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RESUMO

Inimeros beneficios a saide foram demonstrados com a utilizagdo de acidos
graxos poli-insaturados em diferentes fases da vida humana, tais como na etapa fetal, infancia
e na velhice. Os beneficios destes lipidios, representados principalmente pelo é&cido
docosaexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA), na dieta tém sido extensivamente
estudados em sistemas celulares, em ensaios clinicos e em estudos epidemiolégicos. Assim,
seria importante fortificar alimentos com lipidios bioativos para oferecer aos seres humanos
com importantes beneficios a salde, no entanto, ainda ha muitos desafios associados com a
incorporagdo destes em alimentos. Muitos lipidios bioativos sdo fisico-quimicamente
instaveis e suscetiveis a mudancas ambientais, especialmente quando introduzidos em
sistemas alimentares complexos. Uma alternativa para evitar a degradacdo desses lipidios
seria obter nanocarreadores com um nucleo lipidico rodeado por materiais absorvidos e
formar sistemas transportadores que ajudem a melhorar os fatores de instabilidade fisica.
Ainda, nestes sistemas é possivel incorporar compostos antioxidantes para potencializar os
efeitos protetores ao organismo, como a astaxantina. Diante disto, este trabalho teve como
objetivo desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) e nanoemulsbes (NE)
contendo astaxantina, utilizando um concentrado de &acidos graxos insaturados obtido de
tainha (Mugil liza) como componente da fase oleosa dos carreadores. Inicialmente, foi
processada a tainha liberando as proteinas por hidrdlise enzimatica, utilizando Alcalase, para
recuperar os lipidios; em seguida os acidos graxos insaturados de tainha foram concentrados
com auxilio de hidrolise lipidica comparando duas lipases de Candida rugosa e Candida
antarctica. A continuacdo foi feita a complexacdo com ureia obtendo-se um concentrado de
acidos graxos insaturados de tainha (CAGIT) com 86,6% de &cidos graxos insaturados. Os
nanocarreadores (CLN e NE) foram preparados através do método de homogeneizacéo a alta
pressdo, utilizando-se formulagbes que poderiam conter CAGIT, acido oleico e cera de
carnaiba como componentes da fase oleosa, Span 80 e Tween 20, como surfactantes. Os
CLNs e NEs contendo astaxantina foram obtidos e caracterizados através da determinacdo do
diametro de particula, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta, e teor de astaxantina. Os
resultados indicaram que as nanoemulsdes apresentaram tamanho de aproximadamente 155
nm, potencial zeta negativo (-40mV) e teor de astaxantina de aproximadanente 173 pg/mL.
Para os carreadores lipidicos nanoestruturados foi verificado um tamanho em torno de 274
nm, potencial zeta também negativo (-32mV) e teor de astaxantina de 39,04 ug/mL. Estes
dados indicam que foram desenvolvidos nanocarreadores utilizando o concentrado de acidos
graxos insaturados de tainha como fase oleosa, mas que a nanoemulsao apresentou capacidade
de incorporar maiores quantidades de astaxantina que os carreadores lipidicos
nanoestruturados.

Palavras Chave: Pescado. Carreador lipidico nanoestruturado. Nanoemulso. Acidos graxos
insaturados.



ABSTRACT

Lipids nanocarriers containing unsaturated fatty acids from mullet (Mugil liza) as
carotenoid transporters

Numerous health benefits have been demonstrated with the use of polyunsaturated
fatty acids at different stages of life, such as the fetal stage, childhood and old age. The
benefits of these lipids, mainly represented by docosahexaenoic acid (DHA) and
eicosapentaenoic acid (EPA) in the diet have been studied extensively in cell systems, in
clinical trials and epidemiological studies. Thus, it is important to fortify foods with bioactive
lipids to supply humans with important health benefits, however, there are still many
challenges associated with the incorporation of these in food. Many bioactive lipids are
physico-chemically unstable and susceptible to environmental changes, especially when
introduced in complex food systems. An alternative to avoid degradation of these lipids would
get nanocarriers with a lipid nucleus surrounded by absorbed materials and form conveyor
systems which help to improve physical instability. Still, these systems can incorporate
antioxidants to enhance the protective effects to the body, such as astaxanthin (AST). In view
of this, this study aimed to obtain concentrates of unsaturated fatty acids from mullet (Mugil
liza) and develop nanostructured lipid carriers (NLC) and nanoemulsions (NE) containing
astaxanthin using concentrates of unsaturated fatty acids from mullet as the oil phase of the
carrier component. Initially, it was processed mullet releasing the proteins by enzymatic
hydrolysis, to recover the lipids, then the mullet unsaturated fatty acids were concentrated
with the aid of lipid hydrolysis using two lipases of Candida rugosa and Candida antarctica,
and made the urea complexing obtaining a concentrate of unsaturated fatty acids mullet
(CUFAM) with 86.63% unsaturated fatty acids. The nanocarriers (NLC and NE) were
prepared by high pressure homogenization method, using carnauba wax, CUFAM and oleic
acid as a component of the oil phase, SPAN 80 and TWEEN 20 as surfactants. The NLC and
NE containing AST were characterized by determining the particle diameter, polydispersity
index (PDI), zeta potential, and astaxanthin content. The results presented indicated that the
NEs size of approximately 155nm, zeta potential was negative (-40mV) and astaxanthin
content around of 173 pug / mL. For the NLC was found a size around 274 nm, zeta potential
was also negative (-32mV) and 39,04 ug/mL astaxanthin content. These data indicate that it
was possible to develop nanocarriers using mullet oil as the oil phase and that the
nanoemulsion has the ability to incorporate larger quantities of astaxanthin compared with
nanostructured lipid carrier.

Keywords: Fish. Nanostructured lipid carrier. Nanoemulsion. Unsaturated fatty acids.
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1 INTRODUCAO

O pescado é uma das melhores fontes de acidos graxos poli-insaturados e estudos
tém demonstrado sua a importancia para a saude humana. Os &cidos graxos essenciais
apresentaram efeitos curativos e/ou preventivos sobre as doencas cardiovasculares (LAVIE et
al.,2005), os tumores em diferentes 6rgdos (CALVIELLO; SERINI e PICCIONI, 2007; GU et
al., 2013; ALGAMAS-DIMANTOQV, 2014) e no desenvolvimento do sistema nervoso em
criancas (HOMAYOONI, SAHARI e BARZEGAR, 2014).

Os pescados como cavala, salméo, tubardo, sardinha, atum, capelim, tainha e
outros séo as fontes mais ricas e de mais baixo custo de abastecimento alimentar de acidos
graxos poli-insaturados, incluindo acido docosaexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA)
(HOMAYOONI, SAHARI e BARZEGAR, 2014). Um estudo feito por Visentainer et al.
(2007) com dleo de tainha comparado com outras fontes importantes de dleo de pescado,
demostrou que o 6leo de tainha tem uma alta porcentagem relativa em acido graxo EPA
9,35% comparado com 8,54% da sardinha brasileira, 4,66% de atum e 4,01%, de enchova.

Os compostos bioativos, geralmente referidos como, “nutracéuticos”, Sao
constituintes extras nutricionais que normalmente aparecem em pequenas quantidades em
alimentos e apresentam a capacidade de modular um ou mais processos metabdlicos
(LACATUSU et al., 2012). No entanto, a degradacdo quimica € um desafio importante para
certo nimero de lipidios bioativos, porque estes sdo susceptiveis a oxidacdo na presenca de
matrizes alimentares. A deterioracdo de lipidios bioativos é frequentemente acelerada por
fatores tais como luz, calor, enzimas, metais, metaloproteinas e micro-organismos,
conduzindo a oxidagdo, foto oxidacdo, oxidacdo térmica, ou a oxidacdo enzimatica (CHO;
DECKER; MC CLEMENTS, 2010).

Os produtos de oxidacdo de lipidios bioativos labeis podem causar ndo apenas a
perda da atividade, mas também podem causar o desenvolvimento de sabores estranhos,
mudanca de cor, perda de outros nutrientes, e a formagdo de compostos potencialmente
toxicos, tornando assim, impraticavel o objetivo da melhoria da saude por consumir alimentos
enriquecidos com lipidios bioativos. Neste contexto, a nanoencapsulacdo de lipidios e outros
compostos bioativos parece ser um requisito essencial para a producdo de alimentos
funcionais (CHEN; MC CLEMENTS; DECKER, 2013).

Os nanocarreadores lipidicos sdo constituidos por lipidios s6lidos (nanoparticulas
solidas lipidicas-SLN) ou liquidos (nanoemulsdes — NE), ou mistura destes (carreadores

lipidicos nanoestruturados — CLN), podendo ser classificados em sistemas matriciais ou



22

reservatorios e obtidos em diferentes faixas de tamanhos de particula, dependendo da
composicao da formulacdo e da técnica de preparacdo. Tais sistemas se caracterizam pela
capacidade em carrear compostos ativos, protegendo-os da degradagdo. Esses sistemas ainda
melhoram a solubilidade de farmacos lipofilicos em agua e os protegem contra hidrolise
enzimatica, além de aumentar a biodisponibilidade dos compostos encapsulados (PURI et al.,
2009).

Devido a composicdo lipidica destes carreadores, estes sdo biocompativeis e
biodegradaveis. Além disso, no processo de preparo utilizando a técnica de homogeneizacgdo a
alta pressdo ndo séo utilizados solventes organicos e a tecnica permite o facil escalonamento
(MEHNERT et al., 2001).

Uma das mais importantes aplicagdes da nanotecnologia na industria de alimentos
e nutricdo estd na concepcdo e desenvolvimento de novos ingredientes funcionais de
alimentos com maior solubilidade em &gua, estabilidade térmica, biodisponibilidade oral,
atributos sensoriais e performances fisiologicas. Os nanocarreadores sdo alguns dos sistemas
em nano escala sendo investigados para aplicacdes comerciais a este respeito (ANARJAN e
TAN, 2013). A produgdo de nanoestruturas funcionais com caracteristicas de um antioxidante
é um dos grandes desafios da industria de alimentos que pode ser significativamente
melhorada através do desenvolvimento de uma abordagem combinada de nanotecnologia com
as propriedades especificas de éleos naturais e compostos antioxidantes como a astaxantina
(LACATUSU et al., 2012).

Astaxantina é um carotenoide disseminado no meio marinho e pode atuar como
um antioxidante, doador de elétrons, que reage com os radicais livres para converte-los em
produtos mais estaveis. No seu estado natural, astaxantina é normalmente associada com
outras moléculas e quando esta livre é particularmente susceptivel a oxidacdo (DHANKHAR;
SUMITA e SHARMA, 2012). AST tem baixa solubilidade em agua e consequentemente
apresenta biodisponibilidade reduzida.

Com base no descrito acima, o principal objetivo deste trabalho foi obter
concentrados de acidos graxos insaturados extraidos da tainha e utiliza-los como componentes
da fase oleosa para o desenvolvimento de nanocarreadores lipidicos contendo astaxantina. O
desenvolvimento desses nanocarreadores teria o intuito de ser um produto nutracéutico com
capacidade de manter a estabilidade do Gleo de tainha e as propriedades antioxidantes da
astaxantina, assim como melhorar sua biodisponibilidade, o que traria avancos para a

industria alimenticia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanocarreadores lipidicos contendo concentrados de &cidos graxos

insaturados provenientes de tainha (Mugil liza) e astaxantina.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Separar o 0Oleo de pescado proveniente de tainha (Mugil liza) utilizando hidrolise
proteolitica.

- Concentrar os acidos graxos insaturados presentes no 6leo de tainha com o auxilio de
hidrélise lipidica e complexacdo com ureia.

- Avaliar os acidos graxos insaturados concentrados provenientes de 6leo de tainha.

- Obter nanocarreadores lipidicos (carreadores lipidicos nanoestruturados e
nanoemulsdes) contendo astaxantina, utilizando o 6leo concentrado de &cidos graxos
insaturados de tainha como componente da fase oleosa.

- Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos nanocarreadores desenvolvidos

- Avaliar o teor de AST incorporado nos nanocarreadores.
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3 REVISAOBIBLIOGRAFICA

3.1 IMPORTANCIA DO PESCADO

O Ministério de Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2014) informa que os brasileiros
consomem hoje 17,3 kg de pescado per capita/ano, quantidade que alcanca a média mundial
divulgada pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS). Além disso, essa quantidade ndo é
suficiente sabendo que o consumo de pescados na China e Espanha é de 31,9 e 27,6 Kg de
pescado per capita/ano, respectivamente. Os pescados sd0 0S responsaveis por conter a mais
rica composicdo em proteinas e acidos graxos saudaveis (CEPAL, 2014; FAO, 2014; IICA,
2014).

A importancia dos acidos graxos 6mega-3, 0 &cido eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) é porque sdo capazes de inibir indiretamente um certo namero de
aspectos da inflamacdo incluindo, expressdo de moléculas de adesdo, a producdo de
eicosandides como prostaglandinas e leucotrienos a partir do acido araquiddnico, a producédo
de citocinas inflamatérias e a reatividade de células T. Isto ocorre pois o acido
eicosapentaenoico é substrato da enzima lipoxigenase assim como acido araquidénico, mas o
EPA e DHA déo origem a resolvinas e protectinas anti-inflamatorios e ndo aos eicosanddes,
ajudando no combate da inflamacdo (CALDER, 2012). Eles sdo normalmente encontrados
em pescados marinhos e originam-se do fitoplancton e de algas que fazem parte de sua cadeia
alimentar. Pescados de agua fria, como o arengue, salméao, cavala, e outros sdo as principais
fontes de acidos graxos altamente insaturados. As variagdes na composi¢do dos &cidos graxos
ocorrem devido a flutuacdes na qualidade e quantidade de alimento disponivel, especialmente
fitoplancton. A composicdo da parte comestivel do pescado é afetada por muitos fatores,
como espécie, sexo, maturidade sexual, tamanho, local de captura, temperatura da agua,
alimentacgéo e estacdo do ano (VISENTAINER et al., 2007).

3.2  TAINHA (Mugil liza)

A tainha tem importancia comercial significativa no Sul e Sudeste do Brasil,
devido a boa qualidade da sua carne e ovas. A maior parte destas espécies geralmente alcanca
cerca de 30 cm de comprimento, mas alguns podem chegar ate 80 — 120 cm. A cabeca €
ampla e achatada dorsalmente na maioria das espécies (Figura 1). Os arcos branquiais de

muitas espécies sO servem para respiracdo mas em outras também vdo formar o 6rgao
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faringeo branquial que é dilatado, o qual é empregado para a filtragcdo do material ingerido
(NELSON, 1994; HARRISON, 1999).

Segundo o Plano de Gestdo para o Uso Sustentavel da Tainha (Mugil liza) nas
Regides Sudeste e Sul do Brasil (2015) existem duas populacGes de tainha, espéecie Mugil liza,
ao longo da costa atlantica da América do Sul. A populacdo sul, cujos cardumes sdo mais
abundantes e que possui maior relevancia para a producdo pesqueira brasileira, ocorre desde o
litoral da Argentina até a costa de S&o Paulo. A populacdo norte se distribui a partir da costa
do Rio de Janeiro até os estados do Nordeste e Norte do Brasil, sendo menos conhecida pela

ciéncia.

Figura 1. Tainha (Mugil liza)
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Fonte: Empresa pesqueira Pioneira (2016).

A espécie constitui um dos mais importantes e tradicionais recursos pesqueiros do
Sudeste e Sul do Brasil, dando suporte econdmico a mais de 20 mil pescadores artesanais e
mais de 1.000 pescadores que trabalham em embarcacOes industriais. A receita anual
estimada dessa pescaria € cerca de 35 milhdes de reais. Contudo, os trabalhos cientificos mais
atuais apontam que existem diversas vulnerabilidades bioldgicas e ecoldgicas relacionadas
com a pesca da tainha, principalmente em decorréncia da captura ocorrer sobre agregacdes
reprodutivas, durante a migracdo, e sobre juvenis, dentro dos estuarios, antes da primeira
reproducdo (BRASIL, 2015).

Os mugilideos sdo peixes de importancia comercial (FAO, 2014) onde o0s
individuos sdo comercializados no mercado como pescados frescos, secos, salgados e
congelados. Além disso, as ovas sdo vendidas frescas, defumadas e secas, representando um
importante recurso econdémico em alguns paises do mediterraneo. Também sdo usadas na
medicina chinesa e sdo amplamente cultivadas em lagoas de 4gua doce no sudeste da Asia
(FAO, 2014).
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Na Tabela 1 se pode observar o conteudo de umidade, lipidios e proteinas da
carne de varios pescados do Brasil, entre os quais esta a tainha (Mugill sp.), que como pode-se

observar apresenta o mais alto contetdo de lipidios.

Tabela 1 - Composi¢do quimica da carne de pescados diversos.

Espécie Nome cientifico % umidade % lipidios % proteinas Valor energético
(Calllib)
Linguado Platichthys flesus 81,0 0,3 16,8 330,0
Tainha Mugil sp. 76,0 39 19,5 530,0
Bacamarte Trigla sp. 76,0-77,0 1,1-2,3 19,7-20,2 410,0-470,0

Fonte. FAO, 2014

No Brasil foram realizados analises do 6leo de tainha pelos autores citados na
Tabela 2, onde Menezes et al.(2008), caracterizaram o Gleo da tainha da Lagoa Mundau e o
Visentainer et al. (2007), caracterizaram o 0leo de tainha proveniente de aguas marinhas. O
contetdo de EPA dos &cidos graxos totais do 6leo de tainha (Mugil liza) foi muito superior
(9,35 %) quando comparado com o contetdo no Oleo da sardinha brasileira (Sardinella
brasiliensis) de 8,54, no 6leo do atum (Thunnus thynnus) de 4,66 % e no 0leo da anchova
(Pomatomus saltatrix) de 4,01 % ( VISENTAINER et al., 2007).

3.3 OLEO DE PESCADO

Os oleos de pescado sdo uma fonte disponivel de acidos graxos polinsaturados de
cadeia longa, especialmente aqueles das séries n-3, principalmente cis-5,8,11,14,17- &cido
eicosapentaendico (EPA) e cis-4,7,10,13, 16,19- &cido docosa-hexaenodico (DHA) (ZUTA et
al., 2003).

Segundo o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal "6leo de pescado” é o subproduto liquido obtido pelo tratamento de matérias-primas
pela coccdo a vapor, separado por decantagdo ou centrifugacdo e filtragdo. Permite-se
também, o tratamento por simples prensagem e decantacdo ou por qualquer outro processo
adequado (RIISPOA, 1952)
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Tabela 2 - Composicao do 6leo de tainha segundo estudos realizados no Brasil

Oleo de tainha Oleo de tainha
(%) (%)
(Menezes et al., 2008) (Visentainer et al., 2007)

Tipo de Acido graxo

a.Saturados

Laurico(C12:0) 6,61 £1,38 -
Miristico(C14:0) 7,66 £1,50 2,00+0,00
Pentadecanoico (C15:0) 9,14 £1,38 2,60£0,20
Palmitico (C16:0) 12,97 4,28 18,20£1,00
Margarico(C17:0) 9,13 £3,12 -
Estearico(C18:0) 4,26 £1,72 10,00+£0,80
Lignocérico (C24:0) - 0,9040,10
Total 49,77 33,70

b. Monoinsaturados

Palmitoléico (C16:1) 7,60 £1,69 2,30+0,10
Heptadecendico(C17:1n-7) 6,14+1,84 -
Oleico (C18:1n-9) 6,27+1,31 8,00+0,60
Eicosendico (C20:1n-9) - 0,7040,10
Erucico (C22:1n-9) - 7,30£0,30
Total 20,01 18,30

c. Poli-insaturados

Linoleico(C18:2n-6) 6,28+1,37 2,00+0,20
a Linolénico(C18:3n-3) 5,61+2,96 1,20+0,00
Araquiddnico (C20:4n-6) 2,97+0,88 0,70+0,00
Eicosapentaenoico (C20:5n-3) 5,42+2,10 9,40£0,70
Docosatetraendico (C22:4n6) - 1,80+0,20
Docosapentaendico (C22:5n-3) 4,79+1,55 5,60£0,40
DocosaexaenoicoDHA (C22:6n-3) 5,05+1,57 24,60£1,50

Total 30,12 45,30

Fonte: Adaptado do Menezes et al., 2008 e Visentainer et al., 2007.

Segundo o RIISPOA (1952) os 0Oleos de pescado devem satisfazer as seguintes
caracteristicas:
a) deve ter cor amarelo-claro ou amarelo-ambar, tolerando-se 0s que apresentarem uma ligeira
turvagéo;
b) no maximo 1 % (um por cento) de impurezas;
¢) no maximo 10 % (dez por cento) de umidade;
d) no maximo 3% (tres por cento) de acidez em &cido oleico;
e) ndo conter substancias estranhas, outros 6leos animais ou 6leos vegetais.

O 6leo de pescado é uma mistura de acidos graxos, na forma de triglicerideos com
EPA (4cido eicosapentaenoico) e DHA (docosaexaenoico) como 0s principais componentes

de cadeia longa. A maioria dos 6leos contém apenas um &cido graxo EPA ou acido graxo
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DHA por molécula de triglicerideos (KRALOVEC et al., 2012). Os 6leos marinhos séo
considerados a principal fonte comercial de EPA e DHA.

Os Oleos de pescado sdo atraentes devido ao seu conteudo de &cidos graxos
interesantes. Por esta razdo, o 0leo de pescado €, preferencialmente, utilizado como matéria
prima para preparar 0s concentrados de &cidos graxos poli-insaturados (GAMEZ MEZA et
al., 2003).

Dados experimentais indicam que o consumo de 6leo de pescado contendo acidos
graxos poli-insaturados (AGPIs) previne a hipertensao arterial (BORGHI, e ARRIGO, 2006),
é utilizado no tratamento e prevencédo de doencgas mentais (STILLWELL e WASSALL, 2003;
MC NAMARA, 2006; CLAYTON et al., 2007; MAZZA et al., 2007), é benéfico no
tratamento de doencas autoimunes e com condi¢des inflamatorias alérgicas (CALDER, 2006;
STAMP, JAMES e CLELAND, 2005). Além disso, os EPA e DHA, encontrados apenas em
pescados e alimentos do mar, desempenham um papel vital no desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso (cérebro) na fotorecepc¢édo (visdo) e no sistema reprodutor
(HOMAYOONI, SAHARI e BARZEGAR, 2014)

3.4 PROTEASES

As enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligacdes peptidicas
nas proteinas. S&o enzimas de classe 3, as hidrolases, e sub-classe 3,4, as peptideo-hidrolases
ou peptidases. Aproximadamente 60% do total das industriais sdo proteases, amplamente
empregadas na producgdo de couro e na industria de alimentos. Nesta ultima, as proteases séo
utilizadas como adjuvantes no processamento de cerveja, vinho, cereais, leite, produtos
lacteos, chocolate, ovos, produtos a base de ovos, produtos a base de carne e de peixe,
legumes e na producéo de proteinas hidrolisada e flavorizantes (CENTENARIO, 2011).

A Alcalase é uma enzima produzida por fermentacdo submersa do microrganismo
Bacillus licheniformis e foi desenvolvida pela Novo Nordisk (Bagsvaerd, Denmark) para a
industria de detergentes. Tem-se provado repetidamente, por muitos pesquisadores, que € uma
excelente enzima para preparacdo de diversos hidrolisados proteicos (SCHMIDIT e SALAS-
MELLADO, 2009)
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3.5 LIPASES

Lipases s@o enzimas pertencentes ao grupo das serina hidrolases (E.C. 3.1.1.3)
triacilglicerol acilhidrolasas e catalisam a hidrolise de triacilglicerol cujos produtos sdo 0s
diacilglicerideos, monoacilglicerideos, acidos graxos e glicerol. (PASTORE; DA COSTA,
KOBLITZ; 2003).

As lipases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise de glicérideos de acila. No
entanto, um numero de outros ésteres de baixa e elevada massa molecular, ésteres de tiol,
amidas, esteres de poliol/poliacidos, etc., sdo aceitos como substratos por este grupo unico de
enzimas. O amplo espago para 0 emprego em uma variedade de reacdes, dotado por essa
ampla especificidade de substrato, é ainda mais ampliado pelo fato de que as lipases sdo
capazes de catalisar a reacdo inversa da sintese com a mesma eficiéncia. Em geral, algumas
lipases sdo mais adequadas para a sintese do que para aplicacdes de hidrdlise (GANDHI,
1997).

A lipase proveniente de Candida rugosa (AMA) é uma lipase que hidrolisa acidos
graxos de cadeia curta, meia o longa nas posicoes 1,2 ou 3 de triacilglicerol. Sua temperatura
Otima de trabalho é 40 a 50°C e o pH 6timo é 7,0. Esta lipase é conhecida por possuir uma
selectividade de comprimento de cadeia de acido graxos, mostrando a atividade mais elevada
com relativamente &cidos graxos de cadeia curta, tais como C:18 ou inferior (KAHVECI e
XU, 2010; OKADA e MORRISEY, 2007; MCNEILL, MOORE, e ACKMAN, 1996).

A lipase proveniente de Céandida antartica (LYP) é uma lipase que ndo tem
especificidade posicional, hidrolisando triacilglicerois; a temperatura 6tima de trabalho € 45 a
50°C e o pH ¢6timo é 7,0 a 8,0. O potencial como biocatalisador desta enzima esta
extensamente documentado tanto em hidrolise em médio aquoso como de reacdes de sintese
em meio organico (ADACHI et al.,2013).

3.6 SEPARACAO DO OLEO DE PESCADO POR HIDROLISE PROTEOLITICA

A separacdo do 6leo de pescado por meio de uma hidrolise pelas proteases de grau
alimenticio poderia fornecer uma alternativa interessante. O uso dessas ferramentas
biotecnoldgicas para tal propdsito tem lugar a temperatura moderada por um periodo curto
(50-60 °C, 30-120 min). Além disso, as proteases de grau alimentar, que permite a liberacdo

do Oleo a partir da matriz de proteina ndo tem custo elevado e sdo amplamente utilizadas na
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indastria alimentar. A mistura resultante pode ser facilmente separada por ultrafiltracdo, um
processo largamente utilizado na industria de lacticinios (LINDER et al., 2003).

Linder, Fanni e Parmentier (2005) desenvolveram um método enziméatico para
extrair 6leo a partir de cabecas de salméo, a temperatura média de 55 °C, utilizando diferentes
enzimas comerciais: Alcalase, Neutrase e Flavourzyme. Estes concluiram que a maior
recuperacao de 6leo (17,4 % ap0s 2 h) foi obtida através da utilizacdo de Alcalase.

Liu et al. (2006) propuseram um processo enzimatico para extracao proteolitica de
6leo bruto a partir de cabecas de atum, seguido por um passo de complexacdo de ureia,
obtendo a mistura de DHA e EPA, com pureza de 85,02 % e rendimento de 25,10 %. Al-
Sayed et al. (2008) fizeram um estudo semelhante sobre a extracdo enzimatica de 0leo de ovas
de truta arco-iris usando Alcalase, Neutrase e Protamex respectivamente, e também
concluiram que a Alcalase foi a enzima que conduziu a maior recuperacdo de 6leo.

A conclusdo geral a que chegaram os autores citados que estudaram a extracdo de
6leo de pescado, pelo emprego de tecnologia enzimatica é que esta tecnologia produz um 6leo
de melhor qualidade que o obtido por métodos que utilizam tratamentos térmicos e quimicos
(AL-SAYED et al., 2008; LINDER et al., 2007; LIU et al., 2006).

3.7 ACIDOS GRAXOS INSATURADOS

Os acidos graxos sdo componentes importantes dos lipidios em plantas, animais e
micro-organismos. Geralmente, um &cido graxo é composto por uma cadeia linear de um
numero par de a&tomos de carbono, com atomos de hidrogénio ao longo do comprimento da
cadeia e numa extremidade da cadeia e um grupo carboxila (COOH) na outra extremidade. E
esse grupo carboxila que faz com que seja um &cido (acido carboxilico). Se as ligacGes
carbono-carbono sdo todas simples, o &cido € saturado; se qualquer das ligacfes € dupla ou
tripla, o 4cido € insaturado e € mais reativa. Os acidos graxos ndo sdo encontrados em um
estado livre na natureza; geralmente eles existem em combinacdo com glicerol (um alcool) na
forma de triglicerideo (BRITANNICA ACADEMICS, 2016). Na Tabela 3 pode-se observar a
nomenclatura dos principais &cidos graxos insaturados (AGl), &cidos graxos saturados (AGS)
e 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI).
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Tabela 3 - Nomenclatura dos principais acidos graxos

Nome comum Cadigo Nomenclatura
Acidos Graxos saturados de cadeia curta

C4.0 Butanoico
Butirico
Acido graxos saturados de cadeia media
Caproico C6:0 Hexanoico
Caprilico C8:0 Octandico
Céprico C10:0 Decandico
Laurico C12:0 Dodecandico
Acido graxos de cadeia longa
Miristico C14:0 Tetradecandico
Palmitico C16:0 Hexadecanoico
Estearico C18:0 Octadecandico
Palmitoléico C16:1,n-7 cis 9-hexadecaendico
Oléico C18:1,n-9 cis 9-octadecaenoico
Elaidico C18:1,n-9 trans 9-octadecaendico
Linoléico C18:2,n-6,9 cis 9,12-octadecadienoico
a-linolénico C18:3,n-3,6,9 cis 9,12,15-octadecatriendico
y-linolénico C18:3,n-6,9,12 cis 6,9,12-octadecatriendico
Acidos graxos de cadeia muito longa
Araquidico C20:0 Eicosanoico
Behénico C22;0 Docosandico
Eicosenoico C20:1,n-9 cis 11-eicosendico
Erdcico C22:1,n-9 cis 13-docosaendico
Cetoléico C22:1, n-11 cis 11-docosaendico
Nervénico C24:1, n-9 cis 15-tetracosaenoico
Dihomo-y-linolénico C20:3, n-6,9,12 cis 8,11,14-eicosatriendico
Araquidénico C20;4, n-6,9,12,15 cis 5,8,11,14-eicosatetraendico
Timnodonico C20:5, n-3,6,9,12,15 cis 5,8,11,14,17-eicosapentaendico
Clupanodonico C22:5,n-7,10,13,16,19 cis 7,10,13,16,19-docosapentaendico
Docosaexaenoico C22:5, n-4,7,10,13,16,19 cis  4,7,10,13,16,19-docosahexaendico

Fonte: Régo, 2012

Os acidos graxos poli-insaturados séo acidos graxos insaturados com mais de duas
ligacOes duplas. Estes sdo ingredientes usados em suplementos dietéticos, alimentos saudaveis
e produtos farmacéuticos. Esses acidos graxos bioativos ja tém bem estabelecidos seus
beneficios para a saude e sdo derivados principalmente de 6leo de pescado. EPA e DHA séo
componentes essenciais da alimentacdo saudavel e tem sido demonstrado clinicamente a sua
capacidade de diminuir o risco de doenca cardiaca corondria, em parte, atraveés de sua
capacidade para reduzir os niveis de triglicerideos séricos e ajudar a prevenir ataque cardiaco
secundario. EPA e DHA sdo precursores de mediadores anti-inflamatérios e demonstraram
beneficios para a prevencdo de doencas inflamatorias incluindo alergia, diabetes, doenca de
Alzheimer e doencas neurodegenerativas relacionadas (LAVIE et al., 2009).
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As fontes naturais mais importantes de &cidos graxos poli-insaturados dmega-3
(AGPI) sdo organismos marinhos (pescados, mariscos, algas), que sdo alimentados, direta ou
indiretamente, de fitoplancton marinho, o principal produtor de dmega-3 na cadeia tréfica. Os
AGPI em éleos marinhos sdo normalmente encontrados como triglicerideos, embora possam
formar outros tipos de lipidios como os ésteres de cera ou fosfolipidios. Além disso, 0s
estudos sobre a distribui¢do posicional dos acidos graxos dos triglicerideos de varios 6leos de
pescado tém mostrado que a maioria dos AGPI sdo ligados na posi¢do sn-2 do esqueleto de
glicerol, o qual esta relacionado a uma maior estabilidade contra a oxidacdo (RUBIO-
RODRIGUEZ et al., 2010). O 6leo de pescado é a fonte mais abundante e de baixo custo de
EPA e DHA. As melhores fontes de 6mega-3 vegetais (sementes de linho, perilla, kiwi e chia)
sdo muito ricas em acido a-linolénico (ALA), mas tém niveis muito baixos de EPA e DHA. O
principal beneficio para a saide do consumo de ALA é que ele se converte em EPA e DHA.
No entanto, no corpo humano ALA ¢é convertido em EPA e DHA, com uma eficiéncia de
apenas 5-10 % de EPA e 1-5 % de DHA. A maioria dos 6leos de pescado ndo contém mais do
que um nivel combinado de 30 % de EPA e DHA. Por exemplo, as fontes primarias de éleo
de pescado dmega 3 sdo os Oleos de anchoveta (Engraulis ringens) e de sardinha (Sardinops
sagax sagax) que contém 15-22 % de EPA e 9-15 % de DHA respectivamente
(KRALOVEC et al., 2012).

3.8 CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS INSATURADOS PELA HIDROLISE
LIPIDICA

Os principais métodos para a concentracdo de AGPI 6mega 3 sdo a separagédo
cromatografica, destilagdo fracionada ou molecular, cristalizacdo a baixa temperatura,
extracdo de fluido supercritico e de complexacdo de ureia. A hidrdlise catalisada por lipase
tem um numero de vantagens sobre os métodos acima mencionados. Este processo nédo
envolve extremos de pH e temperaturas elevadas, o que pode parcialmente destruir a estrutura
natural cis de AGPI 6mega 3 por oxidacdo, cis-trans de isomerizacdo ou migracdo de ligacao
dupla. As condicGes de baixas temperatura e o pH utilizado também podem reduzir o custo
do processo. Uma caracteristica especifica da reagcdo de hidrolise catalisada por lipase é que, 0
processo resulta na producgéo seletiva devido ao substrato e especificidades posicionais das
lipases. Além disso, a recuperacdo de AGPI Omega 3 em forma de glicéridos é
nutricionalmente mais favoravel do que ésteres de metila ou etila destes acidos graxos.
(KAHVECI e XU, 2010).
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Existem 2 tipos de hidrélise enzimatica por lipases, uma catalisada por uma
lipase 1,3 especifica, e a hidrélise catalisada por uma lipase ndo especifica. Na Figura 2,
observa-se uma hidrolise de triglicerideos catalisados pela lipase 1,3 especifica, onde a lipase
ndo hidrolisa a posicdo 2 do triglicerideo mas a posicdo 1 e 3 sdo hidrolisadas. Normalmente
0s AGPI encontram-se na posigéo 2.

Linder et al. (2005) propuseram um metodo para aumentar a quantidade de acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) em 6leo de salmdo de 41,6 % para 46,5 % ao longo de uma
hidrélise enzimaética catalisada por Novozym SP398, sequido por uma etapa de filtracdo em
um dispositivo de membrana hidrofobica. Além disso, propuseram um passo de esterificacdo

final com glicerol usando uma lipase 1,3 especifica imobilizada.

Figura 2 - Hidrolise dos triglicerideos catalisados pela Lipase

AG AG OH OH OH
— —> — —> —
—>AG + %Omega 3AGUA Omega 34+ ——= AG AGUA; N Omega 3

AG LIPASE AG LIPASE AG
—>AC L_aG > AG > AG ——> OH

FONTE: Adaptado de Padilha e Augusto-Ruiz (2007)

Gamez Meza et al. (2003) estudaram a concentragdo de acidos graxos poli-
insaturados de 6leo de sardinha a partir de reagdo de hidrdlise de acoplamento e complexacéo
da ureia. Comparando a hidrélise enzimatica por diferentes lipases de Pseudomonas com a
hidrélise quimica utilizando hidroxido de potassio, etanol e hexano, e concluiram que a lipase
de Pseudomonas cepacia imobilizada em cerdmica quimicamente modificada com uma
proteina foi o melhor sistema enzimatico para obter a mais alta pureza de &cidos graxos
o6mega-3 (86,58 %), com um rendimento aceitavel (78,0 %), enquanto a hidrdlise quimica
permitiu a obtencdo de uma maior recuperacdo de émega-3 (90,5 %), mas com um grau de
pureza inferior (83,13 %). Além disso, eles apontam que o método enziméatico € mais
vantajoso, uma vez que a separacdo dos produtos é mais facil e o processo pode ser
desenvolvido em reatores continuos de leito empacotado.

Kaveci e Xu (2010) testaram lipases de Penicillium camemberti (PC), Rhizomucor
javanicus (RJ), Rhizopus niveus (RN), Rhizopus delemar (RD), Burkholderia cepacia (BC),
Rhizopus oryzae (RO), Candida rugosa (CR) e Rhizomucor miehei (RM). As lipases de PC,

RJ e RN apresentaram menores graus de hidrdlise (HDS) em comparacdo com o resto das
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lipases. A lipase de CR teve o maior grau de hidrolise ap6s 24 h (91,89 %). Além disso, CR
lipase foi a mais eficaz na concentragdo de AGPI dmega 3. O valor final foi aumentado de
13,77 % para 27,81 % (% em massa). As alteracbes no teor de AGPI 6mega 3 foram
significativamente diferentes entre as lipases, embora os valores de grau de hidrolise foram
semelhantes ao final das reacOes, talvez causado pelas especificidades de substrato das
lipases. Finalmente, a lipase CR teve a maior preferéncia para hidrolisar acido oleico

seletivamente sobre EPA e DHA.

3.9 COMPLEXACAO COM UREIA

A complexacdo da ureia é um método classico para concentrar acidos graxos poli-
insaturados. A ureia forma cristais de forma tetragonal de ureia por si s6 e cristais em forma
de espiral hexagonal com um acido graxo (NO et al., 2015).

A ureia € um composto que cristaliza numa estrutura tetragonal bem empacotada.
Mas, na presenca de moléculas de cadeia linear longa cristaliza-se em uma estrutura
hexagonal com canais de 0,8- 1,2 nm de didmetro, dentro dos cristais hexagonais (Figura 3).
Os canais formados sdo suficientemente grandes para acomodar cadeias alifaticas como
cadeias lineares de acidos graxos saturados com seis atomos de carbono ou mais e € mais
dificil acomodar &acidos graxos com presenca de ligacdes duplas na cadeia de carbono porque
aumenta o volume da molécula e reduz a capacidade de complexacéo, finalmente os acidos
graxos monoinsaturados sdo mais facilmente cornplexados do que os &cidos graxos poli-
insaturados. (WANASUNDARA e SHAHIDI, 1999).

Figura 3 - Formacao de cristais de ureia com e sem a presenca de acidos graxos de cadeia

longa.
UREIA UREIA E MOLECULAS
(Tetragonal) DE CADEIA LINEAR
(Hexagonal)

AGPIs
*  (FRAGAO DE UREIA NAO COMPLEXANTE)

. OXIGENIO
AG SATURADOS E MONOINSATURADOS —» O CARBONO
FRAGAO DE UREIA COMPLEXANTE NH,

Fonte: Adaptado de Nobre (2014).
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3.10 ASTAXANTINA

A astaxantina (ketocarotenoide, 3 di, 3 hidroxi-f3, p-caroteno-4, 4'-diona), pertence
a familia das xantofilas, e sdo derivados oxigenados de carotenoides. A sintese de xantofilas
de plantas deriva do licopeno. A astaxantina é onipresente na natureza, especialmente no
ambiente marinho e é um pigmento vermelho comum para muitos animais marinhos, como 0s
salmonideos, camar@es, lagostas e lagostins, contribuindo para a cor rosa-vermelho de sua
carne. O seu principal papel é fornecer a cor laranja avermelhado desejada nestes organismos
porque eles ndo tém acesso a fontes naturais de carotendides (DHANKHAR; SUMITA;
SHARMA, 2012). Na natureza € conjugada com proteinas ou esterificada com um ou dois
acidos graxos para formar monoésteres e diésteres, produzindo uma variedade de cores em
organismos diferentes. Apresenta o croméforo dos pigmentos azuis, verdes e amarelos de
lagostas. Em outros casos, a astaxantina pode ser simplesmente dissolvida na fracdo lipidica
de moléculas complexas, tais como lipoproteinas, ou pode ser efetivamente ligada
quimicamente a moléculas tais como acidos graxos para formar ésteres (DHANKHAR;
SUMITA; SHARMA, 2012).

A astaxantina apresenta propriedades guimicas Unicas com base na sua estrutura
molecular, possui dois grupos carbonila, dois grupos hidroxila, e onze ligacGes duplas
conjugadas. A presenca dos radicais hidroxila e ceto em cada anel explica algumas das suas
caracteristicas Unicas tais como a capacidade de ser esterificada, uma atividade antioxidante
superior e um carater mais polar do que outros carotendides (DHANKHAR; SUMITA;
SHARMA, 2012).

Este composto possui atividade antioxidante 10 vezes maior do que o de B-caroteno,
luteina, zeaxantina e cantaxantina e esta associada clinicamente com uma série de beneficios a
saude humana, incluindo a inibi¢do da oxidacdo do lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
propriedades anti-inflamatdrias, diminuicdo do estresse oxidativo e aumento da resposta
imune. Os residuos de crustaceos sdo aproveitados para recuperar 0s carotendides
principalmente astaxantina, mas é menos disponivel comercialmente que a astaxantina obtida
do cultivo das microalgas Haematococcus pluvialis que tem importantes aplicagdes em
industrias de alimentos para humanos e animais (TAKSIMA; LIMPAWATTANA;
KLAYPRADIT, 2015).

Devido a sua estrutura altamente insaturada, carotendides, como a astaxantina, sao
muito sensiveis ao calor, oxigénio e luz. Qualquer um deles pode produzir agentes oxidantes

prejudiciais, como radicais livres. Para uma eficacia maxima, os carotendides devem manter-
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se estaveis quando sdo adicionados a formulagdes alimentares diferentes. Uma das formas de
manter a estabilidade dos carotendides é a sua incorporacdo em sistemas nanocarreadores.
Estes sistemas tem muitas aplicacBes alimentares e farmacéuticas devido a sua capacidade de
evitar a degradacdo dos compostos encapsulados, aumentar sua solubilidade em &gua e sua
biodisponibilidade (ANARJAN; TAN, 2013).

3.11 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € a criacdo de estruturas funcionais onde pelo menos uma de
suas dimensfes € menor de 100 nm (REESE, 2013). Mas alguns autores (SANGUANSRI;
AUGUSTIN, 2006) afirmam que a nanotecnologia trata da aplicacdo, produgdo e
transformacéo de materiais com tamanhos inferiores a 1000 nm. Os materiais em escala
nanomeétrica podem apresentar novos comportamentos e/ou propriedades diferentes daquelas
que geralmente apresentam em escala macroscopica. Ao ramo da ciéncia que estuda esses
novos materiais foram atribuidos o nome de nanociéncia ou nanotecnologia (DURAN;
CAPPARELLI; MORAIS, 2012).

Os beneficios notaveis da nanotecnologia para o setor de alimentos, com um forte
potencial para influenciar muitos aspectos dos sistemas alimentares tém sido bem
documentados nos ultimos anos. Mesmo que a aplicabilidade da nanotecnologia para o setor
de alimentos tenha iniciado principalmente a partir de 2005, esta oferece oportunidades de
processamento e transformacdo interessantes para a inddstria alimentar e promete um grande
potencial de mercado. Estdo sendo desenvolvidos nanosensores, dispositivos de rastreamento,
nanocarreadores de compostos bioativos, dispositivos para seguranca alimentar,
desenvolvimento de novos produtos, embalagens inteligentes entre outros (HUANG; YU e
RU, 2010; MC CLEMENTS et al., 2009).

As proteinas, os carboidratos e os lipidios no seu estado natural também foram
modificados pela nanotecnologia e o0s produtos resultantes estdo sendo aplicados em
embalagens, como aditivos (CHEN et al., 2006) e nutracéuticos. No entanto, muitos
compostos possuem problemas relacionados a degradacdo e neste contexto, a
nanoencapsulacdo de compostos bioativos pode também ser interessante para a producgdo de
alimentos (DUNCAN, 2011), para a liberagdo controlada de nutracéuticos ou aditivos
alimentares. A nanotecnologia também pode melhorar a capacidade de dispersdo da agua,
estabilidade térmica, e biodisponibilidade oral dos componentes bioativos dos alimentos
(RANJAN et al., 2014).
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3.11.1 Nanocarreadores lipidicos

Os nanocarreadores lipidicos s&o definidos por diferentes autores (GOMES, 2012;
DORA, 2010; LACATUSU et al., 2012) como transportadores coloidais estudados por mais
de 20 anos na éarea farmacéutica, e recentemente tem sido utilizados para aplica¢des em
alimentos devido a sua capacidade para melhorar a estabilidade, a incorporacdo e a
biodisponibilidade de compostos bioativos lipofilicos em formulacbes aquosas. Os
nanocarreadores lipidicos estdo compostos por uma fase lipidica, composta por lipidios
liquidos e/ou s6lidos, surfactantes tanto para a fase lipidica como para a fase aquosa e agua
(Figura 4). O surfactante é um tipo de substancia anfifilica, que possui hidrofilicidade e
hidrofobicidade, simultaneamente. A parte lipofilica do surfactante é propenso a estar num
ambiente ndo-polar e a parte hidrofila tende a estar num ambiente polar. O equilibrio entre
estas duas partes pode regular a funcionalidade do surfactante nas interfaces que tem impacto
sobre as propriedades das emulsdes (ZHONG e LE, 2011). Existem diversos tipos de
nanocarreadores lipidicos podendo incluir-se lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) (FANGUEIRO,

2012). Abordaremos as NE e os CLN pois sdo nanocarreadores de escolha para esse trabalho.

Figura 4. Componentes dos nanocarreadores lipidicos

FASE LIPIDICA
LIPIDIOS: Lipidio liquido
(acidos graxos, acido FASE LIPIDICA
oleico, odleo de soja, Surfactantes: Lecitina de
triglicerideos de cadeia Componentes ovo e de soja, SPAN 80
media, 6leo de pescado) dos (monooleato sorbitano),
Lipidio solido: cera de nanocarreadores SPAN 20 (monolaurato
carnauba, acido estedrico, sorbitano).
triestearina, trimiristina,

tripalmitina.

FASE AQUOSA: Surfactantes:
TWEEN 20 (monolaurato de polioxietilenossorbitano),
TWEEN 80 (monooleato de polioxietilenossorbitano),
SOLUTOL (esterato de PEG).

Fonte: Adaptado de Shah et al., 2014.

As nanoemulsdes (NE) podem ser definidas como sistemas heterogéneos
composto de dois liquidos imisciveis, sendo que um liquido se encontra disperso sob a forma

de goticulas no outro, e o sistema € estabilizado por tensoativos adequados (Figura 5). A sua
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formacdo geralmente requer uma fonte de energia e a dispersdo é termodinamicamente
instavel. Elas podem ser do tipo 6leo em agua (o/a) ou agua em 6leo (a/0), sendo que as
goticulas em geral apresentam diametro inferior a um micrémetro (geralmente entre 100 e 500
nm) (BHATT e MADHAYV, 2011).

As nanoemulsdes sdo interessantes para a inddstria alimentar devido as
potenciais aplicacbes em sistemas de liberagdo de compostos bioativos hidrofébicos,
evitando sua degradacdo e melhorando a solubilidade dos compostos encapsulados. Por
outro lado, ndo possuem a capacidade de prolongar a liberacdo dos mesmos (SILVA,
CERQUEIRA; VICENTE, 2015). Para a inddstria alimentar seria interessante usar estes
sistemas para a incorporacdo de, por exemplo, compostos funcionais lipofilicos em matrizes
alimentares (MCCLEMENTS et al., 2009).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo um tipo de emulsdo O/A,
que utiliza uma mistura de um lipidio sélido e de um lipidio no estado liquido como fase
oleosa da emulsdo (Figura 5). Elas também s&o particulas coloidais dispersas em uma solugéo
aquosa de surfactante, com didmetro médio que varia entre 50 e 1000 nm, (LACATUSU, et
al., 2013). A aplicacdo de nanoparticulas lipidicas para entrega ativa de ingredientes
alimentares tém sido bastante estudada (MCCLEMENTS et al., 2009; FATHI et al., 2012).
Entre as principais vantagens deste sistema carreador podemos destacar (i) aumento da
estabilidade de lipidios bioativos evitando sua oxidacdo, (ii) aumento da absorcdo e
biodisponibilidade dos lipidios e compostos bioativos e (iii) possibilidade da liberacéo
prolongada dos compostos encapsulados. No entanto, devido as caracteristicas estruturais este
sistema possui uma menor capacidade de incorporar compostos quando comparado a uma NE
(DORA, 2010; CHEN; MCCLEMENTS; DECKER, 2013).

Figura 5 - Estrutura comparativa entre nanoemulsdo (NE) e carreador lipidico
nanoestruturado (CLN)

(a) (b)

Composto
bioativo

surfactante

Lipidio’sélido

Nanoemulsdo Carreador lipidico nanoestruturado

Fonte: Adaptado de Livney, 2015.
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Os nanocarreadores lipidicos podem ser produzidos utilizando o método de
homogeneizacdo a alta pressdo. Por esta técnica utiliza uma dispersdo de particulas €
impulsionada com alta pressdo (100-2000 bar) através de uma cavidade estreita (poucos
micrébmetros), e acelerada em uma curta distancia, com alta velocidade (cerca de 100 km/h)
ao encontro de uma barreira. A colisdio com a barreira possibilita a formacdo de
nanoparticulas com reduzido diametro (SHAH et al., 2014). A maior vantagem da técnica é a
possibilidade de producdo de nanocarreadores em larga escala, além de produzir estreita faixa
de didmetro de particulas e de ndo utilizar solvente organico (MARCATTO, 2009).

3.11.2 Aplicacéo dos nanocarreadores na area de alimentos

As nanoemulsGes tém sido usadas para encapsular lipidios bioativos, como a
vitamina E e antioxidantes fenolicos, em bebidas leves e alimentos funcionais. Isto é possivel
porque as dimensdes destas nanoestruturas sdo muito menores do que o comprimento de onda
de luz, fazendo com que a dispersdo de luz seja relativamente fraca de modo que a bebida
permaneca com uma cor clara e aspecto transparente (CHEN; WAGNER, 2004; MC
CLEMENTS, 2010). No entanto, a aplicacdo de nanoemulsdes para sistemas alimentares
ainda apresenta desafios que precisam ser abordadas tanto em termos do processo de
producdo, especialmente o seu custo, e da caracterizacdo das nanoemulsdes resultantes e dos
sistemas alimentares a que sera aplicada em termos seguranca de produto e aceitacdo (SILVA,
CERQUEIRA; VICENTE, 2012).

Numa recente pesquisa estudaram-se as nanoemulsées com licopeno preparados
com a finalidade de proteger a atividade antioxidante do extrato de tomate enriquecido com
licopeno aumentar a sua biodisponibilidade. A superficie das goticulas nas nanoemulsdes de
licopeno foi adaptada para proporcionar 6timas propriedades interfaciais contra reacdes
oxidativas, alta solubilidade aquosa e difusividade, para maximizar a absor¢édo (TAKSIMA et
al., 2015).

Anarjan e Tan (2013) estudaram a aplicacdo de nanoemulsGes com astaxantina em
suco de laranja e leite descremada utilizando diferentes surfactantes, eles obtiveram resultados
promisoreos para a aplicacdo de astaxantina em alimentos com alto contetdo de agua.

Carreadores lipidicos nanoestruturados contendo hesperetina foram aplicados em
leite fortificado por Fathi et al. (2013). As amostras foram submetidos a anélise sensorial e
resultados indicavam que o leite contendo carreadores lipidicos nanoestruturados

desenvolvidos ndo mostraram qualquer diferenca significativa com amostra de leite sem 0s
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carreadores, indicamdo que poderiam muito bem mascarar 0 sabor amargo da hesperetina e
melhorar sua baixa solubilidade.

Liu, Wang e Xia (2012) aplicaram carreadores lipidicos nanoestruturados
carregados de coenzima Q10 (Co Q10) em liquidos simulando bebidas alimenticias e o0s
estudos demonstraram um grande potencial de aplicacdo porque as amostras apresentaram
estabilidade, mantendo o tamanho de particulas durante 3 meses.

Lacatusu et al. (2014) estudaram o comportamento do Oleo de pescado
enriquecido com 4acidos graxos omega-3, a fim de obter carreadores lipidicos
nanoestruturados estaveis como sistemas de liberacdo eficazes para luteina. Eles utilizaram
cera carnauba e Oleo de pescado e desenvolveram com sucesso os carreadores lipidicos
nanoestruturados com diferentes teores de luteina. Os resultados indicaram que uma maior
proporc¢do de 6leo de pescado relacionado com a cera carnauba na fase oleosa melhoraba o
teor de encapsulamento de luteina, eles observaram uma estrutura menos ordenada na
cristalizacdo da cera carnauba, que foi ocasionada por o 6leo de pescado, que permitia uma

maior eficiencia de encampsulamento da luteina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matériaprima

A tainha foi capturada na regido Sul do Rio Grande do Sul, proveniente da pesca
da cidade de Rio Grande, RS, Brasil. O pescado fresco foi adquirido e transportado do
Entreposto de Rio Grande para o Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA/FURG) em

condicdes adequadas de higiene e refrigeracdo, em caixas fechadas com gelo em escamas.

4.1.2 Infraestrutura

Este trabalho foi realizado no LTA da Escola de Quimica e Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande e no Laboratorio de Nanotecnologia Aplicada a Saude
localizado no Centro de Microscopia Eletronica do Sul - CEME SUL. Algumas analises
foram realizadas nos Laboratorios de Operacdes Unitérias, de Microbiologia e Bioguimica, e

de Micotoxinas e Ciéncias de Alimentos, da Universidade Federal de Rio Grande.

4.1.3 Enzimas e Reagentes

Enzimas: Alcalase 2.4. LF protease de Bacillus licheniformis, lipase B de Candida
antarctica, com o nome comercial de Lipozyme-435 (LYP) foi doada por empresa LNF Latino
Americana, Brasil; lipase AY Amano de Candida rugosa (AMANO) foi doada pela empresa
Amano, Japdo. Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico (P.A.) e &gua grau
HPLC foi preparada utilizando sistema Milli-Q da Millipore®, USA. A astaxantina (>90% de
pureza), o Tween 20, o Spam 80, a Dynasan, e o tocoferol foram adquiridas do Sigma
Aldrich, Brasil, o &cido oleico foi adquirido da Synth, Brasil. A cera carnalba e a lecitina de
soja (Phospholipon 80®) foram adquiridas da Lipoid, Switzerland e o Solutol, foi adquirido
da Sigma—Aldrich , USA.

4.2 METODOS

O processo utilizado para obtencéo dos transportadores lipidicos nanoestruturados

contendo astaxantina, foi didaticamente dividido em duas partes. A primeira etapa foi a
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obtencdo de concentrados de acidos graxos insaturados de tainha (CAGIT) e a segunda etapa
foi o desenvolvimento dos nanocarreadores lipidicos contendo astaxantina.
Na figura 6 apresentam-se as principais etapas do trabalho experimental as que

serdo explicados com maiores detalhes a continuacéo.

Figura 6 — Fluxograma geral do desenvolvimento do trabalho experimental
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Nanoemulsdo (NE) Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

Fonte: Adaptado de AL SAYED et al., 2008; GAMEZ MEZA et al., 2003; LACATUSU et al., 2012; SHAH et
al., 2014,

43 PROCESSO DE OBTENCAO DE CONCENTRADOS DE ACIDOS GRAXOS
INSATURADOS DE TAINHA (CAGIT)

Os processos de obtencdo do CAGIT incluiram as etapas de beneficiamento de
pescado, separacdo do dleo pela hidrolise proteolitica, refino de 6leo bruto, hidrolise lipidica

pelas lipases e complexacdo com ureia.
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4.3.1 Beneficiamento do pescado

A tainha inteira foi descamada e submetida & eliminacdo dos intestinos antes do
processamento. Depois foi triturada e homogeneizada a 4°C em cutter METVISA 1322 (Santa

Catarina, Brasil).

4.3.2 Separacdo de 6leo de pescado por hidrdlise proteolitica.

O 0Oleo de pescado foi separado das proteinas por hidrolise enzimatica com a
protease Alcalase (Figura 7) utilizando a metodologia descrita por Linder et al. (2003). Os
ensaios foram todos desenvolvidos utilizando lotes de 0,30 kg de tainha triturada inteira,
misturada com 4&gua destilada em propor¢do de 1:2,5 (m/m) tainha/agua e foram
homogeneizadas em blender. Logo foram transferidos para um reator encamisado (Figura 8),
agitadas com um agitador eixo hélice, o pH ajustado a 8,0 com solu¢cdo de NaOH 2 mol/L. Foi
adicionada a enzima Alcalase numa proporcdo de 1,5% do peso da tainha e as condigcdes
foram monitoradas utilizando o método pH-stat (ADLER-NISSEN, 1986), adicionando-se
continuamente com NaOH 2 mol/L, de modo a manter o pH constante considerando tempos e

temperaturas, conforme o planejamento experimental mostrado na Tabela 4.

Figura 7- Fluxograma de separacédo de 6leo por hidrolise proteolitica
Tainha (Mugil liza)
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Os ensaios experimentais foram realizados de acordo com um planejamento
completo 2° com trés repeticdes no ponto central, totalizando 7 ensaios. Este modelo foi
empregado para avaliar a influéncia das varidveis independentes temperatura e tempo de
reacdo (Tabela 4) sobre as variaveis respostas definidas como o grau de hidrolise e
rendimento em Oleo produzido. Os valores de temperatura e tempo estudados nesta pesquisa
foram escolhidos de acordo a estudos feitos pelo LINDER, FANNI E PARMENTIER (2005);
LIU et al. (2006); AL-SAYED et al. (2008) KUROZAWA; PARK; HUBINGER, 2009;
QIAN; ZHANG e LIAO, 2011.

Figura 8- Reator utilizado para a separacao de 6leo de tainha por hidrolise proteolitica.

‘ |

/A

o 4

Tabela 4 — Variaveis do planejamento fatorial 2% para estudo dos efeitos de tempo e
temperatura na hidrolise proteolitica de tainha

Valores codificados -1 0 1

Temperatura de hidrolise (°C) 55 57,5 60
Tempo de hidrélise (min) 120 210 300




47

Os ensaios foram realizados, segundo a matriz mostrada na Tabela 5. Os
resultados do planejamento fatorial com pontos centrais foram usados para ajustar uma
equacao polinomial de primeira ordem e avaliados de acordo com os efeitos de cada variavel
de entrada e suas interacdes, verificando a validade da equacgdo obtida tanto em termos de

coeficiente de determinagéo.

Tabela 5 — Matriz do Planejamento fatorial

Tempo Variaveis codificadas
Ensaios  Temperatura (°C) (min) X1 Xo

1 55 120 -1 -1
2 60 120 1 -1
3 55 300 -1 1
4 60 300 1 1
5 57,5 210 0 0
6 57,5 210 0 0
7 57,5 210 0 0

4.3.3 Refino do 6leo de tainha.

Depois da centrifugacdo da etapa anterior, o 0leo de tainha ficou em seu estado
bruto, no entanto, este apresentava impurezas e compostos como acidos graxos livres, mono e
diacilglicerdis, fosfatideos e produtos de oxidacdo lipidica, que o tornavam inadequado para o
consumo humano. Para realizar a purificacdo foi utilizada metodologia adaptada de Crexi
(2010). As operagdes de refino (Figura 9) tém por objetivo remover compostos indesejaveis,
proporcionando assim produtos satisfatoriamente puros e com caracteristicas de estabilidade
(acidez, cor, oxidacdo e sensorial). O refino quimico alcalino inclui as seguintes etapas:
degomagem, neutralizacéo, lavagem, secagem e branqueamento (CREXI, 2010).

A primeira etapa utilizada para o refino foi a degomagem, que foi realizada
durante 30 min, a temperatura de 80 °C e agitacdo de 600 rpm, adicionou-se 1,0% de acido
fosforico (85% v/v), em relacdo a volume de 6leo (Figura 10). A etapa de neutralizacdo
ocorreu durante 20 min, a 40 °C e com agitacdo magnética de 600 rpm, com adicdo de
solucdo de hidroxido de sodio (20% m/m, usando 4,0% de excesso em relacdo ao indice
acidez determinado ap0s a etapa de degomagem). Apl6s cada etapa, o material foi
centrifugado (Sigma 6-15, D-37250, Alemanha) por 20 min a 7500 xg para separacdo do Gleo.
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A etapa de lavagem consistiu em adicionar 10% de agua destilada em relacéo a
massa de 6leo a 95 °C durante um tempo de contato de 10 min, com agitacdo de 600 rpm e
temperatura de 6leo a 50 °C. Esta etapa foi realizada trés vezes. A etapa de secagem ocorreu
durante 20 min a temperatura a 90-95 °C e agitacdo de 600 rpm. A etapa de branqueamento
foi realizada a 70 °C e agitacdo de 40 rpm, com a adi¢do de 5% de adsorvente (mistura de
terra ativada e carvéo ativado na relagdo de 9:1), sendo o tempo de contato de 20 min. Apos
foi realizada a filtragdo em funil de Biichnner com uma pré-camada de terra de diatoméacea.
Todas as etapas do processo de refino (degomagem, neutralizacdo, lavagem, secagem e
branqueamento) foram realizadas sob vacuo de aproximadamente 720 mm Hg (CREXI,

2010).

Figura 9 - Fluxograma de refino de 6leo de tainha

Oleo bruto de tainha

v

Acido fosforico 1%

Temperatura:80°C E Degomagem

Tempo:30 min (720mm Hg) \L

NaOH 20% . —

Temperatura:40°Cc~ ——>|  Neutralizagao

Tempo:20min (720mm Hg) l

Agua destilada 10% .

Temperatura: 95°C =~ —> Lavagens —> Agua de lavagens

Tempo:10 min(720mm Hg) \l/

Temperatura:90 a 95°C .
TemBo: 20 min. Secagem —> Agua residual
(720 mm Hg) \L

Terra de diatoméacea ) _
Mistura de carvdo ativado —>| Branqueamento |—> Material residual

e terra ativada \L

Oleo refinado

Fonte: Adaptado de Crexi (2010).
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Figura 10 — Refino de 6leo de tainha na etapa de degomagem.

A: termopar, B: baldo de reacdo sob véacuo, C: bomba de vacuo.

4.3.4 Hidrdlise enzimatica do 6leo de tainha.

Para a hidrolise enzimatica (ver Figura 11) do 6leo foi utilizada a metodologia
adaptada de Gamez Meza et al. (2003), onde o 0Oleo de tainha (12mL) foi adicionado de
0,05% m/m butil-hidroxitolueno (BHT), e tampé&o fosfato (18 mL de uma solucdo 0,1 N, pH
7,0) estes foram colocados em frascos de vidro de 50 mL. Para iniciar a reagdo, foram
adicionadas ao 6leo refinado as lipases [lipase de Candida antartica (LYP) e de lipase de
Candida rugosa (AMA)] em concentragdes de 0,25; 0,50 ou 0,75% (m/m base de 6leo). Logo
os frascos foram lavados com nitrogénio, selados com tampas de borracha e parafilme e
colocados em uma incubadora a 40 °C com agitacdo de 500 rpm, foram retiradas amostras nos
tempos de 1 h, 2,5 h, 3,5 h e 4,5 h. Depois de 4,5 h de hidrolise a mistura de reacdo (1 g)
foram retiradas para medir o indice de acidez, logo foi centrifugada a 7500xg por 15 min,
para separar a agua e a enzima. Os glicerideos foram extraidos com 10 mL de hexano por
duas vezes, apos a adicéo de 3,5 mL de KOH 0.5 M (solucdo de metanol) para neutralizar os
acidos graxos liberados durante a hidrélise, o hexano foi separado por evaporagdo. Os acidos
graxos livres foram metiladas de acordo com o método descrito na metodologia analitica.
Finalmente a fracdo de lipidios hidrolisada foi mantida a -30 °C até que a complexa¢do com
ureia fosse realizada (GAMEZ MEZA et al., 2003).
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Figura 11- Hidrolise enzimatica do 6leo refinado de tainha

Oleo relfinado

\/
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Extracao liquido- liquido |—> Fracgo aquosa
v

Camada hexano

\

Evaporagao —>  Frag#o solvente

\2

Oleo hidrolisado

Fonte: Adaptado de Gamez Meza et al., 2003.

4.3.5 Complexacdo com ureia

A complexacdo com ureia foi realizada para concentrar &cidos graxos insaturados.
Para tal foi utilizada a metodologia adaptada de Gamez Meza et al. (2003) ver Figura 12.

O 6leo hidrolisado (15 g) foram misturados com ureia (15 g) em solugdo com
95% de etanol aquoso (100 mL) e aquecida com agitacdo até que toda a mistura transformara-
se em uma solucédo limpida homogénea (WANASUNDA E SHAHIDI, 1999). Esta solucédo
foi transferida para tubos de centrifuga e resfriada rapidamente por imersao em agua fria, e
mantida a -10 °C durante 24 h num Banho ultra termostatico (Quimis, mod. 021412, Brasil)
Os cristais foram removidos por filtracdo em 14 de vidro a vacuo. O filtrado foi acidificado a
pH 4,0 e foram adicionados volumes iguais de agua a 65 °C e hexano. Depois foi agitada
vigorosamente por 60 min, para a separacdo de fases foi colocada em funil de separacdo e a
camada de hexano foi lavada com agua destilada (igual volume) e separada a dgua. Apds foi
adicionado sulfato de sddio anidro e o solvente restante foi removido por evaporagédo a 40°C
(CREXI et al., 2012), a massa de acidos graxos livres foi determinado por gravimetria e o
rendimento foi calculado pelo contetdo inicial de &cidos graxos poli-insaturados (Adaptado
de Crexi, 2010).
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Figura 12- — Fluxograma da Complexagdo com ureia
Oleo de tainha hidrolisado
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Fonte: Adaptado de Wanasundara e Shahidi, 1999; Gamez Meza, et al., 2003

Finalizada esta etapa foi feita a determinacdo do perfil de &cidos graxos do dleo
concentrado de tainha (CAGIT) utilizando o método descrito na parte de metodologia. O 6leo

concentrado em acidos graxos foi mantida a -30 °C até que foi utilizado nas etapas seguintes.
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4.4 OBTENCAO DOS NANOCARREADORES LIPIDICOS CONTENDO
ASTAXANTINA

As nanoemulsdes (NE) e os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
contendo astaxantina foram desenvolvidos, através da técnica de homogeneizacdo a alta
pressdo (MULLER et al., 1993). O equipamento utilizado foi um homogeneizador
EmulsiFlex-C3 (Avestin, Canada). @ Em um teste preliminar foram testadas diferentes
formulacdes apresentadas no Apéndice 01, Tabela A-2 sendo avaliados diferentes surfactantes
(lecitina de ovo [Lipoid, Switzerland], TWEEN 80 [Sigma Aldrich Brasil], Estearato de
Polietilenoglicol — Solutol[Sigma—Aldrich, USA]) e lipidios (concentrado de acidos graxos
insaturados de tainha, cera de carnalba [Lipoid, Switzerland], trimiristina, Dynasan 116
[Sigma Aldrich Brasil] e acido oleico [Synth ,S&o Paulo, Brasil]). Para o desenvolvimento dos
CLN fizeram-se ainda testes com misturas de cera carnalba e concentrado de acidos graxos
insaturados (CAGIT) em proporcdes de 70:30, 80:20 e 90:10 (m:m).

Apobs escolhidos os melhores excipientes para o preparo dos nanocarreadores
foram desenvolvidas as formulagdes apresentadas na Tabela 6. Para o preparo das
nanoemulsdes (NE) foram utilizados os lipidios do concentrado de acidos graxos insaturados
de tainha (CAGIT) e o é&cido oleico e para o preparo dos carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) foram utilizados a cera de carnauba, os lipidios do concentrado de
acidos graxos insaturados de tainha (CAGIT) e o acido oleico. A astaxantina foi acrescentada
na fase oleosa da formulagdo, assim como o Span 80. A fase aquosa da formulagdo estava
composta por Tween 20 e agua.

Tabela 6 - Composicao das formulagdes dos nanocarredores lipidicos desenvolvidos.

Formulacéao CAGIT Acido Cera Span80 AST Tocoferol Tween
(mg) oleico carnauba (mg) (mg) (mg) 20 (mQ)
(mg) (mg)
NE1B 800 - - 200 - 50 200
NE2B 350 350 - 300 - 50 300
NE1AST 800 - - 200 50 50 200
NE2AST 350 350 - 300 15 50 300
CLN1B 240 - 560 200 - 50 200
CLN2B 105 105 490 300 - 50 300
CLN1AST 240 - 560 200 5,0 50 200
CLN2AST 105 105 490 300 15 50 300

AST (astaxantina), CAGIT(Concentrados de acidos graxos insaturados), NE1B e NE2B (nanoemulsdes brancas),
NE1AST e NE2AST(nanoemulsdes com AST), CLN1B e CLN2B (Carreadores lipidicos nanoestruturados
brancos), CLN1AST e CLN2AST (carreadores nanoestruturados com astaxantina).
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Para a producdo dos nanocarreadores pela técnica de homogeneizagdo a alta

pressao, primeiramente a fase oleosa, composta por lipideos, tocoferol, astaxantina e span 80

foi fundida. A fase aquosa, composta por agua e o surfactante, foi aquecida 10°C acima da

temperatura de fusdo dos lipideos e vertida na fase oleosa, formando uma pré-emulsao que foi

submetida a agitacdo de 13.500 rpm por 2 minutos em Ultra-Turrax. A pré-emulsdo formada

(10 mL) foi vertida no homogeneizador de alta pressdo sendo feitos 6 ciclos de 20 segundos

cada, totalizando 2 minutos com a pressao de 10.000 psi. As NEs foram mantidas a 4 °C e os
CLNs foram congelados a -80°C por 72h e liofilizados (LIOBRAS, modelo L108) para

remover 0 excesso de agua e obter os carreadores lipidicos nanoestruturados em po. As

formulacdes foram produzidas em triplicata (Figura 13).

Figura 13 - Fluxograma de obtencéo de nanocarreadores lipidicos contendo astaxantina

Fase aquosa
TWEEN 20

Agua

NE: Fase Lipidica

AST (0.015%) SPAN 80

NCL: Fase Lipidica

CAGIT, acido oleico CAGIT, cera carnauba, acido oleico

AST (0.015%), SPAN 80

\ Agitacdo Magnetica (20 min a 87°C)

Pré-emulsdo
Homogeneizador: 14500 rpm (tempo : 120 s)

v

Homogeneizador a alta presséo
(Tempo: 2 min, 6 ciclos)

— T

NE: Armazenamento

4°C NCL: Liofilizacao

45 METODOLOGIA ANALITICA

45.1 Caracterizagéo da tainha

Nesta etapa foi feita a caracterizacdo da tainha através de determinacgdo do teor de

proteinas (método de Kjeldhal — N x 6,25), lipidios (método de Soxlhet), cinzas (incineragdo e
mufla a 550-600°C) e umidade (estufa 105°C), métodos 31.1.08, 31.4.02, 31.1.04 e 31.1.02,
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respectivamente, conforme a AOAC (2000). O teor de carboidratos totais foi estimado por
diferenca.

45.2 Grau de hidrolise

A cinética da reagdo foi monitorada medindo o grau de hidrdlise usando o método
de pH-stat de acordo com o procedimento de Adler-Nissen, (1986), representado na equacgao
1. Apos isso, a mistura foi resfriada a 4°C antes da centrifugacdo. As amostras da mistura de
reacdo foram retiradas para analise e centrifugadas (BIOSYSTEMS MPW-350/350-R —

Brasil) para recuperar o 6leo (9000 x g durante 20 min).

GH (%)= — +°2

ahet  MP 100 1)

Onde: B é o volume da base consumida durante a hidrélise para manter o pH
constante (mL); Ng € a normalidade da base; MP é a massa de proteina inicial (g, determinado
em N x fator de Kjeldahl); a é o grau de dissociagdo; e hyt € 0 nUmero total de ligagdes
peptidicas antes da reacdo. O grau de dissociacdo é dado pela Equacéo 2.

10PH-Pk
A = T iopH-pk (2)

Onde: o ¢ o grau de dissociacdo , pH ¢ constante, pK varia com a temperatura.

Os valores de pK a diferentes temperaturas T (Kelvin) foram calculados a partir
de Steinhard e Beychok (1964) a través da Equacéo 3.

2,98-T

pK =78+ g

2400 3)

Onde: T é dada em graus Kelvin.

4.5.3 Porcentagem de 6leo hidrolisado

A porcentagem de hidrolise (%hidrélise do 6leo) depois do tratamento enzimatico

foi calculada de acordo com a Equagéo 4.

NUAT Indice acidezg :qr — Indice acidezg .
%hidroélise = 6leo hidr. éleo nao hidr.

(4)

Indice sapon.sleo nao hidr.~Indice acidez gjeo nao hidr.

Adaptado de Padilha e Augusto Ruiz (2007)



55

A porcentagem de hidrolise foi definida sabendo-se que o indice de saponificacdo
menos o indice de acidez nos mostra a quantidade de ligacbes ésteres que poderiam ser
hidrolisadas e o indice de acidez do dleo hidrolisado menos o ndo hidrolisado nos mostra a

quantidade que foi hidrolisada pela enzima.

4.5.4 Caracterizacdo do 6leo de pescado

A partir da obtencdo do 6leo de pescado, foi feita a caracterizacdo do mesmo
utilizando os métodos recomendados pela American Oil Chemist’s Society, (AOCS, 1995).
Os parametros para caracterizagdo foram os seguintes.

- indice de Acidez (IA) (AOCS Ca 5-40) Para esta determinacdo dissolveu-se o
6leo em um dissolvente neutro e titulou-se a acidez com hidréxido de sddio, utilizando
fenolftaleina como indicador.

- Indice de lodo (1) (AOCS Cd 1-25). Na presenca da solucdo de iodo-cloro,
titulou-se com tiossulfato de sédio, tendo uma solucdo de amido como indicador, indicando a
saturacdo de Gleos e gorduras, expressa em nimero de gramas de iodo absorvido por 100g de
amostra.

- Indice de peréxido (IP) (AOAC 1997) Titulou-se com tiossulfato de sédio, tendo
amido como indicador, indicando a oxidacao dos lipidios, caracterizados principalmente pela
presenca de compostos de baixo peso molecular provenientes de sua degradacéo.

- Indice de Saponificacdo (IS) (AOCS Cd 36-76). ApOs esquentar a amostra
de 6leo sob-refluxo, juntamente com solucdo de KOH e com auxilio de fenolftaleina, titulou-
se com &cido cloridrico e define-se qual a quantidade de alcali necessaria para saponificar
uma quantidade definida de 6leo ou gordura, sendo expresso em nimero de miligramas de

KOH necessarias para saponificar 1,0 g de 6leo.

4.5.5 Determinacdo do perfil de acidos graxos das amostras.

Para determinar o perfil de acidos graxos foi necessario esterificar os &cidos
graxos componentes do 6leo, do 6leo hidrolisado e do 6leo ndo complexado para isso foi
utilizado o método adaptado de Metcalfe, Schmitz e Pelke (1966). A esterificacdo dos
lipidios consistit na saponificacdo de 0,1 g de amostra com 5 ml de KOH/Metanol 0,5 N sob
ebulicdo por 15 min. Apos o resfriamento a reacdo de esterificacdo com metanol foi catalisada

pelo trifluoreto de boro (15 mL BF3 20 % diluido 1:1 com metanol) sob ebulicdo em refluxo
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por 7 min. Apds o segundo resfriamento, foram adicionados 15 mL de éter de petroleo e 15
mL de NaCl saturado. A fracdo éter for recolhida e o processo repetido por duas vezes com 25
mL de éter de petrdleo. A fragdo orgénica foi lavada duas vezes com 25 mL de agua destilada,
filtrada em sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado sob corrente de nitrogénio. O
residuo foi solubilizado com 10 mL de hexano para injecdo no cromatdgrafo. Para separar e
quantificar a mistura de acidos graxos esterificados, foi empregado Cromatdgrafo a gas
(Shimadzu, 2010 Plus), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar RTX®-1 (30 m x
0,25 mmlID x 0,25 pum) e detector por ioniza¢do de chama (DIC). O gas de arraste foi hélio em
uma vazdo de 1,25 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas para 260
°C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condigdes cromatograficas de separacdo foram
temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C, em uma taxa de 6 °C/min,
permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de temperatura a taxa de
aumento foi de 2 °C/min até 240 °C, permanecendo por 10 min. A comparacdo dos tempos de
retencdo com padrdes de ésteres metilicos foi usada para identificacdo do perfil de acidos

graxos das amostras e quantificados pela normatizacéo das areas.

45.6 Determinacdo do diametro médio e do indice de polidispersdo dos

nanocarreadores lipidicos

O tamanho de particula e o indice de polidispersao (PDI) foram determinados por
espalhamento de luz dindmico utilizando-se 0 equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern
Instruments, Worcestershire, RU). As medi¢Ges de tamanho de particula foram realizadas a 25
°C apos diluicdo adequada das amostras em solucdo de 0,1mM de cloreto de sédio utilizando
agua Milli - Q®. Cada anélise de tamanho teve a duracdo de 300 s e foi realizada com angulo
de deteccdo de 90°. O raio hidrodinamico foi determinado usando a equacdo de Stokes —
Einstein apresentada como equagéo 5.

R=(xB.T/67nn D) ®)

Onde xB ¢ a constante de Boltzmann (J / K), T é a temperatura (em K), D é o
coeficiente de difuséo e n é a viscosidade do meio - neste caso, da agua (n = 0,89 cP a 25°C).



57

4.5.7 Avaliacgéo do potencial zeta

Esta medicdo é realizada para medir a carga da superficie das particulas é
quantificada como potencial zeta (F) refere-se a mobilidade electroforética das particulas num
campo eléctrico (DAS e CHAUDHURY, 2011). Os valores de potencial zeta podem indicar
estabilidade das amostras quando eles apresentam valores superiores a +30.0 mV ou
inferiores a -30.0mV (LACATUSU et al., 2014).

O potencial zeta foi avaliado por anemometria laser doppler, utilizando-se o
equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, RU) apresentado
na Figura 14. Para as medicdes do potencial zeta, as amostras foram colocadas na célula
electroforética, onde um potencial de £ 150 mV foi estabelecido. Os valores de potencial zeta

sdo calculados como valores médios da mobilidade electroforética (LACATUSU et al., 2013).

4.5.8 Determinagdo do teor de astaxantina nos nanocarreadores lipidicos.

Para determinar o teor de astaxantina, uma aliquota de 1mL NE e CLN foram
dissolvidas em metanol. O teor de astaxantina (concentragéo total) das suspensdes coloidais
foi calculado apos a determinacdo da concentracdo da astaxantina nas solugdes de metanol e
foi expresso em pg de AST/mL de solugdo. A recuperagdo de astaxantina foi calculada como
sendo a porcentagem da concentracao total da astaxantina encontrada nas solugfes em relacéo

a quantidade inicialmente adicionada. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.5.8.1 Validacdo do método analitico por espectroscopia UV/Vis

As medidas foram realizadas em um espectrofotémetro (Perkin Elmer Lambda 35,
USA) utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1 cm e deteccdo a 476 nm. O método de
espectroscopia UV/Vis foi validado quanto aos parametros de especificidade, linearidade,
limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo, conforme descrito no International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use (2005).

Especificidade

Para determinar a especificidade do método foram preparadas NE e CLN isentas
de astaxantina (NEB e CLNB) e analisadas conforme descritas no item 4.5.8.1. As leituras das
CLN e NE brancas foi comparada com a obtida a partir de uma solugdo padrdo de astaxantina

analisada nas mesmas condicoes.
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Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio de construcdo de trés curvas de
calibragéo, feitas em trés dias diferentes, por meio de diluigdes adequadas de uma solugdo de
astaxantina em alcool metilico, de modo a obter concentraces finais de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
12,5; 15,0 ug/mL para as analises por espectroscopia. A partir dos resultados, graficos de
absorbancia (UV/Vis) versus concentracdo de AST foram construidos. A equacéo da reta e 0
coeficiente de correlacdo (R) foram determinados pela anélise da regressao linear utilizando-

se 0 método dos minimos quadrados.

Limite de quantificacéo e deteccdo

O limite de detec¢do (LD) é a menor quantidade do composto possivel de ser
detectada, sem necessariamente possivel de ser quantificada de forma exata. O limite de
quantificacdo (LQ) é a menor quantidade possivel de ser quantificada de forma exata e

precisa.

4.5.9 Determinagéo de calorimetria exploratdria diferencial

A calorimetria foi determinada em um calorimetro diferencial de varredura DSC
(Shimadzu, DSC 60) utilizando uma taxa de aquecimento de 5°C/min, de 30 a 150°C com
uma amostra variavel de 2,5 a 4 mg sem adicao de agua.

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) mede a diferenca de energia
necessaria entre a substancia analisada e um material de referéncia, enquanto ambos sdo
submetidos a uma variacdo controlada de temperatura de maneira que a amostra e referencia
sejam mantidas em condicBes isotérmicas. Maiores informacdes sobre a cristalinidade,
polimorfica, temperatura de fusdo entalpia e o grau de cristalizacdo do lipidio fundido neste

tipo de amostras podem ser obtidas por DSC.

4.6 TRATAMENTO DOS DADOS

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados das analises
obtidas na etapa de hidrolise, sele¢cdo da lipase na concentracdo de &cidos graxos poli-
insaturados foram tratados estatisticamente utilizando analise de variancia (ANOVA) e

comparados através do teste de Tukey (p < 0,05). Na etapa de separac¢ao do 6leo pela hidrolise
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proteolitica foi empregado um planejamento fatorial 2 com trés pontos centrais, utilizando o
modelo matematico apresentado na Equacgédo 6, empregando o programa Statistica 5.0

Y=bg+b1X; + boXo +hoX1 % + € (6)
Adaptado de Rodrigues e Lemma (2012).

Onde by, by e by, s@o os coeficientes de regressdo chamados coeficientes de efeito linear do
modelo, b12 é o coeficiente de regressdo, chamado coeficiente de efeito de interacdo e x; e X,

referem-se as variaveis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

Na Tabela 7 apresentam-se a composi¢cdo proximal do musculo, visceras e da

tainha inteira em base umida.

Tabela 7 - Composicao quimica proximal de tainha

Componente Musculo Viscera Inteira Musculo
(%)* (%)* (%)* (%)
(FAO,2014)
Lipidios 4,23+0,83 12,54+0,09 9,33+0,86 3,90
Proteinas 20,35+0,23 11,36+0,97 16,12+0,25 19,50
Cinzas 1,14+0,03 3,34+0,38 2,86+0,12 -
Agua 74,15+0,25 72,24+1,06 71,35+4,97 76,00

* media £ desvio padrao.

Visentainer et al. (2007) e FAO (2014) reportaram valores de lipidios para o
musculo de tainha de 2,58 e 3,90%, respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho
reportaram 4,23% valores bem préximos para musculo. Assim, a porcentagem de proteina
obtida foi de 20,35%; Menezes et al. (2008) reportaram 20,85% e a FAO (2014) reportou
19,5%. A porcentagem de cinzas e agua reportados por Menezes et al. (2008) de 1,06% de
cinzas e 78,40% de agua também foram muito similares aos obtidos nesta pesquisa de 1,14%

e 74,15% respectivamente.

Comparando os valores de lipidios analisados entre musculo, visceras e tainha
inteira, 0 major conteudo foi encontrado nas visceras, mas seria importante trabalhar com o
pescado inteiro porque mediante testes preliminares observou-se que fazendo a hidrolise
proteolitica s6 com as visceras o grau de hidrolise obtido foi muito baixo por apresentar
menor quantidade de proteinas. A diferenca observada no contetido de lipidios entre viscera e
a tainha inteira ndo € muito grande. Por isso nesta pesquisa foi usado o pescado inteiro como

matéria prima.

5.2 SEPARAGAO DE OLEO DE PESCADO POR HIDROLISE PROTEOLITICA

Os produtos resultantes da hidrolise proteolitica foram o hidrolisado proteico e o
0leo. Os resultados experimentais de grau de hidrélise proteolitica e rendimento do 06leo de
tainha sob diferentes condi¢bes de temperatura e tempo de hidrolise estdo apresentados na

Tabela 8. Onde pode ser observado que o grau de hidrdlise e o rendimento foram
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incrementados em funcdo aos parametros temperatura e tempos. Também as respostas sdo

maiores quando o tempo é incrementado.

Tabela 8 — Grau de hidrolise e Rendimento em 6leo do Planejamento
experimental de hidrélise proteolitica de tainha.

Ensaios Temperatura (°C) Tempo Grau de Rendimento (%)
(min) hidrélise(%)
1 55,0 120 26,45 68,14
2 60,0 120 26,96 83,32
3 55,0 300 26,54 73,21
4 60,0 300 29,45 88,14
5 57,5 210 26,97 79,76
6 57,5 210 27,03 80,09
7 57,5 210 27,39 80,13

Temperatura (°C), Tempo(min), Grau de hidrolise(%), Rendimento(%o)

Com os resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes de regressao
para a resposta o grau de hidrolise (%), e estdo apresentados na Tabela 9 onde pode se
observar a variagdo da resposta (R?) indicou o coeficiente de determinacdo da regressdo
efetuada. O valor obtido mostra que cerca de 97% dos pontos se ajustam ao modelo,
demonstrando ser bom o ajuste do modelo aos dados experimentais. Todos 0s parametros do

modelo foram significativos ao nivel de 5%.

Tabela 9 - Coeficiente de regressao para o grau de hidrélise proteolitica de tainha

Interacdes Coef. de regressao Erro padrdo p — valor
Constante 27,26 0,09 0,0000
Temperatura 0,86 0,13 0,0063
Tempo 0,65 0,13 0,0139
Temperatura X Tempo 0,60 0,13 0,0170

R?= 97%

Com os coeficientes de regressdo obtidos na Tabela 9, e tendo que todos o0s
pardmetros do modelo foram altamente significativos (p<0,05) e se construi o modelo

matematico empirico encontrado apresentado na Equacéo 7.
Grau de Hidrolise= 0,86 x Temperatura+ 0,65 x Tempo + 0,60 X Temperatura x Tempo +27,26 (7)

Na Figura 14, apresenta o diagrama de Pareto, onde a temperatura é o fator que
mais influenciou na resposta Grau de hidrolise, mas o fator tempo e a interacdo tempo

temperatura também influenciam na resposta grau de hidrolise (p<0,05).
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Figura 14 - Diagrama de Pareto para o grau de hidrolise proteolitica de tainha

p=005
Efeito estimado (Valor absohito)

Temp. 6,864363

5,178379

4817097

Na Tabela 10, estdo apresentados os resultados da analise de variancia (ANOVA).
Como o F calculado para a regressao foi 4 vezes mais 0 que F tabelado entdo, o modelo se
ajusta bem aos dados experimentais. Segundo Rodrigues e Lemma (2012), para que a
regressdo ndo seja apenas estatisticamente significativa, mas também util para fins preditivos,
o valor de F calculado dever no minimo 4 vezes maior que o F tabelado. Desta forma, o

modelo estatistico determinado para a porcentagem de grau de hidrolise foi preditivo.

Tabela 10 - ANOVA para o0 Grau de Hidrolise proteolitica de tainha

Fonte de Soma Graus de Quadrados F Calculado  p-valor
Variagao quadratica liberdade meédios

Regressao 6,03 3 2,01 36,62 0,001
Residuos 0,18 3 0,06

Total 6,21 6

F tabelado = 9,28

A Tabela 11 apresenta os valores de % de grau de hidrolises obtidos de forma
experimental, comparando com os valores previstos (estimados) pelo modelo para o grau de
hidrélise, os desvios e os desvios relativos para cada ensaio do planejamento experimental.

Pode-se observar que os desvios foram baixos na regido estudada.
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Tabela 11 - Valores experimentais e valores estimados de grau de hidrdlise proteolitica de

tainha.
Ensaio Resposta experimental Resposta prevista Desvio Desvio relativo (%)
1 26,45 26,35 0,10 0,38
2 26,96 26,87 0,09 0,33
3 26,54 26,45 0,09 0,34
4 29,45 29,37 0,08 0,27
5 26,97 27,26 -0,29 -1,07
6 27,03 27,26 -0,23 -0,85
7 27,39 27,26 0,13 0,47

Na Figura 15 apresenta o diagrama de Pareto onde pode ser observado com
excecdo da interacdo tempo e temperatura (X;X3), todos os parametros do modelo foram
significativos a 5% de probabilidade, que indica que a interacdo entre a temperatura e o tempo
ndo influenciam no % de rendimento e que a temperatura influéncia mais que o tempo na

resposta % rendimento.

Figura 15 - Diagrama de Pareto para 0 Rendimento na hidrdlise proteolitica de tainha.

=005
Efeito estimado (Valor absohito)

Com os resultados obtidos também foi possivel determinar os coeficientes de

regressao para o Rendimento (%), e estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Coeficiente de regressdo para o0 Rendimento de hidrélise proteolitica de tainha.

Interacdes Coef. de regressdo Erro padrdo p — valor
Constante 78,97 0,45 0,0000
Temperatura 7,53 0,59 0,0002
Tempo 2,47 0,59 0,0139

R%= 98%
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O modelo matematico empirico codificado encontrado para 0 Rendimento (Z) esta
apresentado na Equacao 8.

Rendimento= 7,53 x Temperatura+ 2,47 x Tempo + 78,97 8)

Na Tabela 13, estdo apresentados os resultados da Andlise de Variancia
(ANOVA) para a resposta Rendimento. Como Fc para a regressado foi 4,83 vezes maior que o
F tabelado, demonstrando que a regressdo é altamente significativa a 95% de nivel de
confianca e apresenta um bom coeficiente de determinacdo (R?=0,98), deste modo,
justificando 98% a variacéo total da resposta. Segundo Rodrigues e Lemma (2012), para que a
regressdo ndo seja apenas estatisticamente significativa, mas também util para fins preditivos,
o valor de F calculado dever no minimo 4 vezes maior que o F tabelado. Desta forma, o

modelo estatistico determinado para a porcentagem de rendimento foi também preditivo.

Tabela 13. ANOVA para o Rendimento de hidrolise proteolitica de tainha.

Fonte de Soma Graus de Quadrados Fealculado p-valor
Variacao quadratica liberdade médios

Regressao 251,11 3 83,70 44,87 0,001
Residuos 5,59 3 1,87

Total 256,70 6

F tabulado=9,28

A Tabela 14 apresenta a comparacdo entre os valores experimentais de % de
Rendimento e os valores estimados pelo modelo para o % rendimento, pode ser verificado que
0s desvios e 0s desvios relativos para cada ensaio do planejamento experimental apresentaram

valores baixos na regido estudada.

Tabela 14 - Valores experimentais e valores estimados de % Rendimento de hidrolise
proteolitica de tainha

Ensaio Resposta experimental Resposta prevista Desvio Desvio relativo (%)
1 68,14 68,97 -0,83 -1,22
2 83,32 84,03 -0,71 -0,85
3 73,21 73,92 -0,71 -0,96
4 88,14 88,97 -0,83 -0,94
5 79,76 78,97 0,79 0,99
6 80,09 78,97 1,12 1,39
7 80,13 78,97 1,16 1,45
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Na Figura 16, esta apresentada a cinética da hidrolise enzimatica com Alcalase em trés
temperaturas diferentes, onde se observou, a alta taxa inicial de reag¢do, quando um grande
namero de ligacGes é quebrado, seguida pela diminuicdo da taxa até alcancar uma fase
estacionaria, em que aparentemente ndo ocorreu mais a reacao. Curvas de Grau de hidrolise
similares foram obtidas por LINDER; FANNI e PARMENTIER (2003); QIAN; ZHANG e
LIAO (2011).

Figura 16 - Cinética de hidrolise proteolitica com Alcalase de tainha a pH 8,0 a diferentes

temperaturas
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Apo6s 300 min de protedlise com Alcalase o grau de hidrolise alcancou os valores
entre 26,45 % e 29,45% e os ensaios 1,2,3,5, e 6 ndo apresentaram diferenca significativa
como é mostrado na Tabela 15.

Segundo os resultados apresentados na Tabela 15, pode se observar que o melhor
rendimento e o maior grau de hidrolise foi obtido no ensaio 4, mas a qualidade do 6leo foi
afetada negativamente pelo alto indice de peréxidos (20,760,09 meq.kg™) e alto % de &cido
oleico (3,29+0,08%), mas os 6leos nos ensaios 5,6 e 7 de 57,5°C e 210 min apresentaram
rendimento ao redor de 80% e indice de peroxidos por debaixo do recomendado pela
ANVISA(1999) que recomenda que os 6leos brutos devem ter um indice de perdxidos no
méximo de 20 meq.Kg™.

No ensaio 2, a temperatura de 60°C e tempo de 120 minutos, obteve —se um

rendimento de 83,32% e um indice de peréxido mais baixo (14,23+0,25 meq.kg™), dentro dos
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niveis recomendados pela ANVISA(1999). Os resultados obtidos neste ensaio foram tambem

interesantes, mas ainda o valor do indice de peroxidos esta um pouco elevado.

Tabela 15 - Caracterizacdo do 6leo obtido com os diferentes tratamentos de hidrdlise
proteolitica de tainha.

Ensaio Temp. Tempo  Grau hidrolise Rendimento indices
¢  (min)  (%)* (%)*
AGL (% acido  IP (meq peroxido

oleico) * Kg?) *
1 55 120 26,450,47° 68,14+0,13°  0,8420,03 3,37+0,13
2 60 120 26,96+0,12"°  83,32+0,25"  2,45+0,31 14,23+0,25
3 55 300 26,54+0,07° 73,21+0,19°  2,68+0,13 8,95+0,09
4 60 300 29,45+0,31° 88,14+0,11°  3,29+0,08 20,76+0,09
5 57,5 210 26,97+0,04°°  79,76+0,60°  1,35+0,86 4,99+0,21
6 57,5 210 27,03+0,07°°  80,09+0,13°  1,32+0,70 5,02+0,32
7 57,5 210 27,39+0,12° 80,13+0,30°  1,29+0,16 4,92+0,77

Letras com sobrescritos diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P< 0,05). AGL, 4cidos
graxos livres; IP, indice de peréxido; * valor médio * erro padrdo (em triplicata).

Observando os resultados obtidos na caracterizagdo dos 6leos produzidos e 0s
modelos matematicos desenvolvidos neste planejamento experimental (Equacdes 10 e 11) que
permitem obter os valores preditos, foram testados outros tratamentos e observou-se que com
a temperatura de 58°C e utilizando 120 min de tempo seriam obtidos um rendimento de
78,38% e um grau de hidrolise de 26,68%, com esses dados previstos foram realizados as
extracGes do 0Oleo coincidindo os resultados experimentais com os preditos, como pode ser

observado na Tabela 16.

Tabela 16 - Tratamento selecionado para hidrolise com Alcalase

Temp. Tempo Grau Grau Desvio Rendimento Rendimento Desvio

selecionado selecionado hidrolise hidrolise relativo predito experim. relativo
predito experim

58°C 120 min 26,68% 26,03% 0,57 78,38% 78,87% 0,62

Resultados muito parecidos foram obtidos por Gbogouri et al. (2006) que
trabalharam com salmdo e a enzima Alcalase a uma temperatura de 60°C e 120 min.
Finalmente o tratamento selecionado foi obtido a temperatura de 58°C e 120 min. utilizando a
enzima alcalase numa proporcédo de 1,5% (m/m) e uma proporcao de dissolugdo de tainha:

agua, de 1:2,5.
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5.3 REFINO DO OLEO BRUTO DE TAINHA

A Tabela 17 apresenta os resultados de caracterizacdo do dleo bruto obtido com a
hidrélise proteolitica e do 6leo refinado, os resultados obtidos nos indices avaliados
concordam com os limites permitidos dados por ANVISA (1999) e RIISPOA (1952).
Também, pode-se observar que os valores da % de &cido oleico (AGL) do éleo refinado
(0,68%) foram menores do que o 6leo bruto (1,25%), portanto, esses resultados mostram que
foram removidas impurezas durante o processo de neutralizagdo, além disso, na etapa de
branqueamento ocorre a remocéo dos residuos da borra de neutralizagdo. Resultados similares
foram obtidos no trabalho de Gbogouri et al. (2006) para d6leo de filés de salmao extraido com
enzimas proteoliticas; Crexi (2010) para Oleo de carpa extraido com o método
termomecanico.

Os valores de indice de peroxidos (IP) no éleo bruto apresentam também valores
maiores comparados com o obtido no 6leo refinado que concorda com o objetivo do refino de
6leos, que consiste na eliminacdo de compostos que afetam a qualidade do 6leo, como &cidos
graxos livres e produtos de oxidacdo lipidica, a fim de se obter um produto com

caracteristicas desejaveis para o consumo humano (CREXI, 2007).

Tabela 17 - Caracterizacdo de 6leo de tainha

Indices Oleo bruto Oleo refinado
AGL (% acido oleico) 1,25+0,03" 0,68+0,02°

IP (meq peroxido kg™) 3,46+0,13" 1,87+0,23"

IS (mg KOH g™) 185,67+7,87% 186,55+10,05°
Il (cg | g-1) 145,34+3,56° 146,54+5,23°

AGL (Acidos graxos libre), IP (indice de peroxidos), 1S(indice de saponificagdo), 11(indice de iodo)

O indice de saponificacdo (IS) e o indice de iodo (Il) estdo dentro dos valores
citados por Crexi et al. (2009) que afirmava que os 6leos provenientes de diferentes espécies
de pescado bruto e de dleos branqueados tem valores de Il entre 120-190de cg 1 g-1e de IS
entre 160-190 mg de KOH g™. Mas o indice de iodo reportado por Crexi (2010) para o 6leo
de carpa foi muito menor (115 cg | g-1) que o resultado obtido no 6leo de tainha inteira
extraido por hidrolise proteolitica 146 cg | g-1, resultados que indicam que o 6leo de tainha
tem um maior conteddo de acidos graxos poli-insaturados. Gbogouri et al. (2006) reportou

para 6leo de cabecas de salmédo 187 cg | g-1 e para filé de salmédo 131 cg | g-1.
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Resultados similares foram obtidos com o valor do indice de peréxido, encontrado
no 6leo refinado (1,87 meqg/kg) foi inferior ao 6leo bruto estudado (3,46 meqg/kg). O valor de
indice de perdxido obtido no dleo refinado concorda como os limites maximos permitidos de
5 meg/kg (CODEX, 2015).

As caracteristicas quimicas exibidas na Tabela 17 mostrou que o 6leo extraido do
pescado inteiro de tainha era de boa qualidade, como mostrado pelos % é&cidos graxos livres
(AGL) e indice de peroxido (IP) baixo. O 6leo extraido tinha um indice de iodo (lI) alto,

mostrando assim uma maior quantidade de acidos graxos poli-insaturados no dleo.
5.4 HIDROLISE LIPIDICA DO OLEO DE TAINHA.

Depois de realizar a hidrolise lipidica, os resultados de grau de hidrolise obtido
com a lipase de Candida antartica (LYP) podem ser observados na Figura 17, que

apresentou uma porcentagem de hidrolise de 29,66% com a LYP 0,75.

Figura 17 - Cinética de reacdo para hidrélise lipidica de lipase de Candida antartica (Lyp)
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LYP 0,25( lipase de Candida antartica em 0,25% m/m), LYP 0,5( lipase de Candida antartica em 0,50% m/m),
LYP 0,75( lipase de Candida antartica em 0,75% m/m

No caso da lipase de Candida rugosa, a cinética da reacédo e apresentada da Figura
17, onde pode-se observar que o maior grau de hidrolise foi apresentado pela concentragéo de
0,50% (AMA 0,50) o valor de 38,69% a 3,5 h, e diminuindo para 4,5 h a 38,43%. Na
hidrélise foram liberados acidos graxos livres, e por isso que 0 % de hidrolise é incrementado.

Valores semelhantes foram reportados por Okada e Morrisey (2007) os que trabalharam com
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hidrolise de dleo de sardinha com lipase de Candida rugosa; Padilha e Augusto-Ruiz (2009)
0s que trabalharam com hidrolise de 6leo de pescados marinhos com lipase pancreatica

porcina.

Figura 18 - Cinética de reacdo para hidrélise lipidica de lipase de Candida rugosa (AMA)
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AMA 0,25( lipase de Candida rugosa em 0,25% m/m), AMA 0,5( lipase de Candida rugosa em 0,50% m/m),
AMA 0,75( lipase de Candida rugosa em 0,75% m/m).

A Tabela 18 apresenta os resultados da hidrolise por lipases, observando que os
resultados de % de hidrélise apresentaram diferencas significativas, e o maior % hidrolise é
obtido com a lipase AMA proveniente de Candida rugosa, um tratamento leve com 3,5 horas
e utilizando 0.50% de lipase conseguiu-se um % de hidrolise de quase 40%, selecionando-se
este tratamento para continuar com a complexagdo com ureia.

Na tabela 18 pode ser observado que os valores de % de grau de hidrolise foram
mais altos quando ¢é utilizada a lipase proveniente de Candida rugosa, e com a concentracdo
de 0,5% foi obtido o melhor grau de hidrolise. Verifica-se que no tempo 2 horas a liberacao de
acidos graxos € incrementado significativamente e no tempo de 3,5 horas se alcanca o
maximo nivel no % do 6leo hidrolisado, depois de este tempo pode ser observado uma
diminuicdo de % de grau de hidrolise. Resultados similares foram encontrados por Kavehci e
Xu (2011), Padilha e Augusto- Ruiz (2010), Okada e Morrisey (2008).
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Tabela 18 - % de hidrolise lipidica em relagdo ao tempo apresentado pelas duas enzimas em
trés diferentes concentragdes (0,25; 0,50 e 0,75%)

Tempo AMAQ,25 AMA 0,50 AMA 0,75 LYP 0,25 LYP 0,50 LYP 0,75

Oh 0,42+0,01° 0,42+0,01° 0,42+0,01° 0,42+0,01° 0,42+0,01° 0,42+0,01°

1h 13,45+0,18°  21,23+0,64°  18,23+0,55°  11,34+0,82°  14,65+0,83" 18,65+0,25°
25h  28,35+0,64°  34,55+1,06°  31,23+0,66°  19,78+0,09"  21,76£0,97"  26,34+0,72°
35h  32,35#1,72°¢ 38,69+1,01°  34,54+1,07 22,12+0,11° 24,65+0,72° 29,66+0,82°

45h  32,45+0,35°  38,43+2,52° 34,65+2,06*°  22,13+0,33¢ 24,63+0,27¢ 29,65+1,21°

Letras com sobrescritos diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (P< 0,05). LYP 0,25
(lipase de Candida antartica em 0,25% m/m), LYP 0,5 (lipase de Candida antartica em 0,50% m/m), LYP 0,75(
lipase de Céandida antartica em 0,75% m/m). AMA 0,25( lipase de Candida rugosa em 0,25% m/m), AMA 0,5(
lipase de Candida rugosa em 0,50% m/m), AMA 0,75( lipase de Candida rugosa em 0,75% m/m), valor médio

+ erro padrdo (em triplicata).

5.5 COMPLEXACAO COM UREIA

Para obter o 6leo concentrado em &cidos graxos insaturados de tainha (CAGIT), o
6leo hidrolisado obtido nas condices definidas como as Gtimas na etapa anterior foram
submetido a complexacao com ureia. O dleo concentrado em &cidos graxos insaturados esta

constituido por a fragdo ndo complexada com ureia. A figura 19 apresenta os CAGIT obtidos.

Figura 19 — Concentrado de acidos graxos insaturados de tainha (CAGIT)

A Figura 20 mostra a comparagdo do contetdo inicial de &cidos graxos entre o
6leo refinado e o concentrado de acidos graxos insaturados de tainha (CAGIT), apés a
complexacdo com ureia. Verifica-se que uma comparacdo do 6leo refinado de tainha com o
6leo concentrado de acidos graxos insaturados (> AGI), onde se pode observar o conteudo de

acidos graxos insaturados no 6leo concentrado em acidos graxos insaturados foi incrementado
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num 21,5% de seu contetdo original no dleo refinado de tainha. Também foi verificado que a
somatoria dos é&cidos graxos saturados no Oleo concentrado em &cidos graxos insaturados
(>.AGS) diminuiu-o em 66,14% de seu contetudo original. Finalmente neste grafico pode-se
verificar o importante incremento do contetdo de acidos graxos poli-insaturados (> AGPI) em
123,99%. Resultados similares foram reportados por Gamez Meza et al. (2003); Crexi et al.
(2011) e Esquerdo et al. (2014).

Figura 20 - Incremento de contelido de Acidos graxos insaturados presentes no 6leo
concentrado de &cidos graxos insaturados de tainha (CAGIT)
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AGS: somatorio dos acidos graxos saturados, ) AGM: somatério dos acidos graxos monoinsaturados, Y AGPI:

somatério de acidos graxos poli-insaturados, Y AGI: somatorio de acidos graxos insaturados.

O perfil de &cidos graxos do Gleo refinado e o perfil de acidos graxos do 6leo
concentrado em &cidos graxos insaturados (CAGIT) foram apresentados na Tabela 19, onde
pode-se verificar que o conteldo de &cido graxo eicosapentaenoico foi incrementado de
10,37% no o6leo refinado a 20,73% no CAGIT e o acido graxo docosaexaenoico de 6,14% a
13,22% foram os &cidos graxos mais concentrados em relagdo ao contedo inicial no éleo
refinado sem tratamento com um incremento de 99,9% e 115,2% respectivamente, valores
similares foram reportados por Sun et al. (2002); Okada e Morrissey (2008) e Kahveci e Xu
(2011).
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Tabela 19 - Perfil de acidos graxos para o 6leo refinado de tainha e para o 6leo concentrado
em acidos graxos insaturados

Oleo concentrado em &cidos

Acidos graxos Oleo refinado (%) graxos insaturados (%)
C12 (Laurico) 0,13+0,00 -

C16 (Palmitico) 24,52+017° 6,51+0,52"
C17 (Margarico) 0,85+0,06 -

C18 (Esteéarico) 3,18+0,20° 2,78+0,40°
>AGS 28,68 9,71

C:16:1 (Palmitoleico) 8,44+0,24° 8,66+0,34°
C:17:1 (Heptadecenoico) 2,37+0,09 -

C18:1 n9 (Oleico) 34,44+0,32° 28,89+1,45"
C20:1n9 1,659+0,00° 1,36+0,29°
C22:1n9 3,04+0,00" 4,29+0,25°
> AGMI 49,94 38,74
C18:3 n3 (a linolénico) 0,58+0,100° 3,61+0,04°
C20:4 n6 2,079+0,03° 4,61+0,04°
C20:5 n3 (Eicosapentaenoico) 10,37+0,29" 20,73+0,51°
C22:4n6 0,39+0,09° 2,49+0,00%
C22:5n3 (Docosapentaenoico) 1,82+0,04" 3,23+0,21°
C22:6n3 (Docosaexaenoico) 6,14+0,17° 13,22+0,77°
> AGPI 21,38 47,89

Y AGI 71,32 86,63

> AGNI 0,00 3,661

> AGS: somatdrio dos acidos graxos saturados, Y AGMI: somatdrio dos acidos graxos monoinsaturados, > AGPI:
somatério de 4cidos graxos poli-insaturados, > AGI: somatorio de acidos graxos insaturados, Y AGNI: somatorio
de &cidos graxos ndo identificados. Letras com sobrescritos diferentes na mesma linha apresentam diferenca

significativa (P< 0,05).

Estes resultados confirmaram a melhora da qualidade do éleo concentrado em
acidos graxos insaturados (CAGIT), obtendo um produto com melhores caracteristicas
nutracedticas, com baixo conteldo de &cidos graxos saturados e conteldo de acidos graxos
poli-insaturados de 47,89% que pelo CODEX (2015) pode ser classificado como um 6leo

concentrado em acidos graxos poli-insaturados (PUFA).

5.6 OBTENCAO DE NANOCARREADORES LIPIDICOS CONTENDO
ASTAXANTINA

Em geral, um aspecto critico para se obter os nanocarreadores lipidicos de
ingredientes de alimentos bioativos é representado pela selecdo adequada dos lipidios
utilizados (LACATUSU et al.,2013).
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Para definir os componentes das nanoemulsdes e dos nanocarreadores lipidicos
nanoestruturados, primeiramente se avaliou visualmente estabilidade das formulagbes. A

Figura 21 demonstra uma formulacao estavel e outra com precitados de astaxantina.

Figura 21. A: Nanocarreadores instaveis. B: Nanocarreadores estaveis, depois de 1 semana de
producdo

Apos varios testes, foi escolhida a formulagdo mais adequada, utilizando como
surfactantes o Tween 20 (Polyoxietileno de monolaurato de sorbitano) e o Spam 80
(Monooleato sorbitano). Esses compostos possuem algumas vantagens como o baixo custo, o
facil acesso e sdo aditivos de uso permitido como surfactantes em alimentos segundo o
Regulamento de Vigilancia Sanitaria de Brasil (BRASIL, 2005) e a Norma geral para aditivos
alimentares CODEX (1995). O balance hidrofilico lipofilico (HLB) do Tween 20 é de 16,7;
apresentando uma caracteristica hidrofilica e de Spam 80 é de 4,3; apresentado uma
caracteristica lipofilica. Ambos os surfactantes utilizados apresentam as trés caracteristicas
para ser considerados como eficazes, em primeiro lugar, a adsor¢do para a superficie das
novas goticulas deve ser rapida; segundo, deve reduzir drasticamente a tensao interfacial e
terceira deve formar uma membrana que impede que as goticulas se agregarem (SILVA,;
CERQUEIRA,; VICENTE, 2015).

Na escolha do lipidio sélido os melhores resultados foram obtidos com a cera
carnalba e a trimiristina (Dynasan 114). A cera carnalba é empregada na fabricacdo de
cosméticos e no recobrimento de produtos alimenticios, devido ao baixo indice de acidez, o

reduzido percentual de impurezas e por tornar-se incolor durante o processo de fusdo. Além
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disso, a cera carnalba também é um aditivo de uso permitido em alimentos segundo o
Regulamento de Vigilancia Sanitaria de Brasil (BRASIL, 2005) e a Norma geral para
aditivos alimentares (CODEX, 2015), além de ser conhecida por apresentar atividade
antioxidante (LACATUSU et al., 2013).

Conhecendo a baixa solubilidade e estabilidade do caretondide astaxantina,
inicialmente foram desenvolvidas os nanocarreadores chamados de NEIASTx e CLN1ASTX,
utilizando apenas o 6leo concentrado em acidos graxos insaturados (CAGIT) como lipidio
liquido. Os resultados indicaram que a porcentagem de recuperacdo da astaxantina foi muito

baixa nestes sistemas (ver Tabela 20).

Tabela 20 - Carateristicas fisico-quimicas dos nanocarreadores lipidicos de concentrados de
acidos graxos insaturados de tainha e astaxantina

Amostra Tamanho (nm) indice de Potencial Zeta AST Conteldo %
polidispersdo C pug/mL Recuperacéo
NE1B 234,30+13,95 0,21+0,01 -49,60 + 2,00 - -

NE1AST 139,57+6,83 0,18+0,00  -45550+0,60 64,69 1,60 12,73+ 0,40
CLN1B 510,40+10,19 0,59+0,02  -32,50 + 3,80 - -

CLN1ASTX 329,30+31,90 0,33+0,02 -38,70+1,50 56,31+ 1,30 12,46+ 0,36

NE1B: nanoemulsdo branca, NELIAST: nanoemulsdo com AST, CLN1B: Carreador lipidico nanoestruturado
branco, CLN1AST: carreador lipidico nanoestruturado com astaxantina

Nesse contexto, buscaram-se outros lipidios que tivessem um maior potencial de
solubilizar a astaxantina. Tamjidi et al.(2014) demonstraram que o acido oleico foi o melhor
Oleo para solubilizar com astaxantina. Desta forma, novas formulagcdes foram propostas
(Tabela 21) utilizando uma mistura de Oleo concentrado em acidos graxos insaturados
(CAGIT) com é&cido oleico (NE2AST e CLN2AST), mas sempre mantendo o Oleo
concentrado em 4&cidos graxos insaturados (CAGIT) em maior quantidade possivel pelos
beneficios adicionais a saude. Na Figura 22 podem observar-se 0s nanocarreadores
desenvolvidos contendo astaxantina.
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Tabela 21 - Carateristicas fisico-quimicas dos nanocarreadores lipidicos de concentrados de
acidos graxos insaturados de tainha com inclusdo de acido oleico e astaxantina

indice de Potencial Zeta AST Conteudo %

Amostra  Tamanho (nm) polidispersio d ug/mL Recuperagéo

NE2B 172,10+6,12 0,30+0,06  -36,00 + 0,36 - -
NE2AST 155,83+7,50 0,22+0,02  -40,30+1,00 172,96+1,20 96,09+ 0,64

CLN2B 322,10+13,89  0,52+0,05  -35,10 + 2,60 - -
CLN2AST 273,70+11,23  0,42+0,02  -32,20+2,10 39,04+ 1,06 18,87+ 2,06

NE2B :nanoemulsdo branca, NE2AST: nanoemulsdo com astaxantina, = CLN2B: Carreador lipidico
nanoestruturado branco, CLN2AST: carreador lipidico nanoestruturado com astaxantina

Figura 22- Nanocarreadores lipidicos: Nanoemulsdes com astaxantina (A) e carreadores
lipidicos nanoestruturados com astaxantina (B).

5.6.1 Indice de peroxido.

Na Tabela 22 podem-se observar que os valores das NEAST e CLNAST no
tempo zero e apds de 30 dias ndo apresentaram diferenca significativa no indice de peroxidos,
estando os valores dentro dos limites de acordo com os parédmetros estipulados pela legislacéo
(ANVISA, 1999), sendo 0 méaximo valor permitido de 5 meq.Kg-1.

Com os resultados obtidos pode se afirmar que o desenvolvimento tanto das
nanoemulsGes como dos carreadores lipidicos nanoestruturados protegem os concentrados de
acidos graxos poli- insaturados de tainha e a astaxantina. A estrutura dos nanocarreadores
protege 0s compostos do oxigénio e evita que fatores que aceleram a oxidacdo como luz,

umidade os deteriorem e provoquem a formacéao dos perdxidos e hidro peroxidos.
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Em pesquisas similares Lacatusu et al. (2013), trabalhararam com o
desenvolvimento dos carreadores lipidicos nanoestruturados de dleo de pescado com luteina e
Esquerdo et al.(2015) trabalharam no encapsulamento de concentrados de acidos graxos
insaturados de carpa utilizando quitosana. Nestes trabalhos foram obtidos resultados similares
aos verificados nesse trabalho, demonstrando a capacidade protetora dos nanocarreadores
contra a oxidagéo dos acidos graxos poli-insaturados de pescado.

Tabela 22- indice de Peroxido (meq.Kg-1) das Nanocarreadores de Astaxantina

Tipo nanocarreador Tempo zero 30 dias”

NE1B 2,37+0,047° 2,45+0,13%
NE2B 2,19+0,015° 2,26+0,19°
NE1AST 2,48+0,07% 2,53+0,08%
NE2AST 2,13+0,03% 2,18+0,28°
CLN1B 2,89+0,12° 2,96+0,08%
CLN2B 2,31+0,18° 2,39+0,34°
CLN1AST 3,01+0,06° 3,14+0,02°
CLN2AST 2,78+0,13% 2,89+0,12°

NE1B e NE2B :nanoemulsdes brancas, NEIAST e NE2AST: nanoemulsées com AST, CLN1B e CLN2B:
Carreadores lipidicos nanoestruturados brancos, CLN1AST e CLN2AST: carreadores lipidicos nanoestruturados

com astaxantina. *media £ erro padrdo (n=3). Letras com sobrescritos diferentes na mesma linha apresentam

diferenca significativa (P< 0,05).

5.6.2 Diametro médio e do indice de polidispersao (PDI) dos nanocarreadores lipidicos

As medidas do diametro médio e o indice de polidispersdo das diferentes
formulagdes testadas estdo apresentados na Tabela 20 e Tabela 21. A Tabela 20 demonstra
que os resultados das nanoemulsdes (NE1B e NE1AST) apresentaram menores diametros
médios e valores de indice de polidispersdo do que os carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN1B e CLN1AST). As formulagdes contendo astaxantina apresentaram tamanhos e
indices de polidispersdo mais baixos que os brancos, indicando que a inclusdo da astaxantina
mantém o sistema mais estruturado. O tamanho dos nanocarreadores esta dentro dos valores
esperados, sendo estes menores que 500 nm e os indices de polidispersdao menores que 0,3; 0
que indica os sistemas desenvolvidos podem ser considerados monodispersos, favorecendo
sua estabilidade.

A Tabela 21 apresenta os resultados dos nanocarreadores apds a incluséo do acido
oleico nas formulagdes. As nanoemulsdes NE2AST e NE2B apresentaram tamanhos menores
de 200 nm, e os carreadores lipidicos nanoestruturados CLN2B e CLN2AST valores
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inferiores a 350 nm. A incluséo de acido oleico ndo influenciou no indice de polidispersdo
como tampouco no tamanho dos nanocarreadores com astaxantina mas sim nos carreadores
brancos, obtendo-se valores inferiores aos carreadores s6 com CAGIT. Ja nos carreadores
lipidicos nanoestruturados a inclusdo do &cido oleico influenciou positivamente obtendo-se
nesta formulacdo tamanhos inferiores que nas formulas sem acido oleico e valores de PDI

também inferiores.

O tamanho e PDI mais elevados para carreadores lipidicos nanoestruturados
quando comparados a nanoemulsdes € bem descrito na literatura (FANGUEIRO, 2012;
LACATUSU et al., 2014). De fato, a técnica de espalhamento de luz dindmico correlaciona 0s
dados detectados pelo equipamento com o raio de uma esfera e nem sempre os lipideos
solidos recristalizam formando particulas em formato esférico. Podem ser observados outros
formatos em que o raio € maior em largura do que altura, como no caso de um retangulo. Este
fato pode indicar um diametro mais elevado para os CLN quando analisado pela técnica de
espalhamento de luz dindmico, utilizando apenas um angulo de analise. Segundo Dora (2010)
técnicas de analise morfoldgica, por microscopia eletrénica de transmissdo, sdo necessarias

para correlacionar esses dados.

5.6.3 Potencial zeta dos nanocarreadores lipidicos contendo astaxantina

A carga da superficie das particulas é quantificada como potencial zeta ({) que
remete para a mobilidade eletroforética das particulas em um campo eléctrico (CHAUDHARI
et al.,, 2012; LI et al., 2012; LACATUSU et al, 2014). Os nanocarreadores sdo sistemas
termodinamicamente instaveis (LACATUSU et al, 2014). A estabilidade dos nanocarreadores
depende da forca de interacdo entre as gotas, que é determinada pela carga sobre as suas
superficies. Quando esta taxa é suficientemente grande, geralmente considerado como sendo
superior a = 30 mV, de goticulas sdo impedidas de se agregarem devido a repulsdo
eletrostatica entre estes (SHEN e QUEK, 2014).

Na Tabela 20 e na Tabela 21 podem-se observar os valores de potencial zeta das
formulagdes estudadas, onde todos os valores obtidos estdo entre -32,20 mV a -49,60 mV.
Estes valores negativos podem ser relacionados as grupos carboxilicos (COO-) dos acidos
graxos livres do CAGIT. Desta forma, as formula¢6es desenvolvidas com ou sem astaxantina

foram considerados eletrostaticamente estaveis quanto aos valores de potencial zeta.
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5.6.4 Eficiéncia de encapsulacdo de astaxantina em nanocarreadores lipidicos

Os métodos de espectroscopia UV/Vis foram validados quanto aos parametros de
especificidade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo. A
especificidade do método foi analisada utilizando-se NEs brancas contendo as maiores
quantidades de excipientes. As leituras realizadas no espectrofotometro UV/Vis ((Perkin
Lambda 35, USA) demonstraram que o método é especifico e que ndo houve interferéncia dos
excipientes na quantificacdo da AST.

A Tabela 23 demonstra os resultados obtidos ap6s anélise de regressao linear dos
dados das curvas de calibracdo. A Figura 23 apresenta a curva de calibracdo da AST que foi
linear nas faixas de concentracéo testadas. Foi usada uma curva com medidas de absorbancia
ate a 3,00 uma vez que o equipamento tem uma amplificacdo de sinal que permite ler até 5,00
de absorbancia com seguranca (PERKIN ELMER INSTRUMENTS, 2000). Além disso, a
curva apresentou um R*de 0,994 demonstrando a sua linearidade.

Os limites de deteccdo e quantificacdo calculados para andlise de
espectrofotometria UV/Vis ) foram 0,928 ug mL™ e 0,306 pg mL™ , respectivamente. Esses
dados foram confirmados experimentalmente indicando que o método foi suficientemente

sensivel para ser usado para determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacao de astaxantina.

Tabela 23 - Resultados obtidos ap6s analise de regressao linear dos dados da curva de
calibracdo para analise de espectrofotometria UV/Vis de Astaxantina

Fatores Espectrofotometria UV/Vis
Concentracdo analisada 2,5a15

Equacéo da reta y = 0,24x+0,1923

R 0,993933

5.6.5 Teor e da recuperacao de astaxantina

Na Tabela 20 pode-se observar os resultados de contetdo de astaxantina nas
diferentes formulacGes. Pode ser observado uma taxa de recuperacdo de astaxantina muito
baixa para a NELAST (em torno de 12%). Além disso, visualmente foi observado
desestabilizacdo do carreador lipidico nanoestruturado. Assim, novas formulagBes foram

testadas, utilizando além do CAGIT, o é&cido oleico, uma vez que este Gleo tem alta
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capacidade de solubilizar a astaxantina. Os resultados do teor de astaxantina destas
formulagdes estdo apresentados na Tabela 21 e indicaram que a recuperacdo de AST nas NEs
passou para 96%, tendo um teor de aproximadamente 172ug/mL. No caso dos CLN o teor de

astaxantina foi de 39,04pg/mL, e a recuperagdo de 18%.

Figura 23 - Curva de calibracdo da astaxantina obtida por espectrofotometria UV/Vis,
utilizando-se o comprimento de onda de 476 nm
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5.6.6 Calorimetria Diferencial de Varredura

A calorimetria exploratoria foi empregada neste estudo para fornecer informacéo
sobre o comportamento da estrutura cristalina do CLN brancos e contendo astaxantina.

A figura 24 apresenta os DSC das amostras cera carnauba e de proporcdes de
mistura fisica de cera carnatuba: CAGIT (70:30, 80:20 e 90:10 respectivamente) . A forma das
curvas de DSC revela a existéncia de trés efeitos endotérmicos: Um pico localizado a cerca de
58°C a 59°C (especificos para &cidos graxos insaturados e também para spam 80), um ombro
a 50°C a 51°C devido aos &cidos graxos saturados presente na composi¢do do éleo de tainha e
um pico de 74° C caracteristico para o componente lipidico da cera de carnalba. Também
pode se observar um resultado importante pela comparacdo do efeito da composicdo de
CAGIT sobre o padrédo de cristalizacdo de CLN. Esta figura exemplifica a diminuicdo dos
principais pontos de fusdo e picos endotérmicos detectados ap6s 0 aumento da quantidade de
CAGIT. Os picos endotérmicos de 10%, 20% e 30% de CAGIT foram de 61,09°C, 59,66°C,
58,48°C, respectivamente. Como 0 pico endotérmico da cera carnauba é 63°C, pode-se

constatar que a cera carnauba € influenciada pela inclusdo de CAGIT. Na propor¢do de 30%
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foi observado a maior diminuicdo do ponto de fuséo e por isso esta propor¢do de mistura da
cera carnalba:CAGIT foi escolhida.

Outra observacéo sobre os picos individuais endotérmicos das trés misturas fisicas
Cera carnatba: CAGIT sdo que apresentam um menor ponto de fusdo, menor largura e a
altura mais baixa em comparagdo com a cera carnalba, indicando menor cristalinidade e
indicando a presencia de defeitos de rede, e sugerindo que o CAGIT pode estar
molecularmente disperso na matriz da cera. Também observa-se que o0 pico que apresenta
maior diferenca com a cera carnauba € o pico de propor¢do de cera carnaiba: CAGIT
(70:30). A presenca de defeitos na rede cristalina da cera carnatba pode permitir uma maior
capacidade de encapsulamento de astaxantina.

Figura 24 - Calorimetria diferencial de varredura dos carreadores lipidicos contendo 6leo
concentrado com éacidos graxos insaturados de tainha (CAGIT).
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A Figura 25 apresenta a comparagdo dos DSC dos CLN com ou sem astaxantina e
da cera carnatba. As formulacdes dos CLN mostraram picos individuais endotérmicos com
menor ponto de fusdo, menor largura e a altura mais baixa em comparacdo com a cera
carnadba, indicando menor cristalinidade e indicando a presenca de defeitos de rede, e

sugerindo que o 6leo é molecularmente disperso na matriz da cera. Este fendmeno pode ser
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atribuido a interferéncia do CAGIT, o &cido oleico, os surfactantes e a astaxantina na
cristalizacdo da cera carnatba. Além disso, o deslocamento dos picos de fusdo foi de 76,72°C
ponto de fusdo de cera carnalba a 72,80°C ponto de fusdo de carreador lipidico
nanoestruturado com astaxantina e com inclusdo de acido oleico (CLN2AST). A amostra
CLN2AST apresentou uma maior capacidade de encapsulamento de astaxantina, que a
amostra CLN1AST, atribuido a um maior deslocamento e a uma maior diferenga na forma
dos picos comparados com a cera carnauba, que sugere defeitos na rede cristalina lipidica e,
como resultado, tamanhos de particula serdo menores. A perturbacdo da rede de lipidios apds
encapsulamento de astaxantina é evidente (Figura 25). Este aspecto indica que uma rede
cristalina menos ordenada de todas CLN1AST e CLN2AST em comparacd0o com a cera
carnauba.

Resultados similares foram também relatadas por Tamjidi et al.(2014), que
trabalharam com um carreador lipidico nanoestruturado com astaxantina, utilizando &cido
oleico e behenato de glicerol como lipidios liquido e solido, respectivamente, e Tween 80 e
lecitina como surfactantes, mas os resultados com a melhor formulacdo obtidas por esses
autores obtiveram um deslocamento no ponto de fusdo do lipidio s6lido behenato de glicerol e
as amostras de CLN (de 74,5 a 71,8°C) muito menor ao observado em esta pesquisa (de
76,72 a 72,80).

Figura 25 - Calorimetria diferencial de varredura dos carreadores lipidicos com e sem
astaxantina.
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Lacatusu et al.(2013), trabalharam no desenvolvimento de carreadores lipidicos
nanoestruturados com luteina utilizando a cera carnadba como lipidios solidos e Oleo de
pescado com alto contetdo de 6mega 3 como lipidio liquido, e Tween 80, lecitina de soja e
glicerol monoestereato como surfactantes. Estes autores obtiveram com a melhor formulagéo
um deslocamento no ponto de fuséo do lipidio sélido cera carnalba e as amostras de CLN (de

78 a 77°C) muito menor ao observado em esta pesquisa (de 76,72 a 72,80).

5.6.7 Estabilidade dos nanocarreadores lipidicos

Os nanocarreadores lipidicos foram armazenados a temperatura de 4°C durante 60
dias, para avaliar sua estabilidade. A tabela 24 apresenta os resultados das nanoemulsées com
astaxantina no tempo O e apds 60 dias. Foi observado que as nanoemulsbes foram estaveis
quanto ao tamanho e ao PDI. O potencial zeta com valores inferiores a -30mV indicam
também estabilidade das nanoemulsdes o que pode ser confirmado nas fotografias das
mesmas na Figura 26.

Tabela 24- Estabilidade da Nanoemulsdes com astaxantina

Amostra 'I;grinag)o Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta {
NE2AST 0 155,83+7,50 0,22+0,02 -40,30 £ 1,00
NE2AST 60 162,90+0,70 0,25+0,02 -44,30 £ 0,90

NE2AST: nanoemulsées com AST e &cido oleico

Figura 26 - Nanoemuls&o com astaxantina em tempo zero (A). Nanoemulsdo com
astaxantina em tempo 60 dias (B)
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A tabela 25 apresenta os resultados dos carreadores lipidicos nanoestruturados
com astaxantina no tempo zero e depois de 60 dias. Foi observado que a CLN2AST foi
estavel tanto em tamanho como no indice de polidispersdo (PDI) e no potencial zeta,
mantendo valores inferiores a -30mV ap6s 60 dias, o que indica a estabilidade dos

nanocarreadores lipidicos nanoestruturados.

Tabela 25 - Estabilidade dos Carreadores lipidicos nanoestruturados com astaxantina

Tempo
Amostra _ Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta
(dias)
CLN2AST 0 273,70+11,23 0,42+0,02 -32,20 + 2,10
CLN2AST 60 314,06+23,91 0,43+0,06 -31,30 + 3,50

CLN2AST: carreador lipidico nanoestruturado com astaxantina e acido oleico

Na Figura 27 podem ser observados os carreadores lipidicos nanoestruturados nos
tempos zero e apds de 60 dias. Pode-se observar que as formulagcdes permaneceram estaveis

ao longo do tempo e ndo apresentaram separagdo de fases ou precipitagdo da astaxantina.

Figura 27 — A: Carreador lipidico nanoestruturado com astaxantina no tempo zero.

B: Carreador lipidico nanoestruturado com astaxantina no tempo 60 dias

Pelo exposto anteriormente desenvolveram-se 0s seguintes tipos de

nanocarreadores lipidicos:
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- Nanoemulsfes sem astaxantina que foram as nanoemulsdes brancas (NEB). Nanoemuls6es
contendo astaxantina (NEAST). Nas primeiras formulagdes (NE1B e NE1AST) foi utilizado
apenas 0 6leo concentrado em acidos graxos insaturados (CAGIT) e nas segundas amostras
(NE2B e NE2AST) foram utilizados acido oleico e CAGIT.

Carreadores lipidicos nanoestruturados sem astaxantina (CLNB) foram os brancos
e os carreadores lipidicos nanoestruturados contendo astaxantina (CLNAST). Nas
formulacdes CLN1B e CLN1AST foram feitos com o dleo concentrado em acidos graxos
insaturados (CAGIT) e a cera carnaiba. As amostras CLN2B e CLN2AST foram feitos com

a inclusdo de 4cido oleico na férmula.

Os nanocarreadores lipidicos desenvolvidos neste trabalho, pela técnica de
homogeneizacdo a alta pressdo, apresentam um potencial para melhorar a solubilidade da
astaxantina, mantendo a estabilidade e protegendo contra a oxida¢do do composto bioativo e
dos excipientes utilizados (CAGIT). Carreadores lipidicos nanoestruturados produzidos com
6leo de pescado foram desenvolvidos para liberacdo da luteina por Lacatusu et al. (2013).
Como componentes da formulacdo foram utilizados 6leo de pescado enriquecido com dmega
3, cera carnauba e estearato de glicerol. Diferentes propor¢des de luteina e 0leo de pescado
foram variados neste trabalho, sendo que os melhores nanocarreadores produzidos utilizaram
0,08% de luteina e 30% de Oleo de pescado. Estes nanocarreadores apresentaram diametro
médio de aproximadamente 150 nm e indice de polidispersdo de 0,2. A porcentagem de
luteina encapsulada depende da quantidade adicionada e neste caso, apds adicionar 0,08% de
luteina foi possivel encapsular 88% de luteina.

Tamjidi et al. (2014) também desenvolveram carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo com astaxantina. Como componentes da formulagdo eles
utilizaram acido oleico (lipidio liquido), behenato de glicerol (lipidio s6lido), lecitina e Tween
80 (surfactantes) e produziram o0s nanocarreadores pela técnica de fusdo-emulsificacdo
sequida de ponta de ultrassom. Neste estudo foi realizado um delineamento fatorial, utilizando
como variaveis independentes a concentracdo de fase lipidica e a concentracdo de acido oleico
e como variaveis dependentes o tamanho, PDI, potencial zeta e degradacdo de astaxantina
apos 25 dias de armazenamento. A maior estabilidade da astaxantina (degradacdo de
aproximadamente 20%) foi verificada nas formulacdes que continham 1,8% de fase lipidica e
de 22,4% de acido oleico. No entanto, os autores néo realizaram experimentos para avaliar a
quantidade de astaxantina encapsulada e a técnica utilizada por eles utiliza solvente orgéanico

(diclorometano) e ndo é escalonavel.
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Kim et al. (2011) desenvolveram nanoemulsdes contendo astaxantina. Como
componentes da formulacdo eles utilizaram petrolatum, ceramida e colesterol (lipidio
liquido), glicerol ester e Tween 60 (surfactantes) e produziram as nanoemulsdes pela técnica
de homogeneizacdo de alta pressdo. Neste estudo foi realizado um delineamento fatorial,
utilizando como varidveis independentes a concentracdo de surfactante, tipo de surfactantes,
nimero de ciclos no homogeneizador, concentracdo de astaxantina e como varidveis
dependentes o tamanho, potencial zeta e degradacdo de astaxantina apés 1 més de
armazenamento. A maior estabilidade da astaxantina (degradacdo de aproximadamente 14%)
foi verificada nas formulagdes que continham 193,4 pg/mL de astaxantina (m/v). No entanto,

0s autores utilizaram a técnica que utiliza solvente organico (etanol) e ndo ¢ escalonavel.

Os nanocarreadores lipidicos, pelos seus componentes, podem apresentar baixo
risco de toxicidade e se produzidos por homogeneizacao a alta pressao, podem ser produzidos
em escala industrial com um preco baixo e sem utilizacdo de solventes organicos (DIMA, S;
DIMA, C. e IORDA, G.; 2015). Nesta pesquisa encapsulamos 0,02% de astaxantina, nos
carreadores lipidicos nanoestruturados, com uma recuperacao de ~18,87% e no caso das
nanoemulsGes obtidas foi encapsulado 0,02% de astaxantina mas com uma recuperacao de
~96,09%, sem utilizagdo de solventes para melhorar a solubilidade da astaxantina.

Segundo os resultados obtidos neste trabalho as nanoemulsdes desenvolvidas
(NE1AST e NE2AST) contem mais CAGIT e mais astaxantina. No entanto, elas sdo liquidas
e liberam mais rapidamente a astaxantina, mas podem ser aplicadas em produtos carneos,
produtos de panificacdo, bebidas, margarinas manteiga e molhos para saladas (DIMA, S;
DIMA, C. e IORDA, G., 2015). Aproveitando suas caracteristicas também podem ser
aplicados em bebidas para pessoas com necessidades especiais e sdo de absor¢do rapida
(BLANCO-PADILLA et al.,2014).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN2AST) tem menos astaxantina,
mas como sdo utilizados lipidios sélidos, eles podem ser liofilizados e liberam mais
lentamente a astaxantina. Assim apresentam uma maior facilidade de manuseio, uma maior
retencdo dos ingredientes volateis (PRADHAN et al, 2015) e também oferecem uma liberagédo
controlada dos nutrientes retidos (ZHU et al, 2015). Os CLN por sua possibilidade de
liofilizagdo podem ser aplicados em uma maior variedade de alimentos, incluindo bebidas
funcionais, fortificacdo de leite em pd, produtos de panifica¢do, produtos de carne (ZHU et
al.,2015; PRADHAN et al, 2015; LACATUSU et al., 2013; SEKHON, 2010).
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Finalmente os carreadores livres de astaxantina (NE1B e CLN1B) apresentam na
sua formulacdo a maior quantidade encapsulada de CAGIT, sendo uma alternativa para
encapsular &cidos graxos insaturados da tainha constituindo uma alternativa importante para
aplicacdo em diversos alimentos, porque foi demonstrado que os &cidos graxos insaturados
componentes do CAGIT se mantiveram estaveis durante 30 dias e nao apresentaram
incremento significativo no indice de peroxidos (ver Tabela 22 ).
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6 CONCLUSOES

A obtencdo de 6leo bruto de tainha separado por processo enzimético utilizando a
enzima Alcalase apresentou um rendimento de 78,87%, em relacdo ao éleo presente na tainha
inteira, as condigdes de extragcdo foram a 58°C a 120 min utilizando 1,5% da enzima Alcalase
e com um grau de hidrolise de 26,03%. O processo enzimatico utilizado auxiliou com sucesso
na separacdo do 6leo da matriz proteica.

Para obter os concentrados de &cidos graxos insaturados de tainha (CAGIT), o
6leo hidrolisado com a lipase de Candida rugosa ao 0,5% (m/m) foi sometido a complexacgéo

da ureia, conseguindo-se uma concentracdo de 86,63% de &cidos graxos insaturados.

No concentrado de acidos graxos insaturados de tainha, o acido eicosapentaenoico
(EPA) foi concentrado de 10,37% ate 20,73% e o acido docosaexaenoico (DHA) foi
concentrado de 6,14% ate 13,22%.

Foram desenvolvidos dois tipos de nanocarreadores lipidicos, uma nanoemulséao e
um carreador lipidico nanoestruturado. A nanoemulsdo (NE) otimizada contendo Oleo
concentrados em acidos graxos insaturados e acido oleico, apresentou um sistema de 150 nm
e teor de 172,96ug/mL de astaxantina, podendo ser utilizada em aplicacdes liquidas. O
carreador lipidico nanoestruturado (CLN) otimizado contendo a mistura de cera de carnalba,
6leo concentrado em 4cidos graxos insaturados e &cido oleico, apresentou um sistema de 270
nm e teor de astaxantina de 39,04 ug/mL, sendo interessantes para aplicagdo em produtos

solidos uma vez que sendo liofilizados liberariam o contetdo encapsulado mais lentamente.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS:

Consolidar o estudo da hidrélise lipidica e utilizar destilacdo molecular para fazer

a concentracdo dos acidos graxos insaturados.

Estudar a aplicacdo das nanoemulsdes e carreadores lipidicos nanoestruturados

assim desenvolvidos, em alimentos de interesse.

Estudar a estabilidade das nanoemulsGes e carreadores lipidicos nanoestruturados

e avaliar a capacidade antioxidante dos nanocarreadores.
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APENDICE

Tabela A-1 - Perfil de acidos graxos de 6leo refinado de tainha e 6éleo hidrolisado com lipases a diferentes concentracdes.

%ACIDOS GRAXOS  peciiano  o7a% oS 0256 075% 0506 025%
C12 (L4urico) 0,132+0,000°% 0,329+0,003° 0,430+0,039"¢ 0,066+0,000° 0,552+0,017°  0,331#0,132°  0,493+0,00"°
C16 (Palmitico) 24,523+017° 23,547+0,289" 24,416+0,049" 24,377+0,175"  23,744%0,344*  22,141+0,027°  21.944+0,571°
C17 (Margérico) 0,846+0,061° 0,675+0,165" 0,866+0,005" 0,817+0,027° 0,886+0,014*  0,631x0,137°  0,672+0,164°
C18 (Esteérico) 3,182+0,196° 0,105+0,022" 0,164+0,081° 0,111+0,010° 0,148+0,024°  0,166+0,012°  0,141+0,044°
Y AGS 28,683 25,371 25,876 24,656 22,250 21,935 22,369
C:16:1 (Palmitoleico) 8,435+0,243" 8,397+0,422° 8,631+0,068" 8,103+0,508" 8,490+0,059°  8,145+0,605°  8,658+0,336°
C:17:1 (Heptadecenoico) 2,374+0,089" 2,390+0,050" 2,474+0,016" 2,390+0,055" 2,642+0,038*°  2,297+0,107°  2,488+0,043"
C18:1 n9 (Oleico) 34,441+0,319°  34,442+0,132° 33,311+0,103° 34,521+0,213°  32,454%0,033"  35,207+0,101°  33,275%0,525%°
C20:1n9 1,649+0,004° 1,148+0,062° 1,092+0,002° 1,079+0,014° 1,126+0,019°  1,076+0,051°  1,109+0,019"
C22:1n9 3,041%0,003" 3,2190,060° 3,112+0,009" 3,237+0,049" 3,142+0,060°  2,986%0,015°  2,554+0,018"
S AGMI 49,940 49,330 48,620 49,612 48,114 49,310 47,855
C18:3n3 (o linolénico) 0,5810,100° 1,762+0,082" 1,626+0,060"° 1,743+0,109" 1,655+0,049"  1,560£0,049°¢  1,481+0,081°
C20:4 n6 2,069+0,030*° 2,206+0,113° 2,00420,029" 2,089£0,061*°  2,010£0,009°  2,172+0,039*"  2,081+0,034*"
C20:5n3 (Eicosapentaenoico)  10,367+0,299°% 12,847+0,167° 12,89+0,150° 12,326+0,0110"  15,523+0,009° 15'098f0'188b' 14,524+0,116°
C22:4n6 0,399+0,099" 0,5430,113" 0,53620,048" 0,281+0,098" 0,780£0,208°  0513+0,322°  2,041%0,291°
C22:5n3 (Docosapentaenoico) 1,817+0,042° 1,886+0,033" 1,822+0,026° 1,830+0,188" 1,946+0,009°  1,806+0,035°  1,848+0,069*
C22:6n3 (Docosaexaenoico) 6,142+0,173" 7,043£0,081%¢ 6,656+0,026"° 6,856+0,382" 7,043£0,81%°  7,625+0,224*°  7,722+0,173°
Y AGPI 21,377 25,312 25,536 26,101 29,699 28,774 30,008
YAGI 71,317 74,643 74,156 75,713 77,813 78,084 77,862
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Tabela A-2 - FormulagGes de nanocarreadores lipidicos contendo concentrado de acidos
graxos insaturados de tainha com o0 sem astaxantina testadas com diferentes tipos e
concentracdes de surfactantese lipideos.

Formulagdes

testadas NE1 NE2 NE3 NE4 CLN1 CLN2 CLN3
CAGIT 800mg 400mg 350mg 350 mg 105mg 105 mg 240 mg
Acido oléico - 400mg 350mg 350 mg 105mg 105 mg -
Cera carnauba - - - - - - 560mg
Dynasan - - - - 490 mg 490 mg -
Lecitina 200 mg 200 mg 300 mg - 300 mg - 200 mg
Tween 20 - - - 300 mg - 300 mg -
Tween 80 - - - - - - 250 mg
Tocoferol 50mg 50mg 50mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg
Astaxantina 3 mg 3 mg 3mg 3mg 3 mg 3mg 3 mg
Solutol 0,5% 400 mg 400mg 300 mg - 300 mg - -
Span 80 - - - 300 mg - 300 mg -
Fase aquosa 10mL 10mL 10mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Formou Formou
~ nanoerr]ulséo carreador
Observacoes Separou  Separou  Separou porém Separou Separou precipitou
precipitou astaxantina

Astaxantina

NE1, NE2, NE3,N4: nanoemulsdes com diferentes formulagées, CLN1, CLN2, CLN3: carreadores lipidicos
nanoestruturados com diferentes formulagfes; CAGIT: concentrado de &cidos graxos de tainha



