of lutein particles with zein
(wall material) stored under different temperatures (4°C, 25°C and 40°C) and found Fkobs
values 0f 4.17 x 10® min ", 1.39 x 10 " min *! and 1.46 x 10 min .. In general, all kinetic
constants tripled for each 20 °C increase in temperature, demonstrating a marked effect of
temperature in reaction rates [23]. The necessary activation energy (E,) for the degradation
of lutein in Lutein-LNC during heating (Table 1) was 24.70 kcal/mol. Dos Santos et al.
[22] found similar activation energy (24.9 kcal/mol) to stability of lycopene nanocapsules

obtained by same encapsulation method. Free lutein was evaluated by Giménez et al. [10]
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that verified thermal degradation of colorants solubilized in ethanol-water (3:2, v/v) under
different temperatures (30°C, 50°C, 70°C and 90°C) and observed that free lutein in
solution presented an activation energy of only 0.76 kcal/mol. These results suggest that
wall material present in nanocapsules may protect the lutein conferring thermal resistance

when compared to free lutein or other techniques of encapsulation.

3.3. Photosensitization of Lutein-LNC
Due to its chemical structure, lutein can be oxidized and degraded in the presence of
light and oxygen [24]. The results (Fig. 2) suggest that nanoencapsulation was appropriate
method to protect lutein against photodegradation. The lutein retention rates in Lutein-LNC
were 72.47 % (5 °C), 58.93% (15 °C) and 57.13 % (25 °C) in the presence of air —

saturated after 300 min (Fig. 2a) and, indeed, the rate of lutein loss increased with the

increase at temperatures.

110 (a) —e— 25°C + Air + RB 110 (b) e— 25°C + Air+ RB
—a— [5°C + Air+ RB —o— 25°C+N, +RB
~ 100 —s— 5°C + Air + RB ~ 100 A 25°C + Air
Q\\o/ f\i 25°C + Air
b5 5 80
= 2
= £ 70
2 2
=1 =
= — 60
50 50
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Time (min) Time (min)

Fig. 2 Stability of Lutein-LNC during photosensitization in different temperatures in air-

saturated (a) and in same temperature and in different conditions (b).
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Comparing the same temperature in different conditions, it was possible observed
that presence of oxygen caused more impact in the lutein degradation than sensitizer action
in isolation (Fig. 2b). According to Winkler et al. [25], lutein and zeaxanthin primarily and
preferentially quench photo-induced singlet oxygen, thus acting as antioxidants.

The lutein loss during the photosensitization followed a first-order kinetic reaction
and rate constant kops (Table 1) by exponential fitting of the experimental data (coefficient
of correlation R? > 0.97). This behavior is also observed by studies with encapsulated lutein
utilizing different encapsulation technique [12] and other encapsulated carotenoids, such as
lycopene [22] and bixin [26], proving the capacity to protect bioactive compounds.

Despite of lutein degradation in Lutein-LNC, free lutein may degrade faster than
encapsulated. In study utilizing a lutein solution, Li et al. [27] evaluated stability of powder
of freeze-dried sweet corn stored under illumination at 4, 20 and 37°C and verified that
activation energy to free lutein was 4.5 kcal/mol, whereas Lutein-LNC presented activation
energy of 9.96 kcal/mol (Table 1). Similar value was reported by Lobato et al. (2015) that
analyzed photosynthetic stability of bixin nanocapsules obtained by same technique and
under the same conditions and found activation energy of 12 kcal/mol, indicating that

nanoencapsulation increases the stability of bixin during photosensitization.

4. Conclusion
This study demonstrated that stable nanocapsules can be produced by interfacial
deposition of preformed poly (e-caprolactone) technique and nanoencapsulation can

improve thermal and photo stability of lutein. The higher values of activation energy to
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Lutein-LNC compared to free lutein reported by literature showed that nanoencapsulation
increased the stability of lutein and maintained the ability of this carotenoid to quench
singlet oxygen. This investigation also evidenced that change in temperature alter the
stability of the nanocapsules, indicating that the combined use of low temperature and
nanotechnology may allow the application of lutein in food industry. Future trends in
stability evaluation of Lutein-LNC should focus on studies regarding the stability of these

nanocapsules in food matrices and their safety by in vivo studies.
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CAPITULO 7

EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FLORES
DE Tagetes patula UTILIZANDO FLUIDO SUPERCRITICO (CO;) E CO-
SOLVENTE ETANOL

1 Introducao

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo, e consequentemente, 0 maior
numero de idosos no mundo, a utilizagdo da luteina como forma de combate e prevencao de
doencas degenerativas ¢ uma alternativa interessante e sua aplicagdo como ingrediente em
bebidas e alimentos pode ser bastante conveniente e atrativa (MAUS, 2011).

A obtencdo deste carotenoide ¢ geralmente realizada utilizando-se solventes
organicos altamente nocivos a populagdo e ao meio ambiente.

Neste sentido, os investigadores enfrentam novos desafios no desenvolvimento de
novos processos de extragdo para obter produtos bioativos e seguros. Novos desafios
envolvem o desenvolvimento de técnicas rapidas, seletivas, eficientes, sustentaveis, verdes
(sem o uso de solventes organicos toxicos), com elevados rendimentos € com menores
custos. As técnicas capazes de satisfazer estas exigéncias sdo, entre outras, as que se
baseiam no uso de fluidos comprimidos (pressurizados), tais como a extragdo com fluido
supercritico (ScCQO3), extracdo de liquido pressurizado (ELP) e extra¢do subcritica com

agua (ESA), que estdo entre 0s processos mais promissores.

1.1 Fluido supercritico

Um componente puro ¢ considerado um fluido supercritico quando sua temperatura
e pressao sdo maiores que seus valores criticos. A pressao critica ¢ definida como a pressao

maxima na qual um liquido pode ser convertido a um gas pelo aumento da temperatura.
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Analogamente, a temperatura critica ¢ considerada a temperatura maxima na qual um gas
pode ser convertido a liquido pelo aumento da pressdo. Desta forma, acima do ponto
critico, variagdes de pressdo e temperatura ndo modificam a fase do fluido
(ALBUQUERQUE, 2008). No diagrama de fases abaixo (Figura 1) ¢ possivel visualizar as

regides de gas, solido, liquido e fluido supercritico.

3 :
3 Ponto
o Critico
o LIQUIDO C
SOLIDO
FLs e s it vimioeth. 00 e i

Temperatura

Figura 1. Diagrama de fases para uma substancia pura.

Fonte: King et al. (1989).

No estado supercritico, a substancia assume propriedades tanto de gases como de
liquidos e possui uma maior capacidade como solvente. Nesta regido, pequenas mudangas
na temperatura e/ou pressdo resultam em uma grande mudanga nas propriedades solventes.
Estas propriedades oferecem caracteristicas muito atrativas de extragdo devido a sua
difusividade, viscosidade, tensdo superficial e outras propriedades fisicas favordveis
(MUKHOPADHYAY, 2000).

Desta forma, a densidade do fluido supercritico pode ser modificada pela variacao

da pressdo aplicada sobre o fluido. De acordo com Michielin, (2002), os fluidos
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supercriticos apresentam uma viscosidade baixa como a de um gés, alta densidade como os
liquidos e difusdo intermedidria ente gases e liquidos, variando de acordo com a densidade.

Essas caracteristicas fazem com que os fluidos supercriticos apresentem maiores
taxas de transferéncia de massa no processo de extracdo de soluto, quando comparado a
operagdes convencionais que empregam solventes organicos (MICHIELIN, 2002).

O solvente utilizado na extragdo como fluido supercritico deve apresentar os
seguintes requisitos: possuir bom poder de solvatacdo, ser inerte ao produto, ser facilmente
separado do produto, ser relativamente barato e deve apresentar pressdo critica baixa por
razoes economicas (DIEHL, 2008).

O solvente mais utilizado na extracdo supercritica de produtos alimenticios e
farmacéuticos ¢ o dioxido de carbono (CO») pois apresenta as seguintes vantagens:

- Temperatura Critica: igual a 31,2°C, preservando as propriedades organolépticas e
quimicas dos extratos uma vez que as extragdes podem ser conduzidas a temperaturas
relativamente baixas;

- Pressdo Critica: igual a 73,4 bar, diminuindo os custos de compressao, facilita a separagdo
apos a extra¢do nao deixando residuos no extrato. Uma vez que ¢ um gas nas condig¢des
ambientais e sua temperatura critica ¢ proxima a temperatura ambiente ¢ ideal na extracdo
de compostos termolabeis;

- Inerte: ndo oferece riscos de reagdes secundarias, como: redugoes, oxidagdes, hidrolises e
degradacgdes quimicas;

- Seguro: ¢ um material ndo explosivo, ndo poluente e ndo tdxico;

- Polaridade: apresenta polaridade semelhante a dos solventes apolares comumente
utilizados em extracdes convencionais, como o hexano e o pentano;

- Versatil: os parametros de extracdo do CO: supercritico podem ser modificados
facilmente pela adi¢do de pequenas quantidades de outros produtos, denominados de co-
solventes, polares ou apolares, como a agua e o etanol, e também pela selecdo das
condi¢des de temperatura e pressdo especificas. Essas op¢des adicionam flexibilidade e
permitem a adequacdo de condi¢des de extracdo para as necessidades especificas dos

produtos a serem extraidos e ao produto final desejado.
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O CO; ¢ uma molécula apolar, logo a extragdo com didéxido de carbono supercritico
(ScCO») puro esta relacionada a extragdo preferencial de substancias apolares e/ou de baixa
polaridade. Pode-se também empregar alguns solventes (o etanol, por exemplo) como co-
solvente do ScCO; em diferentes propor¢des para se manipular a polaridade da mistura

(ScCOg/etanol) e extrair substancias nas faixas de polaridades desejaveis (DINIZ, 2013).

1.2 Processo de extracio supercritica

O processo de extracdo supercritica ¢ uma operagdo unitaria por contato que se
fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-quimicas dos fluidos supercriticos: alto
poder de solvatagdo, alto coeficiente de difusdo, baixa tensdo superficial e baixa
viscosidade (ALBUQUERQUE, 2008).

A extracdo supercritica de matrizes vegetais ¢ realizada em batelada, onde o
empacotamento da matéria-prima, de onde se obtém o substrato, ¢ realizado em cilindro
(extrator) de aco inoxidavel a pressdo atmosférica. O extrator ¢ fechado, pressurizado e
aquecido até a temperatura de operacdo (ALBUQUERQUE, 2008).

O processo ocorre em duas etapas, etapa de extragdo e¢ a etapa de separagdo
(RAVENTOS; DUARTE; ALARCON, 2002):

1) Etapa de extracdo: nesta etapa o solvente no estado supercritico ¢ bombeado através do
extrator, fluindo continuamente através da matéria-prima solida, a qual absorve o fluido,
dilata sua estrutura celular e diminui a resisténcia ao transporte de massa, acarretando na
solubilizacdo dos compostos que sdo transportados para superficie do sélido e, escoando
para a saida do extrator.

2) Etapa de separagdo: a separacdo do extrato do solvente ocorre através da reducdo da
pressdo do fluido com a abertura da valvula de expansdo localizada apds o extrator; o que
acarreta uma diminuicdo drastica do poder de solubilizag¢do do fluido devido a expansao ao
estado gasoso. O soluto precipita em um separador onde a quantidade de extrato pode ser
mensurada.

De acordo com Quispe-Condori, (2008), na etapa de extracdo a temperatura e a

pressdo sao selecionadas de modo a maximizar os rendimentos nos compostos de interesse,
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enquanto que na etapa de separagcdo o nivel de solubilidade é reduzido para assegurar a

precipita¢do do extrato e possibilitar a reciclagem do COx.

1.3 Extracio supercritica de carotenoides

Os carotenoides sdo solaveis em lipidios ou em solventes apolares (PASSOS,
2007). No passado, carotenoides eram extraidos principalmente com solventes organicos.
No entanto, com as crescentes restricdes do governo sobre o uso de solventes organicos, a
crescente demanda dos consumidores por produtos "naturais" e os mais recentes
desenvolvimentos na tecnologia de fluido supercritico, h4 um interesse crescente na
recuperagdo de bioativos naturais usando ScCO; (SUN; TEMELLI, 2006).

O didoxido de carbono supercritico ¢ um solvente adequado para a extragdo de
carotenoides devido a baixa polaridade destes compostos (MACIAS-SANCHEZ et al.,
2007). Além disso, os carotenoides sdo extremamente sensiveis a exposicao a luz, calor,
oxigénio e acidos, portanto, a extracdo de carotenoides via fluidos supercriticos ¢ uma
promessa para reducdo da sua isomerizacdo e decomposi¢do. O ScCO> ¢é um solvente
supercritico ideal para extracdo destes compostos devido a sua natureza ndo tdxica, nao
inflamavel. E, como mencionado anteriormente, apresenta uma temperatura critica baixa o
que ¢ desejavel para extracdo de muitos compostos naturais que necessitam de condigdes
amenas (SHI et al., 2009).

Estudos realizados comprovam que a adi¢do de um co-solvente para ScCO> melhora
a eficiéncia da extracdo. Contudo, o co-solvente de escolha tem sido o etanol, que é um
solvente polar, no entanto ndo ¢ a escolha mais adequada para melhorar a solubilidade dos
carotenoides ndo polares em ScCO;, devido ao fato de que ao final do processo de extragdo
o etanol tem que ser removido, o que requer o uso de calor. Outros co-solventes estudados
sdo solventes organicos, que negam a grande vantagem da tecnologia com fluido
supercritico de ser capaz de produzir extratos "naturais" (SUN; TEMELLI, 2006).

Oleo vegetais estdo sendo apontados como bons co-solventes do ScCO, para
extracdo dos carotenoides, ao invés do etanol. A vantagem no uso dos 6leos vegetais € que

ndo ¢ necessdria a separacdo subsequente do Oleo comestivel do extrato obtido. Sun e
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Temelli, (2006), avaliaram a extracdo supercritica dos carotenoides da cenoura usando o
6leo de canola como co-solvente do ScCO- e observaram que o 6leo aumenta a solubilidade
do carotenoide aumentando assim a sua extragao.

Franga et al. (1999) aplicaram a extragcdo com fluido supercritico e a extragdo com
hexano para determinar lipideos e carotenoides da fruta buriti (Mauritia flexuosa). O 6leo
obtido com hexano apresentou cerca de 1 % de caroteno enquanto que a extracdo
supercritica foi capaz de remover cerca de 80 % do conteudo inicial de carotenos.

Portanto, a tecnologia supercritica ¢ muito eficaz na extragdo de compostos
bioativos (antioxidantes, 0leos essenciais, carotenoides) a partir das mais variadas matérias
bioldgicas (plantas, frutos, residuos de atividade agroindustrial) (CORREA, 2010).

No presente trabalho, foi utilizado um método de extragdo menos toxico e eficiente
para obtencdo de compostos bioativos a partir de flores de Tagetes patula, utilizando CO,
em estado supercritico com e sem emprego de etanol como co-solvente. Além da obtencao
do extrato bruto, realizou-se a identificacdo cromatografica dos principais compostos

presentes nas pétalas de Tagetes patula.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

e Realizar a extracdo de ésteres de luteina de pétalas de Tagetes patula pelo método

de Extragdo com Fluido Supercritico.

2.1 Objetivos especificos

e Obter extratos de ésteres de luteina a partir das pétalas de Tagetes patula, utilizando

etanol como co-solvente.

e Avaliar o rendimento dos extratos obtidos;

e Realizar a identificacdo dos compostos bioativos extraidos.
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios do Grupo de Pesquisa
“Foodomics” do Instituto de Investigagdo em Ciéncias da Alimentacdo (CIAL) situado na
Universidad Autonoma de Madrid (UAM), Espanha.

As flores de Tagetes patula, de cor marrom com borda amarela, foram obtidas no
comércio local da cidade de Madrid. As flores centrais e periféricas foram destacadas e
secas em liofilizador Lyoquest-85 Telstar por um periodo de 24 horas e apds o término
desta etapa foram acondicionadas em embalagens plasticas, sob vacuo, e armazenadas a
temperatura de -20 °C.

O dioxido de carbono, CO», (N-48) foi fornecido pela Praxair (Madrid, Espanha)

e a agua utilizada foi Agua Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA). Todos os demais

produtos quimicos e solventes foram de grau analitico.

3.2 Métodos

3.2.1 Extracao com fluido supercritico

Todas as extragdes de alta pressdo foram realizadas em um extrator de fluido
supercritico PrepMaster da Suprex (Pittsburgh, PA), conforme mostrado na Figura 2. Para
cada extracdo, amostras de 1,0 g de pétalas secas foram inseridas em uma célula de
extracdo de aco inoxidavel de 20 mL na entrada e saida da célula de extracdo. A unidade
PrepMaster pressuriza o CO; para o valor ajustado necessario ¢ mantém a célula na
temperatura desejada. Em experimentos com CO; modificado com etanol ou etanol
expandido com CO», o etanol (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha) foi alimentado
por uma bomba de CLAE PU2080 da Jasco (Toquio, Japao) ajustada na vazao volumétrica
requerida. Em todos os experimentos, uma vazao massica constante (0,04 g/min) de CO>
(Carburos Metalicos, Air Products Group, Madri, Espanha) foi ajustada na saida da célula

de extracdo usando duas valvulas de parada em conjunto. Extratos (e etanol) foram
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coletados em um Falcon que foi resfriado por imersdao em gelo seco. O tempo de extragdo
foi fixado em 120 minutos e apds a conclusdo de cada extracdo, o etanol e o excesso de
umidade foram totalmente removidos do Falcon por sopro suave de N> (Carburos
Metalicos, Grupo Air Products, Madri, Espanha). O rendimento de extrato (expresso em
mg/g de extracto seco) foi determinado gravimetricamente pesando-se o Falcon. Para evitar
a degradacdo do extrato seco, os Falcons foram protegidos da luz com folhas de aluminio e

armazenados a —18°C antes das anélises cromatograficas.

Figura 2. Extrator de fluido supercritico PrepMaster da Suprex (Pittsburgh, PA)

3.2.2 Identificacio de carotenoides por cromatografia liquida de alta efeciéncia
(CLAE)

As andlises por CLAE dos extractos foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
liquido da série HP 1100 da Agilent (Santa Clara, CA, EUA) equipado com um detector de
diodos e utilizando uma coluna de fase inversa YMC-C30 (250 mm x 4,6 mm de diametro
interno). Tamanho de particula de 5 um; YMC (Europe, Schermbeck, Alemanha). A fase
moével foi uma mistura de metanol-MTBE-4dgua (90:7:3 v/v/v) (solvente A) e metanol-
MTBE (10:90 v/v) (solvente B) eluida de acordo com o seguinte gradiente : 0 min, 0% de
solvente B; 20 min, 30% de solvente B; 35 min, 50% de solvente B; 45 min, 80% de
solvente B; 50 min, 100% de solvente B; 52 min, 0% de solvente B. O caudal foi de 0,8
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mL/min, o volume de inje¢do foi de 10 pL e a detecg¢do foi a 450 e 660 nm (espectros
registados de 240 a 770 nm por detec¢do de diodo-matriz, DAD). Para a curva de
calibragdo, seis diferentes concentracdes de luteina (variando de 1 a 0,025 mg/mL e de 0,04
x 1073 a 1,25 x 10 mg/mL) foram injetados no instrumento (GILBERT-LOPEZ et al.
2017).

3.2.3 Caracterizacao dos extratos obtidos através CLAE acoplada a Espectrometro de
Massa

O instrumento empregado para caracterizar quimicamente os extratos obtidos nas
diferentes condi¢des de extracdo testadas foi um cromatografo liquido Agilent (Santa Clara,
CA, EUA) 1100 equipado com um detector de diodos e acoplado diretamente a um
espectrometro de massas (Agilent ion trap 6320) através de uma interface de ionizacao
quimica a pressao atmosférica (APCI). As condi¢cdes de CLAE empregadas para realizar a
analise foram as mesmas descritas na se¢do anterior. A analise de massas foi realizada com
APCI em modo de ionizagdo positiva usando os seguintes parametros: voltagem capilar,
—3,5 kV; temperatura de secagem, 350 °C; temperatura do vaporizador, 400 °C; vazao de
gas de secagem, 5 L/min; corrente (que define a corrente de descarga para a fonte APCI),

4.000 nA; pressdo do gas nebulizador, 60 psi (CASTRO-PUYANA et al. 2013)

3.3 Analise estatistica

Os resultados serdo avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e as médias serdo

comparadas pelo teste de Tukey utilizando software Statistica® 10.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Avaliaciao do rendimento de extracio para extratos de Tagetes patula

A Tabela 1 apresenta os rendimentos das extragdes supercriticas (ScCO3) realizadas
a pressdao (300 bar) e temperatura (60 °C) constantes, com variagdo na porcentagem de
etanol utilizado como co-solvente (0 a 50%). A taxa de fluxo de CO; para os ensaios em

condigdes supercriticas foi de 0,04 g de CO2/min.

Tabela 1. Rendimento da extracdo das flores de Tagetes patula utilizando CO; e etanol em

condig¢do supercritica

. , Fstor lutei

PEEZSSO Temp (°C) Etanol (%) Rendimento (%) % RSD* stgr;l;)e na
300 60 0 2,91 1,69 657,44832
300 60 10 10,78 10,23 3935,54721
300 60 50 38,21 6,29 880,64412

*RSD (Desvio padrao relativo)

Verificou-se um baixo rendimento de extrato de Tagetes patula com a extracao
utilizando somente o CO> (2,91%), ou seja, sem a presenca do co-solvente. Este
comportamento ¢ justificado pela caracteristica apolar do CO,, representando a
solubilizagdo de componentes preferencialmente apolares.

Nas condigdes experimentais em que utilizou-se 10% de etanol como co-solvente,
obteve-se um rendimento de 10,78%, evidenciando ndo somente a extracdo dos
componentes apolares, mas também a obten¢do de compostos polares presentes na planta.

Ao realizar-se a extragdo com 50% de etanol, ou seja, com um volume de co-
solvente equivalente a metade do fluxo de CO», o rendimento obtido foi de 38,21%. No
entanto, o elevado rendimento foi provavelmente causado pela extragdo de componentes

imdesejaveis como ceras, clorofila e outros.
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Os resultados obtidos sdo compativeis com a literatura, uma vez que compostos
com maior peso molecular precisam de uma pressdo elevada (300 bar) para se
solubilizarem. Além disso, a escolha de um co-solvente com a polaridade adequada ¢ um
fator de extrema importancia, pois poderd influenciar na composicdo do extrato final
(DANIELSKY, et al. 2007).

Para realizacdo das andlises cromatograficas, optou-se por utilizar, em um primeiro
momento, somente o extrato obtido com 10% de etanol. Cabe salientar, que o extrato de
Tagetes patula nao foi saponificado e/ou purificado. Justifica-se a ndo realizacdo de tais
etapas, com a prerrogativa de evitar, ao maximo, a utilizacdo de solventes

reconhecidamente tOxicos.

4.2 Caracterizaciao dos extratos de Tagetes patula utilizando cromatografo liquido de
alta eficiéncia acoplado a espectrometro de massa

O espectro de CLAE tipico de ésteres de luteina extraidos de Tagetes patula ¢

apresentado na Figura 3.

Intdhd.
mAU |

UV (450nm) 6
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10 20 30 4 50 60 Time [min]
Figura 3. Cromatograma de CLAE do extrato bruto de Tagetes patula extraido com ScCO»

e etanol 10%.

Conforme mostrado na Figura 3, os picos ao longo de 41 a 47 minutos sdo
identificados como diésteres de luteina, como por exemplo, o miristato-palmitato de luteina
(43,9 min), dipalmitato de luteina (45 min), palmitato-estearato de luteina (46,3 min) e

distearato de luteina (47,3 min).
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A identificacdo/confirmag¢do dos picos cromatograficos obtidos via CLAE, foi
realizada apds a analise em espectrometro de massas. Na Tabela 2, os ésteres de luteina sdo
apresentados com seus respectivos fragmentos. Optou-se por trabalhar com as flores mais
escuras (vermelho/laranja), pois as mesmas exibem niveis mais elevados de ésteres de
luteina, sendo os ésteres de palmitato de luteina os principais compostos identificados.

De maneira geral, as flores de Tagetes contém pequenas concentragdes de luteina
ndo esterificada, mas apresentam concentragdes elevadas de diésteres de luteina, incluindo
compostos diésteres mistos e homogéneos. Esta relagdo pode indicar que a luteina nas
flores de Tagetes depositou-se principalmente na forma diéster. O dipalmitato de luteina, o
3'-O-miristato-3-O-palmitato de luteina e o 3'-O-palmitato-3-O-miristato de luteina foram
os ésteres de luteina predominantes.

Esses resultados também indicam que o principal &cido graxo esterificado com
luteina em Tagetes ¢ o 4acido palmitico. Outros 4cidos também foram encontrados incluindo
os acidos miristico e estearico.

Estudos anteriores mostraram que os diésteres de luteina sdo os principais
compostos de oleoresina de caléndula com pequenas quantidades de monoésteres de luteina
¢ um trago de luteina nao-esterificada (LI et al, 2007; PICCAGLIA et al, 1998; RIVAS,
1991)
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Tabela 2. Esteres detectados em flores de Tagetes patula, obtidos por ScCO; + 10% de etanol

. o Tempo - , + MS/MS
Pico N Ret (min) Ester de Luteina A max (nm) [M+H] fons frag
2 414 3-O-laurato-3-0- ) 145 474 nd 761,8 [M+H-lau]*
miristato de luteina
733,8 [M+H—mir]"
533,6 [M+H—mir-lau]"
Dimiristato de -
3 42,7 luteina 330, 420, nd 761,8 [M+H—mir]
443,473 533,7 [M+H—2mir]"
5 439 ~ J-O-miristato-3-0- nd 789,8 [M+H-mir]"
palmitato de luteina 420, 445, 474
761,8 [M+H—palm]*
533,7 [M+H—mir—palm]*
6 45 Dlpﬁlm‘,ta“’ de nd 789,9 [M+H—palm]"
uteina 422, 446, 474
533,7 [M+H—2palm]*
452  3-O-palmitato-3-O- nd 789,7 [M+H-mir]*
miristato de luteina 422, 446, 474
761,8 [M+H—palm]*
533,6 [M+H—mir—palm]*
7 455 3 O-estearato-3-0- nd 817,8 [M+H-mir]"
miristato de luteina 422, 446, 473
761,8 [M+H—estea]*
533,6 [M+H—mir—estea]"
8 46,1 ni 422, 450, 480 nd 789,9 [M+H-palm]*
533,7 [M+H—2palm]*
3-O-palmitato-3-O- - +
? 46,3 estearato de luteina 330, 420, nd 8178 [M+H-palm]
445,473
789,8 [M+H—estea]*
533,6
[M+H—palm—estea]”
10 473 D‘eiteafa“’ de nd 789,9 [M+H—estea]"
utetna 422, 446, 474

533,7 [M+H—2stea]"

ni = ndo identificado; nd = ndo detectado

Considerando a natureza e as propriedades fisicas da ScCO», extracdo com CO: tem

sido usada principalmente para extrair compostos bioativos apolares, como acidos graxos,

esterdis ou carotenoides. Muitos fitoesterdis sdo amplamente investigados por serem
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componentes naturais com uma importante atividade anti-colesterolémica (UDDIN et al,
1998).

Estes compostos sdo bastante soliveis em ScCO,. Diferentes fitoesterois foram
efetivamente extraidos a 60 °C e 350 bar, juntamente com os acidos linoléico e linolénico,
produzindo extratos de sementes de gergelim preto com atividade neuroprotetora
(BOTELHO et al, 2014).

Condigdes mais brandas (40 °C e 150 bar) foram consideradas mais apropriadas
para a recuperacio do B-sitosterol do espinheiro maritimo (SAJFRTOVA et al, 2010). Na
recuperacdo de fitoesterdis de sementes de meldo Kalahari, ScCO2 a 300 bar e 40 °C
permitiram a obtencdo de 6leo enriquecido em fitoesterol que possuia concentragdo de
fitoesterdis 94% maior do que a extracdo convencional com solvente organico (NYAM et
al, 2011).

Esses dados destacam a importancia de otimizar as condi¢cdes de extragdo mais
relevantes para cada amostra, j4 que a natureza particular da amostra pode influenciar
diretamente a extracdo de componentes alvo, mesmo se os mesmos tipos de compostos
forem procurados.

Na literatura, reporta-se que carotenoides foram extensivamente recuperados de
diferentes matrizes de plantas usando ScCO> (DOMANDIA et al, 2013; ESPINOSA et al,
2014; PRADO et al, 2014). Como mencionado anteriormente, a umidade da amostra ¢ um
parametro importante na ScCO, pois pode afetar diretamente a composi¢ao dos extratos.

Um estudo recente comparou o desempenho deste procedimento na recuperagao de
carotenoides da abdbora apos secagem em estufa e apds liofilizacdo (DURANTE et al,
2014). A liofilizacdo ¢ considerada um processo de secagem mais suave, mais adequado
para compostos labeis, como carotenoides, e permitiu um aumento de até oito vezes a
concentracdo de carotenoides extraidos em comparagdo com a secagem em estufa.

Estes dados destacam a importancia de se estudar de perto o estado fisico da
amostra (umidade e tamanho de particula), a fim de maximizar a recupera¢do dos
componentes-alvo, acima de tudo, para o subsequente aumento de escala do processo. De

fato, considerando a complexidade relativa desse tipo de proceso, quando aplicado em
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escala industrial, todos os parametros envolvidos devem ser cuidadosamente estudados para

que o processo resultante seja economicamente viavel (ZABOT et al, 2014).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem conculir que a extragdo por alta pressdo ¢ uma
tecnologia poderosa para obtencdo de extrato de Tagetes patula, principalmente por ser um
processo rapido, econdomico e ambientalmente amigavel, capaz de isolar os compostos de
interesse.

Apesar de apresentar um rendimento inferior, quando comparado ao processo que
utiliza somente solventes apolares, ¢ importante observar a seletividade do processo através
da composic¢ao da oleoresina. O perfil da composi¢cdo do extrato varia ligeiramente com a
densidade de CO>, mas apresenta diferencas pronunciadas em relacdo aos extratos
convencionais. Para estudar o potencial farmacoldgico do extrato, uma avaliagdo mais
aprofundada do extrato supercritico deve ser realizada, especialmente para investigar a
seletividade do processo.

Solventes organicos convencionais também podem ser usados como co-solventes no
ScCO, como por exemplo o etanol, devido ao seu efeito relacionado a polaridade, bem
como a seletividade, nas caracteristicas da mistura de solventes.

Desta forma, o Sc-CO> ¢ um método adequado para a extragdo de luteina a partir de
folhas de Tagetes patula, visto que estes extratos podem ser usados para desenvolver
produtos alimentares nutricionais ou funcionais. Além disso, a extra¢do supercritica pode
ser utilizada como substituinte dos métodos convencionais que fazem uso de solventes

petroquimicos prejudiciais, tanto a satide humana quanto ao meio ambiente.
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CAPITULO 8
DISCUSSAO GERAL

Atualmente, hd um interesse crescente em compostos biologicamente ativos
derivados de recursos naturais, especialmente os que podem atuar efetivamente em alvos
moleculares envolvidos em varias doengas.

Os carotenoides constituem o mais amplo grupo de pigmentos na natureza e
apresentam-se como moléculas lipofilicas presentes em todos os organismos
fotossintéticos, sendo produzidos como metabdlito secundario de vegetais, algas, fungos e
algumas bactérias.

Nas ultimas décadas, estudos epidemioldgicos evidenciaram que dietas com altas
doses de carotenoides estdo correlacionadas com a diminui¢do de uma série de desordens
degenerativas e esses efeitos bioldgicos tém sido atribuidos as propriedades antioxidantes
desses compostos.

Um dos compostos de grande importancia é a luteina, que apresenta uma
propriedade antioxidante excepcional e seus efeitos benéficos para a sauide humana vém
sendo descritos por muitos autores, como por exemplo, a atuacdo contra 0s processos
relacionados a degeneracdo macular. No entanto, a luteina ¢ um composto instavel frente ao
calor e a luz e, dessa forma, diferentes métodos tém sido propostos para melhorar a
estabilidade deste bioativo.

Dentre os métodos, pode-se destacar a produgdo de sistemas nanoparticulados
poliméricos. Tais carreadores particulados, também chamados de nanocapsulas, tém se
mostrado mais promissores por apresentarem uma série de vantagens. Além do seu
tamanho nanométrico, que permite uma maior captura intracelular das substancias
encapsuladas, as nanocéapsulas também sdo capazes de proteger a substincia ativa frente a
oxidacdo devido a presenca do revestimento polimérico, de transportar substincias
insoliiveis em 4gua com altos niveis de eficiéncia de encapsulagdo e de controlar a
liberacao.

No presente estudo, flores de Tagetes patula foram utilizadas como fonte de luteina,

visto que esta planta ¢ uma das principais fontes deste carotenoide. Apos realizada a
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extracdo com solventes e posterior purificagdo, a luteina foi nanoencapsulada pelo método
de deposicao interfacial do polimero pré-formado e o sistema foi avaliado quanto a sua
estabilidade (4 e 25 °C) durante armazenamento por 90 dias.

A solubilidade de carotenoides na matriz lipidica da nanocapsula ¢ um fator
importante que afeta a capacidade de carga do sistema carreador. A eficiéncia de
encapsulacdo ¢ um dos testes mais importantes para verificar se a nanocapsula foi formada.
Neste trabalho, a eficiéncia foi de 99,51%, indicando que a luteina estava presente no
nucleo lipidico das nanocapsulas. A elevada taxa de encapsulacdo alcancgada, ¢,
provavelmente devido a presenca de triglicerideos de cadeia média no nucleo das
nanocapsulas, o que facilita a solubiliza¢do de carotenoides.

A carga das particulas ¢ outro fator importante para determinar a estabilidade fisica
de emulsdes e suspensdes. O potencial zeta ¢ o potencial elétrico proximo a superficie da
nanoparticula onde a velocidade do liquido ¢ zero (superficie de cisalhamento). Os valores
negativos obitdos (—5.14 + 2.22 mV) logo apods o preparo das nanocapsulas, refletem a
presenca de grupos carboxilicos nas extremidades do polimero, uma vez que o polimero
utilizado a poli (e-caprolactona) é um poliéster.

No que diz respeito a viscosidade, a nanocdpsula produzida apresentou uma
viscosidade semelhante a da agua, caracteristica que aumenta a aplicacdo industrial das
nanocapsulas em diferentes sistemas alimentares. A viscosidade descreve a resisténcia de
um fluido ao escoamento e ¢ um parametro importante para a nanodispersdo devido a
propriedades reoldgicas que afetam algumas etapas de producdo.

Como a luteina apresenta elevada instabilidade e hidrofobicidade, torna-se dificil
incorpora-la em sistemas alimentares aquosos. Por essa razdo, o bioativo foi encapsulado
dentro de um nucleo lipidico, utilizando-se triglicerideos de cadeia média como meio
lipofilico.

A nanocéapsula mostrou-se estavel quanto ao didmetro médio durante o periodo de
armazenamento, sem alteracdo nesta caracteristica. Além disso, ndo foi observada a
separagdo de fases ou sedimentagdo. A boa estabilidade desse sistema pode ser atribuida a
capacidade do surfactante ndo i6nico utilizado (Tween 80) de gerar uma forte repulsao

estérica entre as nanoparticulas lipidicas liquidas (estabilizagdo estérica).
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Durante o periodo de armazenamento, observou-se a redug@o do teor de luteina nas
nanocapsulas e, apos 90 dias, a nanocépsula apresentou 21,00 % do contetudo bioativo (25
°C), enquanto que no mesmo periodo a 4 °C, uma rentencao de 33,71%.

Comprovada a eficiéncia do método de e a consequente estabilidade do sistema
polimérico e da luteina encapsulada, realizou-se um experimento de fotossensibilizagdo e
termodegradagdo. Devido a sua estrutura quimica, a luteina pode ser oxidada e degradada
na presenga de luz e oxigénio, portanto realizou-se uma avaliagdo acelerada em sistema
modelo.

Verificou-se que as taxas de retencdo de luteina na nanocapsula foram de 72,47% (5
°C), 58,93% (15 °C) e 57,13% (25 °C) na presenca de ar saturado apos 300 minutos,
comprovando que a maior perda de luteina ocorreu com o aumento das temperaturas
aplicadas.

Foi observado que a presenca de oxigénio causou maior impacto na degradacdo da
luteina do que a agdo da radiagdo isoladamente, o que pode ser explicado pelo fato de que a
luteina e a zeaxantina desativam preferencialmente o oxigénio singlete fotoinduzido,
atuando assim como antioxidantes.

No experimento de termodegradacdo, a taxa de retengdo de luteina diminuiu com o
aumento da temperatura. Apds 180 min, as taxas de retencdo de luteina em nanocépsulas
foram de 77,47% a 70 °C, 58,54% a 80 °C e 19,07 °C a 90 °C. Em todas as condi¢des
experimentais, a taxa de degradacdo da luteina foi diretamente proporcional ao aumento da
temperatura.

Em relacdo a energia de ativagdo necessaria para degradagdo da luteina
encapsulada, o valor encontrado no sistema modelo foi de 24,70 kcal/mol, corroborando
com valores reportados na literatura para condigdes similares as utilizadas no presente
estudo. Conforme diversos autores, a energia de ativagdo necessaria para degradar a luteina
livre, em um sistema modelo, encontra-se entre 0,50 ¢ 1,00 kcal/mol.

Asim sendo, os resultados obtidos sugerem que o material de parede, presente nas
nanocapsulas produzidas, tem capacidade de proteger a luteina contra a degradacio,

mantendo suas propriedades antioxidantes.
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Dois aspectos importantes que ndo podem ser desconsiderados sdo a
bioacessibilidade e biodisponilidade da luteina. Infelizmente estes aspectos ndo puderam
ser avaliados no presente estudo, porém sabe-se que diversos fatores influenciam no
aproveitamento, via dieta, deste bioativo. E, portanto, imperativo que futuros trabalhos do
Laboratério de Compostos Bioativos realizem experimentos com este objetivo.

Conforme Chung et al., (2004) ovos de frangos, por exemplo, sdo fontes
relativamente pobres de xantofilas, mesmo considerando que a biodisponibilidade da
xantofila pode ser maior do que a das frutas e vegetais. A excecdo ¢ a gema de ovo, em que
o teor total de xantofila ¢ de 1,2 mg/100 g. Dado que a biodisponibilidade ¢ 3 vezes maior
do que a de uma fonte vegetal, uma gema de ovo poderia fornecer aproximadamente 14%
da ingestao diaria recomendada de 6 mg (SEDDON et al., 1994).

Um estudo realizado por Xavier et al. (2018), avaliou a biocessibilidade da luteina
através da fortificagdo cupcakes com ésteres deste bioativo. Os niveis de fortificagdo foram
projetados para fornecer uma quantidade substancial de luteina em uma por¢ao (1 cupcake
de 65 g) para complementar a ingestdo de luteina de outras fontes alimentares, e assim
atingir a meta diaria de 6 mg estabelecida como a quantidade adequada para redugdo do
risco de DMRI (LANDRUM et al., 1997).

Desta forma, a faixa de fortificacdo de 1 a 4 mg de luteina por porcao forneceria
entre 17 e 67% da quantidade requerida de luteina e isso poderia ser considerado como a
estratégia racional para a implementacao da fortificagdo de luteina em produtos a base de
trigo, por exemplo. Os pesquisadores também realizaram experimentos com maiores niveis
de fortificacdo (6 mg e 12 mg por por¢do) para ampliar o conhecimento sobre o efeito da
quantidade de carotenoides na matriz alimentar na eficiéncia da bioacessibilidade.

A tecnologia de extracdo por fluidos supercriticos surge como uma alternativa para
substituir métodos convencionais. Devido ao carater lipofilico dos carotenoides presentes
na flores de Tagetes, estes sdo facilmente solubilizados em CO, supercritico, permitindo
sua extragdo a baixas temperaturas e evitando a perda de compostos termolabeis causados
pela degradacdo térmica. Outra vantagem ¢ que o COy, apos a fase de despressurizagdo e
isolamento da oleoresina, pode ser coletado e reciclado, o que reduz a polui¢do ambiental e

representa a reducdo dos custos operacionais dentro do processo. Da mesma forma,
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eliminando os solventes organicos toxicos dentro do processo de extragdo, hd a vantagem
de que a oleoresina apresentar-se sob condi¢des apropriadas para o consumo humano

direto.
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CAPITULO 9
CONCLUSAO GERAL

Nanocapsula de nticleo lipidico contendo luteina, foi produzida e avaliada com o
objetivo de melhorar a solubilidade e estabilidade deste carotenoide. Os cristais do bioativo,
utilizados nos experimentos, foram obtidos por métodos eficientes de isolamento,
purificacgdo e cristalizagdo, a partir de pétalas secas de Tagetes patula.

Os resultados obtidos apds 90 dias de armazenamento da nanocépsula contendo
luteina, permitem concluir que as técnicas utilizadas foram eficazes, sobretudo no que diz
respeito a estabilidade do carotenoide encapsulado.

Com um didmetro de 191 nm, considerado adequado para este proposito, as
nanocapsulas se apresentaram esféricas, com uma distribui¢do de tamanho uniforme e sem
formacao de agregados aparentes, conforme analise de microscopia.

Ap6s 90 dias de armazenamento a 25 °C, as nanocapsulas retiveram 21% de teor de
luteina, por outro lado, o armazenamento a 4 °C preservou com maior efetividade as
caracteristicas das nanocapsulas e apresentou menor grau degradagdo da luteina devido a
protecdo combinada, exercida pelo material da parede e refrigeragao.

Os maiores valores de energia de ativagdo para a nanocapsula contendo luteina,
quando comparados ao carotenoide livre, mostraram que a nanoencapsulacdo aumentou a
estabilidade da luteina e manteve a capacidade desse carotenoide em desativar o oxigénio
singlete.

Estes resultados demonstraram que a nanoencapsulagdo, utilizando a técnica de
deposicao interfacial da poli (e-caprolactona) para o desenvolvimento de nanoestruturas, ¢
um exemplo emergente da aplicagdo da nanotecnologia, visto que combinada com a
aplicacdo de baixas temperaturas, pode permitir a aplicacdo da luteina na industria de
alimentos.

Os resultados obtidos na extragdo de ésteres de luteina de flores de Tagetes patula,
empregando-se a metodologia de fluido supercritico, foram satisfatorios. A utilizagdo de
etanol a 10%, somado ao CO,, mostrou-se eficiente, rdpida, pouco toxica e com baixo

indice de degragdo dos bioativos recuperados. No entanto, ¢ imperativo a realizacdo de um
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trabalho mais detalhado na investigagdo de todos os componentes presentes nas flores

estudadas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras podemos considerar:

e Estudo da liberacdo controlada de luteina em nanocépsulas de poli (e-caprolactona)
in vitro;

e Adicdo da nanocapsula em bebidas e avaliagdo da estabilidade;

e Desenvolvimento de nanocapsulas de luteina utilizando a técnica de Extracdo com

Fluido Supercritico.
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