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RESUMO

A cada tonelada de raizes processadas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz) a producdo de fécula, aproximadamente igual massa (em base
umida) de residuos s6lidos, o bagaco de mandioca (BM), ¢ gerada. Esse
subproduto ¢ um problema as fecularias pela falta de valor comercial e,
além disso, se descartado de forma inadequada, pode gerar impactos
ambientais. Nesse contexto, este trabalho objetivou caracterizar
quimicamente as fracdes pécticas e hemicelulosicas do BM e, num
segundo momento, desenvolver nanoparticulas mucoadesivas revestidas
com pectina (PC) extraidas do BM, contendo B-caroteno (BC) para a
administragdo gastrointestinal, visando potencializar a biodisponibilidade
desse nutracéutico lipofilico. O processo de extracdo das amostras de BM
oriundas das safras de 2014/2015 e 2015/2016 apresentou rendimentos
das fra¢Ges péctica (2,42 e 3,14%, respectivamente) ¢ hemiceluldsica
(2,04 e 3,34%, respectivamente - hemicelulose A - KOH 1 M)
semelhantes, sendo tais fracdes majoritarias nas safras analisadas.
Anélises cromatografica (GC) e espectroscopicas (FTIR e 'H e '*C-RMN)
revelaram que o dominio RG-I da pectina consiste em uma cadeia
principal de repeticdes de dissacarideos a-(1—2)-L-ramnose-o-(1—4)-
acido D-galacturdnico (AGal) apresentando também cadeias laterais de
D-manose ¢ D-galactose. Nas fragdoes hemicelulose A ¢ B (KOH 1 M)
foram detectados o 4cido D-galacturénico e D-manose como os
constituintes majoritarios de suas estruturas quimicas, enquanto nas
fragdes hemicelulésicas A ¢ B (KOH 4 M), para além desses
constituintes, as analises também reveleram altas concentracdes de D-
galactose. Adicionalmente, as fragdes de pectina e hemicelulose das
safras em estudo (2014/2015 e 2015/2016) e apresentaram perfis
monossacaridicos qualitativamente semelhantes, porém distintos
quantitativamente. Assim, ndo foi possivel confirmar um padrio de
estrutura quimica para as fragdes desses biopolimeros. Na segunda etapa
do trabalho, nanoemulsdes foram preparadas pelo método de
emulsificacdo espontanea, utilizando diferentes tipos e concentragdes de
oleo (triglicerideo de cadeia média (TCM) e dleo de milho) e surfactante
(Tween 20 e 80), visando otimizar as condigdes de preparo. A partir da
escolha das melhores condi¢des de preparo e da melhor concentragdo de
PC testada foram desenvolvidas duas nanoformulag¢des distintas. Assim,
as nanoparticulas (NP) desenvolvidas foram caracterizadas quanto ao seu
tamanho, potencial zeta, indice de polidispersao (IPD), pH, morfologia e
estabilidade fisica. O teor total e a eficiéncia de encapsulagdo (EE) do BC
foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e a



atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH (2,2-difenil-2-
picrilhidrazil). O ensaio de mucoadesdo foi realizado utilizando mucina
da glandula submaxilar bovina e a citotoxicidade determinada em células
Caco-2 pelo método da sulforrodamina B. As NP de PC contendo BC
caracterizaram-se pelo formato esférico e distribui¢do monodispersa de
particulas, com tamanhos médios de 21,3 nm (IPD 0,29) para BC PC T80-
NP (nanoparticula com Tween 80) e 261,4 nm (IPD 0,1) para BC PC T20-
NP (nanoparticula com Tween 20). O BC foi nanoencapsulado com
sucesso, detectando-se teores de 530 e 324 ng/ml para BC PC T80-NP e
BC PC T20-NP, respectivamente, com EE elevada (> 95%) e, aumento
da sua capacidade antioxidante in vitro com ECsode 0,080 e 0,074 mg/ml,
respectivamente. BC PC T80-NP ndo evidenciou toxicidez em células
Caco-2 ¢ BC PC T20-NP apresentou apenas nas concentragdes mais
elevadas. Uma forte interagdo entre a mucina e as NP revestidas com PC
foi detectada em BC PC T20-NP, a qual se mostrou estavel durante 90
dias de armazenamento a -4 °C. Os resultados sugerem que BC PC T20-
NP é um produto interessante ao incremento da biodisponibilidade e
permeacdo de nutracéuticos lipofilicos para administragdo em superficies
mucosas.

Palavras-chaves: Bagaco de mandioca, Manihot esculenta Crantz,
pectina, hemicelulose, nanoparticulas, emulsificagdo espontinea,
mucoadesdo, B-caroteno, atividade antioxidante, sistema de liberagdo
(delivey system), nutracéuticos lipofilicos.



ABSTRACT

Every ton of cassava processed root (Manihot esculenta Crantz) from
starch production generate the same amount of mass of solid waste (wet
weight), called cassava bagasse (CB). This byproduct generation is a
problem for starch processing industry due to lack of economic value.
Besides inappropriate waste disposal promotes negative environmental
impacts. This study aimed to characterize pectin and hemicellulose
fractions chemical structures from CB. In addition, mucoadhesive
nanoparticles coated with cassava pectin (PC) containing B-carotene (BC)
for gastrointestinal administration were developed for increasing
bioavailability of this lipophilic nutraceutical. Samples from 2014/2015
and 2015/2016 seasons showed similar extraction yield for pectin (2,42
and 3,14%, respectively) and hemicellulose (2,04 and 3,34%, respectively
- hemiellulose A - KOH 1 M) fractions. In this sense, both fractions were
the main compounds found in the studied harvests. Chromatographic
(GC) and spectroscopic (FTIR e 'H e '*C-RMN) analysis demonstrated
that pectin RG-I domain comprises a main chain formed by disaccharides
repetition o -(1—2)-L-rhamnose-a-(1—4)-D-galacturonic acid (GalA)
with D-manose and D-galactose side chains. Hemicellulose fractions A
and B (KOH 1 M) are constituted by D-galacturonic acid and D-manose,
these monosaccharides are the main molecules compounds. In addition to
monosaccharides above, hemicellulose fractions A and B (KOH 4 M) also
present high concentration of D-galactose in their structure. The
monosaccharides profile of pectin and hemicellulose fractions from
2014/2015 and 2015/2016 seasons were similar qualitatively but distinct
in their contents. Therefore, none chemical structure pattern was
confirmed for these biopolymers. In a second moment, nanoemulsions
were prepared by spontaneous emulsification method using different
types and concentration of medium chain triglyceride (MCT) and corn oil
and surfactants (Tween 20 and 80), aimed to optimizer preparation
conditions. The best preparation conditions and PC concentration were
chosen and two nanoformulations were generated. Nanoparticles (NP)
were characterized according to the size, zeta potencial, polydispersity
index (PDI), pH, morphology and physical stability. The total content and
encapsulation efficiency (EE) of BC were determined by high-
performance liquid chromatography and in vitro antioxidant activity by
the 2, 2- diphenyl-2- picrylhydrazyl (DPPH) method. The mucoadhesion
assay was performed using bovine submaxillary gland mucin and the
cytotoxicity determined on Caco-2 cells by the sulforhodamine B method.



The pectin-coated nanoparticles containing BC showed spherical shape
and monodisperse distribution, with a mean size of 21.3 nm (PDI 0.29)
for BC PC T80-NP (NP with Tween 80) and 261.4 nm (PDI 0.1) for BC
PC T20-NP (NP with Tween 20). BC was successfully encapsulated at
amounts of 530 and 324 ng/ml for BC PC T80-NP and BC PC T20-NP,
respectively, with high EE (> 95%), increasing its antioxidant capacity in
vitro. BC PC T80-NP didn’t exhibit cytotoxicity in Caco-2 and BC PC
T20-NP was toxic for cells only in increased concentrations. A strong
interaction with mucin and PC coated NP was observed in BC PC T20-
NP. This NP was stable over a 90 days storage period (-4 °C). The results
suggest that pectin-coated BC PC T20-NP is an interesting strategy to
improve the bioavailability and permeation of lipophilic nutraceuticals
for administration through mucosal surfaces.

Keywords: Cassava bagasse, Manihot esculenta Crantz, pectin,
hemicellulose, nanoparticles, spontaneous emulsification, mucoadhesion,
B-carotene, antioxidant activity, delivery system, lipophilic
nutraceuticals.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de raizes de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) (FAO, 2017) e a producdo de
fécula ¢, por exemplo, um dos importantes derivados comerciais obtidos
a partir dessa biomassa (EPAGRI/CEPA, 2017) que apresenta ampla
relevancia industrial (EMBRAPA, 2003). Todavia, para cada tonelada de
raiz processada a extragdo de fécula, praticamente igual quantidade ¢
gerada em residuos solidos (em base umida), i.e., o bagaco de mandioca
(BM). Essa biomassa residual ¢ considerada um problema as fecularias
por ndo ter valor comercial e, além disso, se descartada de forma
inadequada, pode gerar impactos ambientais devido a sua alta carga
organica (LEONEL, 2000).

A escassez de fontes naturais e o interesse na substituicdo de
produtos a base de petrdleo estdo ligados a demandas por solugdes de
problemas ambientais mundiais, as quais, usualmente, consideram o uso
de fontes renovaveis de insumos. Tal cenario é observado em relacdo a
subprodutos da agroindustria, haja vista que, apenas uma fra¢do da
colheita anual de biomassa vegetal de florestas e cultivos agricolas ¢
utilizada, especialmente celulose e amido (EBRINGEROVA, 2006).
Assim, a conversdo de hemicelulose e pectina em produtos uteis pode ser
uma solu¢do aos problemas acima mencionados. Todavia, um pré-
requisito importante para aplicacdo biotecnoldgica desses biopolimeros é
o conhecimento dos seus componentes por meio da caracterizagdo
quimica.

O potencial de aplicacdo de hemiceluloses ¢ imenso e suas
propriedades funcionais ja foram descritas em diversas fontes vegetais
como casca de trigo sarraceno, espigas de milho, aveia e cevada
(EBRINGEROVA, 1992; EBRINGEROVA; HROMADKOVA;
HEINZE, 2005; GARCIA et al, 2001; HROMADKOVA;
EBRINGEROVA; HIRSCH, 2005). Da mesma forma, a pectina ¢ um
polimero muito valorizado e amplamente utilizado na industria
alimenticia e farmacéutica. As principais fontes comerciais sdo cascas de
frutas citricas, bagago de maga e polpa de beterraba-sacarina (beterraba
branca) NAQASH et al., 2017). Todavia, o estudo de fontes alternativas
se justifica, pois aqueles biopolimeros apresentam grande variacdo na sua
composi¢do quimica e, portanto, em suas propriedades fisico-quimicas
dependendo da fonte botanica e também do tecido do qual sdo extraidos
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010; SILA et al., 2009).

Dentre esses biopolimeros, a pectina desperta interesse em
aplica¢des nanotecnoldgicas por suas caracteristicas de atoxicicidade,



28

resisténcia a degradagdo por proteases e amilases e de mucoadesdo
(MARRAS-MARQUEZ; PENA; VEIGA-OCHOA, 2015). Assim, como
fibra solavel, a pectina possibilita que um bioativo nanoencapsulado
derivado transite pelo sistema gastrointestinal protegido do ataque
enzimatico. Adicionalmente, nanoparticulas (NP) revestidas com pectina,
por meio da sua propriedade de mucoadesdo, possuem a vantagem de
prolongar o periodo de retengdo do farmaco/nutracéutico no local de
absor¢do aumentando a sua eficacia terapéutica (ALEXANDER et al.,
2011; ASIJA, 2014).

O BM ¢ uma fonte de biopolimeros como a celulose, pectina e
hemiceluloses, bem como parte do amido que néo foi extraido das raizes
da planta (LEONEL, 2000). Embora esse residuo ja tenha sido
investigado previamente como fonte de nanofibras de celulose (LEITE;
ZANON; MENEGALLI, 2017) e seus efeitos prebidticos (BUSSOLO
DE SOUZA et al., 2014), entre outros, outras possibilidades de uso
industrial sdo vislumbradas. Além disso, dados sobre a caracterizagdo
quimica das fracdes polissacaridicas de M. esculenta e estudos com
aplicacdo nanotecnoldgica com a pectina sdo escassos na literatura
cientifica, o que evidencia o carater inovador deste trabalho.

Assim, o presente estudo tem como hipotese que o BM possui
fragdes polissacaridicas com perfis quali e/ou quantitativos que oscilam
de acordo com as diferentes safras agricolas. Adicionalmente, assume-se
que a fragdo péctica do BM possui caracteristicas quimicas apropriadas
ao desenvolvimento de NP mucoadesivas contendo B-caroteno (BC).

Dessa forma, o presente estudo objetivou caracterizar
quimicamente o BM e suas fragdes polissacaridicas, bem como
desenvolver sistemas de liberacao por meio de NP revestidas com pectina
contendo BC para administrag@o gastrointestinal visando potencializar a
biodisponibilidade desse nutracéutico lipofilico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Mandioca
2.1.1 Importancia socioecondémica

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma espécie nativa do
Brasil, com provavel origem ao longo da fronteira sul da bacia Amazonica
(OLSEN; SCHAAL, 1999). Constitui a terceira fonte de calorias mais
importante nos tropicos, apés o arroz e milho, sendo que milhdes de
pessoas a consomem na Africa, Asia e América Latina, onde é produzida
por pequenos agricultores, principalmente, sendo importante fonte de
renda e base da seguranga alimentar (FAO, 2008).

No tltimo levantamento da Organizacdo das Nac¢des Unidas para
a Alimentacdo e Agricultura (FAO), na safra 2015/2016, o Brasil
produziu cerca de 21 milhdes de toneladas de raizes, ocupando a 3*
posicdo no cenario mundial de produtores, antecedido por Tailandia e
Nigéria que produziram 31 e 57 milhdes de toneladas, respectivamente
(FAO, 2017). O modelo de exploragao dessa cultura entre os continentes
difere em seus niveis de tecnologia e industrializa¢do. No continente
africano a mandioca destina-se basicamente a subsisténcia, sendo a base
alimentar para expressiva parte da populagdo. No entanto, nos continentes
asiatico e americano a industrializagdo das raizes e seus produtos ¢
notoria, apoiada em maior uso de tecnologia (EPAGRI/CEPA, 2017).

A mandioca ¢ cultivada em todas as regides do Brasil com
finalidades distintas. Nas regides norte e nordeste apresenta forte conexao
com os fatores culturais e também ¢ importante fonte de subsisténcia,
enquanto na regido centro-sul predomina a industrializagdo ¢ o consumo
in natura (EPAGRI/CEPA, 2017). No estado de Santa Catarina, o cultivo
para fins comerciais para produtos como farinha, fécula e polvilho azedo,
encontra-se principalmente nas regides Sul, Vale e Alto Vale do Itajai e
em alguns municipios da Grande Florianopolis (EPAGRI/CEPA, 2017).

2.1.2 Utilizacio e principais produtos

Em sua dieta, o brasileiro consome as raizes de mandioca in natura
(cozida, assada e frita), como farinha, em farofas e pirdes. Além disso, ela
também pode ser utilizada na alimentagdo animal como feno de ramas e
ensilada. A importancia econdmica da cultura da mandioca reside em suas
raizes ricas em amido a fabricacdo de produtos alimenticios e de uso
industrial. A partir das raizes de M. esculenta é possivel obter uma série
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de produtos como farinhas de variados tipos, fécula ou polvilho doce
(amido), polvilho azedo, amidos modificados, tapioca, beiju, sagu,
salgadinhos, além de raizes minimamente processadas, congeladas,
desidratadas, pré-cozidas e fritas tipo chips. Adicionalmente, o amido de
mandioca ainda pode ser usado como ingrediente, ou aditivo, na
fabricagdo de embutidos, chocolates, balas, bolachas, pdes e sopas
(EMBRAPA, 2003).

Os principais produtos comercializados a partir da cultura da
mandioca sfo a farinha, fécula e o polvilho azedo (EPAGRI/CEPA,
2017). Segundo a instru¢do normativa 52/2011 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), farinha de mandioca
¢ o produto obtido de raizes de mandioca, do género Manihot, submetidas
aprocesso tecnologico adequado de fabricagao e beneficiamento (MAPA,
2011). Enquanto, a Resolugdo - CNNPA n° 12, de 1978 define amido
como o produto amilaceo extraido das partes aéreas comestiveis dos
vegetais, como por exemplo, as sementes; ¢ fécula € o produto amilaceo
extraido das partes subterraneas comestiveis dos vegetais, como os
tubérculos, raizes e rizomas (ANVISA, 1978). E por fim, o polvilho azedo
¢ um amido modificado por oxidagdo (fermentacgdo), processo esse que
confere ao produto uma propriedade fisica importante com alta
capacidade de expansdo (EMBRAPA, 2003).

2.1.3 Subprodutos oriundos da agroindistria da mandioca

No Brasil, a maioria das unidades de produgdo de fécula de
mandioca, também chamada de amido ou polvilho doce, localiza-se nos
estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul
(LEONEL, 2000). Em Santa Catarina, na regido do alto vale do Itajai,
predomina a utiliza¢do das raizes de mandioca a produgdo de fécula,
enquanto no sul catarinense encontram-se também engenhos de farinha
(EPAGRI, 2002).

Em 2016, surgiu a primeira industria de tapioca na regido sul de
Santa Catarina (municipio de Sangfo), como resultado de uma crescente
dinamizagdo do setor feculeiro. A tapioca (fécula de mandioca hidratada)
¢ um alimento tipico da regido norte e nordeste do Brasil, no entanto, sua
popularizacdo e crescente consumo nas regides sul e sudeste tém
impulsionado a produgdo de raizes nos ultimos anos. Destaca-se que, das
755 mil toneladas de fécula produzida em 2015 no pais, 8% destinaram-
se a fabricacdo de tapioca (EPAGRI/CEPA, 2017).

Todavia, o consumo crescente de fécula determina o aumento na
produgdo de residuos da agroindustria. Durante a producdo de fécula de
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mandioca as raizes sdo basicamente: lavadas e descascadas, raladas,
peneiradas e centrifugadas para obtengdo do amido e posterior secagem
(Figura 1). Esse processamento gera residuos liquidos oriundo da
lavagem, extracdo ¢ centrifugacdo do amido, bem como residuos sélidos,
i.e., as cascas, que durante o processo de peneiragdo separam o amido da
massa sélida fibrosa (PANDEY et al., 2000), denominada bagago, massa,
farelo, ou polpa residual. Esse subproduto caracteriza-se por ser uma
biomassa altamente fibrosa, contendo ainda parte da fécula que nédo foi
extraida das raizes da planta (CEREDA, 1994).

A quantidade de bagago de mandioca (BM) produzido nas
fecularias é bastante elevada, pois, a cada tonelada de raiz processada, a
obtengao de amido, sdo gerados 928,6 kg de bagaco com 85% de umidade
(LEONEL; CEREDA; ROAU, 1999). Tal residuo ¢ visto como um
problema as fecularias, pois além da elevada quantidade gerada, ndo
possui valor comercial. Usualmente, ¢ doado a pecuaristas para a
alimentacdo animal ou vendida a preco irrisério. Quando langado no
ambiente, pode causar sérios problemas de polui¢do devido a alta carga
orgénica dessa biomassa (LEONEL, 2000).

A reutilizacdo de residuos agroindustriais é importante a resolucdo
de problemas logisticos, financeiros ¢ ambientais dos setores afins e, em
carater mais amplo, da sociedade como um todo. Nesse contexto,
observa-se que a investigacdo da composi¢do quimica do bagago de
mandioca, rico em amido ¢ polissacarideos de parede celular, tem sido
pouco explorada, dificultando a detec¢do de eventuais potenciais e
aplicagdes biotecnologicas para destinagdes mais relevantes do BM.
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Figura 1- Etapas do processamento da fécula de mandioca.
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2.2 Quimica de carboidratos
2.2.1 Parede celular vegetal
As paredes celulares das plantas representam cerca de 50% da

biomassa vegetal e uma importante fonte de biomassa renovavel, sendo
alvos biotecnologicos importantes a producao de biocombustiveis e como
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alimentos funcionais a satde humana, entre outros (DOBLIN;
PETTOLINO; BACIC, 2010).

A parede celular é composta por microfibrilas de celulose imersas
em uma matriz contendo polissacarideos ndo-celulosicos, a saber: as
pectinas e hemiceluloses. Além disso, dependendo do tipo de parede
celular e da espécie vegetal, ela podera conter quantidades variaveis de
substancias inorganicas (silica e cristais de calcio, e.g.), além de lignina,
proteinas e lipidios (KRAUS et al., 2006).

As primeiras camadas de parede celular formadas constituem a
parede celular primaria. Essa estrutura possui elevado teor de agua (~
65%, m/m) e biopolimeros: celulose (30%), hemiceluloses (30%), pectina
(30%) e proteinas (10%) (KRAUS et al., 2006). Adicionalmente, entre as
paredes primarias de células adjacentes ha uma regido chamada de lamela
média que é rica em pectina, responsavel pela unido dessas estruturas
(EVERT; EICHHORN, 2014; KRAUS et al., 2006).

Algumas células podem apresentar somente a parede primaria e
outras, internamente a ela, sofrem a deposicdo de camadas adicionais de
biopolimeros, originando a parede secundaria. Essa ultima estrutura
apresenta um baixo teor de agua devido ao acimulo de uma substancia
hidrofobica, a lignina. A celulose é o seu polissacarideo majoritario,
compondo cerca de 50 a 80% dessa camada, seguida da hemicelulose (5
a 30%), lignina (35%) e pouca ou até mesmo auséncia de PC (EVERT;
EICHHORN, 2014; KRAUS et al., 2006).

Os componentes principais da parede celular secundaria de plantas
terrestres sdo as xilanas, importantes ao desenvolvimento e crescimento
normal da planta. Adicionalmente, essa parede apresenta uma elevada
biomassa lignoceluldésica que se destaca como uma matéria-prima
potencial a producdo de biocombustiveis (YORK; O’NEILL, 2008). A
biomassa lignoceluldsica é importante para reforcar a estrutura da parede
e manter a sua integridade (YANG et al., 2013).

As caracteristicas quimicas da parede celular influenciam
diretamente sobre a textura, propriedades nutricionais e de processamento
de alimentos de origem vegetal a alimentacdo humana e animal
(DOBLIN; PETTOLINO; BACIC, 2010). Assim, ¢ importante conhecer
quimicamente os polissacarideos de determinada espécie vegetal e as
eventuais discrepancias entre genoétipos, a fim de compreender,
desenvolver e explorar as potencialidades biotecnologicas oriundas dessa
diversidade de carboidratos poliméricos.
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2.2.1.1 Polissacarideos

A preocupagdo em substituir produtos derivados de petroleo
conectada a solugdo de problemas ambientais; com a futura escassez de
fontes naturais de energia e a elevada demanda por alimentos saudaveis e
medicamentos alternativos ¢ um dos principais motivos para a
diversidade de pesquisas com polissacarideos (EBRINGEROVA;
HROMADKOVA; HEINZE, 2005). Tais macromoléculas sdo
biopolimeros naturais presentes na maioria dos organismos Vvivos e
possuem diversas aplicacdes nas industrias farmacéuticas, cosmética,
alimenticia e de adesivos (KARAKI et al., 2016).

2.2.1.2 Celulose e lignina

A celulose é o componente estrutural mais importante das plantas,
sendo um homopolimero com elevada massa molecular, constituido de
cadeia linear rigida de monomeros de D-glucose unidos por ligagdes [3-
(1,4) (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010; KLEMM et al., 2005). O grau de
polimerizagao ¢ o numero de unidades de glucose podem chegar a 20.000,
no entanto, também ocorrem cadeias mais curtas; em especial aquelas que
fazem parte das paredes celulares primarias dos vegetais (HABIBI;
LUCIA; ROJAS, 2010). A celulose caracteriza-se por sua hidrofilicidade,
biodegrabilidade e ampla capacidade de modifica¢cdes quimicas e
formagéo de morfologias de fibras semicristalinas versateis (KLEMM et
al., 2005).

Em tecidos lignificados, a celulose ocorre junto a lignina, uma
substancia amorfa presente em plantas vasculares, formada pela
polimerizagdo dos alcoois p-coumaril, coniferil e sinapil (SCATENA;
SCREMIN-DIAS, 2006).

2.2.1.3 Hemiceluloses

Contrariamente a celulose, as hemiceluloses sdo heteropolimeros
constituidos por residuos monoméricos C5 e C6 (ANWAR; GULFRAZ;
IRSHAD, 2014). Hemiceluloses formam um grupo heterogéneo de
polissacarideos caracterizados por apresentar uma cadeia principal de D-
xilose, D-manose ou D-glucose com ligacdes B-(1—4). Todos esses
glicanos tem esqueleto estrutural semelhante, pois possuem a mesma
configuragdo equatorial em C1 e C4. Na literatura cientifica, as
hemiceluloses sdo divididas em quatro grupos de polissacarideos
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estruturalmente distintos, a saber: xiloglucanas, xilanas, mananas ou
glucomonanas e glucanas (Figura 2). A estrutura das hemiceluloses
apresenta grande variacdo entre as espécies vegetais e o tipo de tecido
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

Figura 2- [lustragdo esquematica dos tipos de hemiceluloses de paredes celulares
vegetais.
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OMe z
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el Jode-ley Je;

Galactomanana

Adaptado de Scheller e Ulvskov (2010).

As xiloglucanas sdo as hemiceluloses mais abundantes nas paredes
primdrias de dicotiledoneas (BAUER; TALMADGE, KENNETH W.
KEEGSTRA; ALBERSHEIM, 1973). Variagdes estruturais sio
encontradas nesses biopolimeros, porém as xiloglucanas sdo formadas
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por uma cadeia principal de unidades de D-glucop, com ligagdes B-(1—4)
(FRY et al., 1993). Ligadas ao C6 desses residuos de glucose ha cadeias
laterais de o-D-Xilose. Adicionalmente, também podem ocorrer
modificagdes estruturais por meio de O-acetilagdes nos residuos de D-
glucose da cadeia principal ¢ da cadeia lateral com residuos de D-
galactose e L-fucose ou L-arabinose (JIA et al., 2005). O padrdo de
ramificacdo de xiloglucanas tem relevincia funcional e tax6nomica
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

Xilanas sdo polissacarideos que apresentam em comum cadeias
principais lineares com residuos de B-(1—4)-D-xilop, ocorrendo sob a
forma de arabinoxilanas, glucuronoxilanas, glucuronoarabinoxilanas, ou
simplesmente homoxilanas ndo substituidas. As xilanas também podem
apresentar O-acetilagdes em O-2 ou O-3 (CHESSON; GORDON;
LOMAX, 1983). As glucuronoxilanas sdo os polissacarideos dominantes
em paredes secundarias de dicotiledoneas, caracterizando-se por uma
substituicdo com residuos de glucuronosil e 4-O-metil glucuronosil, por
meio de ligagdes o-(1—2) (EBRINGEROVA; HROMADKOVA;
HEINZE, 2005). De maneira geral, observam-se variagdes na estrutura
quimica desse grupo polissacaridico entre espécies vegetais ¢ que ainda
nao sdo bem conhecidas (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

As mananas sdo polissacarideos amplamente distribuidos no reino
vegetal (POPPER, 2008; POPPER; FRY, 2003) que apresentam ligacdo
B-(1—4) e cadeias principais inteiramente formadas por manose, como as
mananas e galactomananas, ou alternadas com manose ¢ glucose, em um
padrdo ndo repetitivo, como em glucomananas e galactoglucomananas.
As mananas e glucomananas sdo frequentemente acetiladas. Esse grupo
tem sido bastante estudado como uma fonte importante de polissacarideos
de armazenamento em sementes (EBRINGEROVA; HROMADKOVA;
HEINZE, 2005). Nas espemat6fitas, as mananas e glucomananas parecem
ter sido substituidas por outros tipos de hemiceluloses, pois sdo muito
menos abundantes (GOUBET et al., 2003).

Por fim, as glucanas caracterizam-se por sua cadeia principal
formada por B-(1—4)-D-glucop, com residuos intercalados do tipo B-
(1-3)-D-glucop (STONE; CLARKE, 1992). Tais biopolimeros sdo
encontrados em Poaceae, ndo ocorrendo em dicotiledoneas (SMITH;
HARRIS, 1999).

As hemiceluloses sucedem a celulose em abundancia na natureza,
com teores que variam de 25% a 33% na parede celular vegetal,
(FREDON et al., 2002), sendo, portanto, um imenso recurso renovavel de
biopolimeros. As primeiras pesquisas na area da quimica estrutural das
hemiceluloses buscavam desvendar o potencial daqueles biopolimeros a
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obtenc¢ao de acucares, produtos quimicos, como fontes de energia térmica
e combustiveis. Posteriormente, as hemiceluloses passaram a ser
investigadas como biopolimeros que podem ser utilizados em suas formas
nativas ou modificadas nas 4reas alimenticias e ndo alimenticias
(EBRINGEROVA, 2006). De fato, o potencial de aplicagio de
hemiceluloses ¢ imenso e suas propriedades funcionais ja foram descritas
em fontes vegetais como cascas de trigo sarraceno - fibra dietética e
aditivo alimentar (HROMADKOVA; EBRINGEROVA; HIRSCH,
2005), em espigas de milho - aditivo na fabricacdo de papel
(EBRINGEROVA, 1992) e no desenvolvimento de micro e
nanoparticulas transportadoras de farmacos e outros compostos
(GARCIA et al., 2001) e em aveia e cevada - substitutos de gordura em
queijo e fibra  dietética antidiabética (EBRINGEROVA;
HROMADKOVA; HEINZE, 2005).

2.2.1.4 Pectina

A pectina é um polissacarideo extremamente diverso
estruturalmente, ocorrendo na parede celular primaria e na lamela média
de plantas terrestres. De maneira geral, € composta por 3 dominios que
estdo unidos por ligagdes covalentes, a saber: homogalacturonana (HG),
ramnogalacturonana I (RG-I) e ramnogalacturonana II (RG-II), conforme
podem ser visualizados na Figura 3 (CAFFALL; MOHNEN, 2009).
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Figura 3- (A) Formas de acido galacturonico (AGal) encontradas na pectina: (i)
AQGal, (ii) AGal metilado e (iii) AGal O-acetilado; e (B) Ilustracdo esquematica
dos principais dominios da pectina ligados covalentemente: (i)
homogalacturonana (HG), (ii) ramnogalacturonana I (RG-I) e (iii)
ramnogalacturonana II (RG-II).
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Adaptado de Chan et al. (2017).

A razdo entre os dominios ¢ variavel mas, em geral, HG é o mais
abundante e constitui aproximadamente 65% (m/m) da PC (MOHNEN,
2008). Esse dominio mostra-se linear e, por isso, ¢ conhecido como
“regido lisa” da pectina. E formado por ligagdes a-(1—4) do acido
galacturonico (AGalp) e esses residuos podem ser parcialmente metil-
esterificados em C-6 ou O-acetilado em O-2 ou O-3 (CAFFALL;
MOHNEN, 2009; HARHOLT; SUTTANGKAKUL; SCHELLER, 2010;
MOHNEN, 2008). Assim, de acordo com seu grau de metil-esterificacdo
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(GM), a PC ¢ classificada com alto grau de metoxilagdo (AME, GM
>50%) ou baixo grau de metoxilagdo (BME, GM <50%) (YAPO, 2011).
O GM ¢ relevante, porque influencia no mecanismo de gelificagdo,
condigdes de processamento e propriedades da PC (VORAGEN et al.,
2009).

RG-I ¢é altamente ramificada, sendo conhecida como a “regido
pilosa” da pectina, compondo aproximadamente 20 a 35% da molécula
(CHAN etal., 2017; MOHNEN, 2008). Dentre os trés dominios, € o Ginico
que ndo é formado exclusivamente por galacturonanas. Essa regido
consiste em 100 ou mais unidades repetidas do dissacarideo a-(1—2)-L-
ramnose-a-(1—4)-D-AGal. Os residuos de AGal podem ser O-acetil-
esterificados e, diferentemente do que ocorre em HG, nas regides RG-1
nao ha metil-esterificagdo (CAFFALL; MOHNEN, 2009). Os residuos de
ramnose representam mais de 30% do polimero péctico, estimando-se que
50-78% desses ocorram no dominio RG-I (RENARD; CREPEAU:
THIBAULT, 1995; RENARD; THIBAULT, 1996). Os residuos de
ramnose da cadeia principal de RG-I podem ser substituidos por cadeias
laterais de  B-(1—4)-galactana, arabinana ramificadas e/ou
arabinogalactana. Além disso, ao contrario de RG-II, as cadeias laterais
de RG-I sofrem variagdes dependentes da espécie vegetal (VINCKEN et
al., 2003).

Enquanto os demais dominios apresentam heterogencidade
estrutural entre espécies, RG-II é um dominio bastante conservado no
reino vegetal, o que sugere uma fungdo importante na estrutura e
crescimento dos vegetais superiores. Embora RG-II esteja presente em
menor quantidade, ¢ o componente estruturalmente mais complexo
(PEREZ; RODRIGUEZ-CARVAJAL; DOCO, 2003). Esse dominio
também esta incluso na “regido pilosa”, sendo composto por uma cadeia
principal de HG contendo aproximadamente 9 unidades de AGal em
ligagdes a-(1—4), algumas metil-esterificadas. Ligadas a essa cadeia
principal, 4 cadeias laterais estruturalmente distintas e constituidas por
onze aglcares raros (e.g., apiose, 2-O-metil-L-fucose e 2-O-metil-D-
xilose (YAPO, 2011) sdo encontradas.

A pectina ¢ um polimero muito valorizado e amplamente utilizado
na industria alimenticia e farmacéutica. As principais fontes comerciais
sdo cascas de frutas citricas, bagaco de maga e polpa de beterraba-sacarina
(beterraba branca) (NAQASH et al, 2017). Além das fontes
convencionais, outros residuos de frutas e vegetais também sdo fontes
promissoras de pectina, com aplicagdo funcional ou nutricional, e que
estdo sendo investigados para valorizagdo desses subprodutos devido as
suas funcionalidades (CHRISTIAENS et al., 2015), e.g., rejeitos de
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cenoura (CHRISTIAENS etal., 2015), cascas de tomate (GRASSINO et
al., 2016) e mamao (KOUBALA et al., 2014), entre outras. Esse interesse
em fontes alternativas se justifica devido as eventuais propriedades
nanoestruturais da fracdo péctica, as quais dependem da fonte botanica e
do tecido vegetal fontes. Caracteristicas como grau de ramificagdo e de
polimerizagdo (massa molar), distribuicdo de grupos éster (metilacio e
acetilacdo), composi¢do monossacaridica e de dacidos ur6nicos e
solubilidade definem as propriedades fisico-quimicas daqueles
biopolimeros, conferindo-lhes distintas aplicagdes (SILA et al., 2009).

A pectina vem sendo estudada devido a seus efeitos promissores a
saide humana, tais como a redugdo de colesterol plasmatico, de glicose
sérica e atividade antitumoral (LIU et al., 2016) . De forma similar, devido
a resisténcia a destruicdo ao longo do trato gastroinstetinal, pectinas tém
sido investigadas como sistemas delivery de probioticos (CABRERA;
CAMBIER; CUTSEM, 2011), melhorando a viabilidade de Lactobacillus
rhamnosus em ambientes gastricos (GEREZ et al., 2012), bem como
prebiotico, por sua natureza de fibra dietética soluvel e reconhecidos
beneficios ao trato gastrointestinal (CABRERA; CAMBIER; CUTSEM,
2011; GEREZ et al., 2012; HO; LIN; WU, 2017). Além disso, o interesse
na seguranca e utilizagdo de tecnologias naturais e ecologicamente
corretas encontra na pectina caracteristicas relevantes para conservagao
de alimentos com sua aplicagio em embalagens e como molécula
carreadora de antimicrobianos, antioxidantes e outros compostos
(MAHALIK; NAMBIAR, 2010). Adicionalmente, biomateriais a base de
pectina tém aplica¢des em curativos (MUNARIN; TANZI; PETRINI,
2012) e engenharia de tecidos (COIMBRA et al.,, 2011). A pectina
também tem sido estudada, mais recentemente, com viés nanotecnologico
para administragdo de medicamentos, considerando suas propriedades
emulsionantes em nanoemulsdes (ARTIGA-ARTIGAS et al., 2018), ou
ainda como nanoparticulas ao transporte de fairmacos, explorando suas
propriedades mucoadesivas (SHARMA; AHUJA; KAUR, 2012).

2.3 Nutracéuticos lipofilicos

Alimento funcional é aquele que em funcdo de sua composicao €
fonte de nutrientes e, adicionalmente, confere beneficios a prevengéo de
doengas e promog¢do da saude, quando consumidos como parte da dieta
regular. Diversas classes de compostos tém sido apontadas como
responsaveis por tais beneficios: vitaminas e fitoquimicos, como os
polifendis e carotenoides, entre outros (JACKSON; PALIYATH, 2011).
Alimentos funcionais lipofilicos se destacam pela presenca de compostos
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bioativos com fun¢des importantes como antioxidantes, anti-
inflamatérios, antitumoral e na cicatriza¢do de feridas. No entanto, esses
ativos lipofilicos possuem limitagdes em sua aplicagdo em sistemas
alimentares, ou em sistemas de administracdo oral, devido a baixa
solubilidade em meio aquoso, implicando em reduzida biodisponibilidade
oral e facil oxidagdo (EZHILARASI et al., 2013).

2.3.1 B-caroteno

Dentre os nutracéuticos lipofilicos de importancia a saide humana
destacam-se os carotenoides, compostos isoprenoides que ocorrem em
varias espécies vegetais como pigmentos naturais (YONEKURA;
NAGAO, 2007). Dentre esses, destaca o f-caroteno (BC), um pigmento
encontrado em frutas e verduras com cores alaranjada e amarela (SAINI;
NILE; PARK, 2015). O BC foi e continua sendo amplamente estudado,
por ser o principal carotenoide com atividade provitamina A e por seus
alegados efeitos na reducao do risco de doengas crénicas, como o cancer
e doengas cardiovasculares, e aquelas relacionadas a idade (LIANG et al.,
2013; SAINI; NILE; PARK, 2015).

Apesar das inimeras atividades bioldgicas atribuidas ao BC, sua
biodisponibilidade ¢ baixa e sua absor¢do pode ser inferior a 10% em
alimentos de origem vegetal (BOILEAU; MOORE; ERDMAN, 1999).
Isso ocorre, principalmente, devido a resisténcia dos complexos caroteno-
proteina ¢ das paredes celulares vegetais que dificultam a liberagio
adequada do composto (ERDMAN; BIERER; GUGGER, 1993; REIN et
al., 2013). Além disso, outro fator que reduz a biodisponibilidade oral do
BC ¢ a sua estrutura quimica, tipicamente de natureza hidrofobica e,
consequentemente, de baixa solubilidade em meio aquoso (RAO et al.,
2013). Nesse contexto, a baixa biodisponibilidade do BC de fontes
naturais levou ao desenvolvimento de métodos de extragdo e isolamento,
a fim de fornecé-lo como suplemento alimentar, ou na fortificagdo de
alimentos (DONHOWE; KONG, 2014). No entanto, o BC puro € sensivel
a degradacdo quimica pela oxidagao por radicais livres, altas temperaturas
ou metais pesados (ACHIR et al., 2010). Dessa forma, encapsular o BC
em estruturas que permitam seu transporte ¢ liberagdo constitui-se em
uma abordagem de interesse para evitar sua degradagdo (LIN et al., 2018).
Atualmente, os estudos de encapsulamento de BC estdo focados
principalmente em sistemas de nanoemulsoes (WANG et al., 2018) , com
pouca ou nenhuma informagdo sobre sua nanoencapsulagido utilizando
polissacarideos.
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2.4 Nanoparticulas poliméricas

A tecnologia de encapsulamento tem atraido a atencdo para suas
aplicagdes na induistria alimenticia com objetivo de proteger compostos
labeis da degradag@o e liberar de forma direcionada e controlada o
bioativo no local alvo (ARVANITOYANNIS, 2009; PAUL et al., 2010).

Dentre os métodos de encapsulamento destacam-se as
nanoparticulas poliméricas (NPol) que sdo eficientes como carreadoras
de compostos bioativos, melhorando sua estabilidade e liberagdo
controlada no local alvo. Umas das principais vantagens das NPol ¢
superar limitagdes de sistemas de transporte e liberago a base de lipidios,
como por exemplo os lipossomas, emulsdes e micelas (KAMALY et al.,
2012)

A escolha do biopolimero a ser utilizado em NPol é um fator
importante, pois esse precisa ser compativel com o bioativo a ser
nanoencapsulado. Os principais polimeros utilizados pela inddstria
farmacéutica sdo: poli (caprolactona) — PCL, acido polilatico - PLA, poli
D, L-lactideo-co-glicolideo - PLGA, acido poliglutamico - PGA, entre
outros (SUN et al., 2012). No entanto, a escolha de biopolimeros como
celulose, alginato, quitosana, dextrana e pectina, por exemplo, € preferivel
ao desenvolvimento de sistemas de transporte e liberagdo com grau
alimenticio, além de suas caracteristicas de biodegradabilidade e
biocompatibilidade (SHIN; KIM; PARK, 2015).

2.4.1 Nanoparticulas revestidas com  biopolimeros
mucoadesivos

2.4.1.1 Mucoadesao

A mucoadesdo é a adesdo de um material polimerico a(s)
membrana(s) mucosa(s) do corpo humano. Assim, esse material
polimerico, contendo um composto ativo, adere & mucosa alvo por um
maior periodo de tempo, comparativamente ao composto ativo livre,
prolongando a residéncia do bioativo e aumentando a sua permeabilidade
e biodisponibilidade (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009)

Mucoadesivos podem ser utilizados em formulagdes farmacéuticas
e alimentares para carrearem uma série de compostos bioativos para uma
variedade de tecidos mucosos alvo (e.g., mucosa nasal, vaginal, bucal e
do trato gastrointestinal). Cada uma dessas vias de administragao possui
diferengas tanto nas estruturas mucosas quanto na composi¢do do muco
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secretor que, em conjunto, afetam a for¢a mucoadesiva (COOK et al.,
2017; RICHARDSON et al., 2004) .

2.4.1.1.1 Mecanismos de mucoadesao

A mucoadesao ocorre por uma série de intera¢des fisico-quimicas
entre o material polimérico e o ambiente mucoso. O muco é um gel
viscoso composto principalmente por agua (~90%) e, em menor
proporgdo, sais, lipidios, mucinas e carboidratos. As mucinas sao
glicoproteinas e as principais responsaveis na formagdo de uma rede em
3D viscoeslatica e heterogénea (NETSOMBOON; BERNKOP-
SCHNURCH, 2015). Assim, a intera¢ao mucina-polimero é determinada
por alguns fatores como pH e o fluxo de secrecdo mucosa. Geralmente,
sdo considerados dois estagios essenciais ao estabelecimento da
mucoadesdo (Figura 4) (DUCHENE; TOUCHARD; PEPPAS, 1988): a)
fase de contato: caracteriza-se por um contato intimo entre o polimero
mucoadesivo ¢ a membrana mucosa, ocorrendo um fendmeno de
membrana que permite a transferéncia de agua da camada de muco ao
polimero, resultando em seu umedecimento ou inchaco e b) fase de
consolidagdo: ocorre a penetragdo do polimero mucoadesivo no tecido
ou superficie da membrana mucosa (interpenetragdo) (ANDREWS;
LAVERTY; JONES, 2009; SANKAR; JAIN, 2013).
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Figura 4- Fases do mecanismo de mucoadesio.
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Fonte: Mazzarino (2013).

2.4.1.1.2 Teorias de mucoadesao

Ha seis mecanismos de mucoadesdo propostos, os quais podem ser
pensados como complementares por descrever fendmenos de ocorréncia
simultdnea, ou em diferentes estagios do processo, facilitando a
mucoadesdo (LAWS; GU; MARSHALL, 2001). As seis teorias propostas

sao:

a) Teoria do umedecimento: relaciona a
dispersdo dos polimeros e sua capacidade de inchamento
no ambiente da mucosa imida. Essa teoria considera como
pré-requisito ao processo adesivo a habilidade do sistema
polimérico em se espalhar na superficie mucosa. Uma
elevada habilidade estd associada a uma performance
mucodesiva mais forte. Geralmente, esse fenomeno de
umedecimento ¢ importante para mucoadesivos liquidos
(COOK et al., 2017).

b) Teoria de adsorcao: essa teoria considera dois
tipos de ligagdes quimicas, a saber: as forgas de van der
Waals e as ligagdes de hidrogénio que ocorrem durante as
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interagdes mucoadesivas. Quando ha o contato inicial das
superficies envolvidas, a adesao do polimero ocorre a partir
de uma série de forgas superficiais que atuam entre ele e as
moléculas da membrana mucosa (AHUJA; KHAR; ALI,
1997).

¢) Teoria eletronica: descreve que o contato entre
o polimero adesivo e o muco ocorre devido as diferencas
eletronicas da superficie de ambos. A adesdo se da por
transferéncia de elétrons entre o sistema polimérico e o
epitélio da membrana mucosa, permitindo a formagdo de
uma camada dupla de cargas eletronicas na interface da
redes mucina-polimero. Assim, ha formagdo de forgas
atrativas entre as duas superficies por meio dessa dupla
camada eletronica (DODOU; BREEDVELD;
WIERINGA, 2005).

d) Teoria da fratura: assume que as ligacdes
adesivas entre o muco e o sistema adesivo estdo
relacionadas com a forca necessaria para separar ambas
superficies. Essa teoria relaciona a forga da ligacao adesiva
de acordo com a forga do deslocamento do polimero do
muco ap6és o estabelecimento da adesio (AHAGON;
GENT, 1975).

e) Teoria da difusdo: considera que a ligagdo
adesiva ocorre devido ao embricamento das cadeias do
polimero e da mucina devido a interpenetragdo, permitindo
a formagdo de outras ligagdes primarias e potencialmente
secundarias  fortalecendo a adesio (JABBARI;
WISNIEWSKI; PEPPAS, 1993; PEPPAS; BURI, 1985).
Embora existam muito fatores envolvidos nesse processo,
o peso molecular, a mobilidade/flexibilidade da cadeia, a
capacidade de expansdo de ambas as redes, a densidade de
reticulagdo e a temperatura sdo propriedades basicas que
determinam significativamente essa difusdo. Polimeros de
cadeia longa podem se difundir e interpenetrar em maior
extensdo com a superficie do muco. Todavia, sabe-se que
para que isso ocorra de forma suficiente é necessario um
comprimento critico de cadeia de pelo menos 100 kDa
(THAKUR et al., 2015).

f) Teoria mecanica: considera que as
irregularidades de uma superficie dspera aumentam a area
interfacial disponivel para interagdes, favorecendo a
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adesao por meio do preenchimento dessas irregularidades
por um liquido mucoadesivo (SMART, 2005; THAKUR et
al., 2015)

2.4.2 Nanoparticulas revestidas com pectina

A biodisponibilidade oral de um nutracéutico ¢ definida como a
fragdo desse bioativo que alcanga a circulagdo sistémica (sangue) na sua
forma ativa e, dessa forma, pode ser distribuido aos tecidos e 6rgdos para
exercer suas atividades biologicas benéficas a satide. No entanto, para
alcangar a circulag@o sistémica em sua forma ativa, alguns nutracéuticos
enfrentam barreiras que podem reduzir essa biodisponibilidade, como por
exemplo: i) instabilidade quimica durante a digestdo, i) baixa
solubilidade em fluidos gastrointestinais de compostos lipofilicos com
lenta absor¢do naquele ambiente, e iii)) o metabolismo de primeira
passagem (PARADA; AGUILERA, 2007; YAO; XIAQO;
MCCLEMENTS, 2014).

A utilizacdo da nanotecnologia para o encapsulamento de
nutracéuticos em sistemas de entrega baseados em nanoparticulas (NP)
tem sido uma estratégia eficaz para melhorar a biodisponibilidade desses
compostos (YAO; XIAO; MCCLEMENTS, 2014). Diversas NP ja foram
fabricadas e testadas com potencial uso em sistemas de entrega de
nutracéuticos para promogao da satide por meio do seu encapsulamento,
protecdo e/ou liberagdo controlada. Dessa forma a melhora da
solubilidade e da biodisponibilidade oral desses bioativos por meio de NP
tem sido uma estratégia promissora para aumentar a sua eficacia em
humanos (YAO; XIAO; MCCLEMENTS, 2014).

Além das vantagens do encapsulamento de nutracéuticos por meio
de NP, o seu revestimento com biopolimeros como a PC traz beneficios
adicionais por suas caracteristicas atoxicas, resisténcia a degradagdo por
proteases e amilases e de mucoadesio (MARRAS-MARQUEZ; PENA;
VEIGA-OCHOA, 2015), permitindo que o bioativo transite pelo sistema
gastrointestinal protegido do ataque enzimatico.

Adicionalmente, a propriedade mucoadesiva da PC traz outros
inimeros beneficios. A sua mucoadesividade ocorre devido a interag¢do
dos grupos carboxilicos presentes em sua estrutura com a mucina. A
pectina em meio aquoso hidrata-se, formando um hidrogel viscoso que
facilita a mucoadesdo. Possivelmente, o mecanismo de mucoadesdo que
explica a interacdo pectina-mucina ocorra por meio da teoria de adsor¢ao
(SRIAMORNSAK; WATTANAKORN; TAKEUCHI, 2010).
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Nesse contexto, NP revestidas com pectina, por meio da sua
propriedade de mucoadesdo, possuem a vantagem de prolongar o periodo
de retencdo do farmaco/nutrac€utico no local de absor¢do, aumentando
sua eficacia terapéutica. Além disso, a superficie mucosa possui um
suprimento abundante de sangue e uma taxa de fluxo sanguineo suficiente
que aceleram o processo de adsor¢do do sistema mucoadesivo. Por fim,
em principio, a dose do bioativo a ser utilizada podera ser reduzida
substancialmente minimizando efeitos colaterais (ALEXANDER et al.,
2011; ASIJA, 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar quimicamente as estruturas dos polissacarideos do
bagaco da mandioca (Manihot esculenta Crantz), a fim de identificar
componentes com propriedades quimicas de interesse ao
desenvolvimento de produtos bionanotenolédgicos.

3.2 Objetivos especificos

1) Determinar o teor de fibras (soluvel e insolavel), cinzas,
proteinas, lipidios, umidade, teor de amido e amido resistente do BM;

2) Determinar o perfil espectroscopico de FTIR e o indice de
cristalinidade do BM;

3) Caracterizar a morfologia dos granulos de amido residual e das
fibras do BM,;

4) Investigar a anatomia do bagaco de mandioca via microscopia de
luz;

5) Extrair as fragdes péctica e hemiceluldsicas da parede celular do
BM;

6) Determinar a composi¢do monossacaridica e de acidos urdnicos
das fra¢des de pectina e hemiceluloses do BM;

7) Determinar o conteudo de acidos urdnicos das fragdes de pectina
e hemiceluloses;

8) Determinar a massa molecular das fragdes péctica e
hemicelulosicas;

9) Determinar o perfil espectroscopico de FTIR da fragdo péctica;
10) Investigar a estrutura quimica das fragdes péctica e da
hemicelulose majoritaria via 'H- e
3C-RMN;

11) Determinar o grau de metil-esterificacdo da fragdo péctica via
"H-RMN;

12) Preparar suspensoes de nanoparticulas de pectina contendo [3-

caroteno pela técnica de emulsificacao espontinea;
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13) Caracterizar as suspensdes de nanoparticulas quanto ao tamanho
de particula, morfologia, potencial zeta, teor de -caroteno e eficiéncia de
encapsulagio;

14) Determinar a estabilidade das suspensdes de nanoparticulas
quanto tamanho de particula, potencial zeta e pH;

15) Determinar os potenciais antioxidante e mucoadesivo das
suspensdes de nanoparticulas de pectina contendo B-caroteno;

16) Avaliar a citotoxicidade in vitro das suspensdes de
nanoparticulas com pectina contendo f-caroteno em cultura de células
Caco-2.
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CAPiTULO 2: CARACTERIZA(;AO QUIMICA DAS FRACOES
PECTICAS E HEMICELULOSICAS DO BAGACO DE
MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)
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1. RESUMO

Neste estudo, amostras de bagaco de mandioca (BM) coletadas nas
safras 2014/2015 e 2015/2016 foram caracterizadas quanto as suas
fragdes péctica e hemiceluldsica majoritarias. Os valores de rendimentos
de extracdo se mostraram semelhantes entre as safras analisadas, a saber:
pectina - 2,42% (2014/2015) e 2,04% (2015/2016, m/m) e hemicelulose
A/KOH 1 M - 3,34% (2014/2015) e 3,14% (2015/2016). Analises
cromatografica (GC) e espectroscopicas (FTIR ¢ 'H e '3C-RMN)
revelaram que o dominio RG-I das amostras de pectina, da primeira safra,
consiste em uma cadeia principal de repetigdes de dissacarideos a-(1—2)-
L-ramnose-o-(1—4)-D-AGal apresentando também cadeias laterais de
D-manose, D-galactose e possivelmente outros aglcares neutros.
Enquanto a pectina extraida na segunda safra apresentou resultados
discrepantes em relago a primeira e aos modelos ja descritos na literatura
necessitando maior investigacao. Os resultados analisados para as fragdes
hemiceluldsicas revelaram que os monossacarideos majoritarios sdo os
mesmos, em geral acido D-galacturdnico e D-manose para as fragdes A e
B (KOH 1 M) e, para A e B (KOH 4 M) além desses mondmeros citados
também foi detectada a presenca de D-galactose em todas as safras. No
entanto, ndo foi possivel confirmar um padrio de estrutura quimica para
as fragOes desses biopolimeros. Assim, as fragdes pécticas e
hemiceluldsicas do BM revelaram composi¢do monossacaridica similar,
diferindo nos conteudos daqueles constituintes ao longo das safras. Dessa
forma, os resultados obtidos fornecem subsidios relevantes para pesquisas
aplicadas visando o desenvolvimento de produtos bio(nano)tecnoldgicos
baseados nesses biopolimeros.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, bagago de mandioca,
pectina, hemicelulose.
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2. INTRODUCAO

A parede celular vegetal consiste principalmente em celulose,
seguida por hemicelulose e pectina. Os dois ultimos biopolimeros
constituem uma matriz na qual as microfibrilas de celulose sao
incorporadas (HARHOLT; SUTTANGKAKUL; SCHELLER, 2010). As
hemiceluloses podem consistir em varios polimeros distintos,
principalmente xilanas, xiloglucanas e (gluco)mananas, tendo uma cadeia
principal constituida por ligagao do tipo B-(1—4) entre seus mondmeros
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010). As pectinas também sdo polimeros
heterogéneos com estruturas que variam de homogalacturonanas (HG)
lineares a dominios altamente ramificados e complexos como as
ramnogalacturonanas (RG-I e RG-II) (ALBERSHEIM et al., 1996). HG
¢ o dominio mais abundante e representa cerca de 60-65% da quantidade
total de pectina na parede celular. E constituido por unidades de 4cido D-
galacturénico (AGalp) unidas por ligagdo do tipo a-(1—4) (VORAGEN
et al., 2009). RG-I é o unico dominio n3o formado por
homogalacturonanas, constituido por uma cadeia principal de repeti¢des
de dissacarideos (o-1,4-D-AGalp—a-1,2-L-ramnopiranosil (Ramp)),
onde os residuos de Ramp podem ser substituidos por cadeias laterais de
galactana [(-(1—4), arabinana ramificada e/ou arabinogalactana
(VINCKEN et al., 2003). O dominio RG-II, diferentemente do RG-I, ¢
uma regido altamente conservada entre as plantas vasculares
(MATSUNAGA et al., 2004; O’'NEILL et al., 2004). E composto de uma
cadeia principal de HG e quatro cadeias laterais poliméricas
estruturalmente diferentes, consistindo em acgucares raros, como, por
exemplo, apiose, 2-O-metil-L-fucose e 2-O-metil-D-xilose (YAPO,
2011).

As pectinas s3o polissacarideos biodegradaveis, biocompativeis e
nao-toxicos que as tornam biomateriais de interesse para uma variedade
de aplicacdes industriais, como na formulagdo de produtos farmacéuticos,
cosméticos, nutracéuticos e em embalagens de alimentos (NAGGAR et
al., 1992; SUNGTHONGIJEEN et al., 1999). Por sua vez, as
hemiceluloses t€m sido utilizadas em revestimentos e aditivos na
fabricagdo de papéis e como termoplasticos, além de aplicagdes
farmacéuticas e cosméticas (FREDON et al., 2002; JAIN; SIOSTEDT;
GLASSER, 2000). Ambos os polimeros diferem em sua estrutura quimica
e composicdo de acordo com as espécies vegetais das quais sdo
originarios, apresentando propriedades fisico-quimicas distintas (CHAN
et al., 2017; SJOSTROM, 1993). Essas diferengas podem afetar as
propriedades funcionais desses polissacarideos e, portanto, sua
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caracterizagdo em novas fontes fornece subsidios para melhorar os
produtos existentes e/ou o desenvolvimento de novas aplicagdes.

A pectina estd presente em um grande numero de espécies vegetais,
no entanto suas fontes sao limitadas. As principais fontes comerciais sdo
cascas de frutas citricas, baga¢o de maga e polpa de beterraba-sacarina
(beterraba branca) (NAQASH et al., 2017). Enquanto isso, hemiceluloses
tém sido obtidas de diferentes residuos agricolas, como palha de trigo,
hastes de milho e bagago de cana-de-agucar, entre outros que foram
investigados para fins de producdo de combustiveis, produtos quimicos e
materiais (SUN et al., 2004, 2005a; SVARD; BRANNVALL; EDLUND,
2015; XIAO; SUN; SUN, 2001). No entanto, outras espécies de plantas
podem potencialmente ser exploradas para produzir esses
polissacarideos, especialmente a partir de residuos industriais locais. A
mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma espécie nativa do Brasil,
cultivada em varios paises tropicais para a produgo de farinha e fécula.
O processamento de suas raizes para a producdo de fécula origina grandes
quantidades de um residuo sdlido denominado bagaco. Essa biomassa
residual ndo possui valor econémico e seu descarte inadequado pode
causar problemas ambientais, além do desperdicio de uma biomassa rica
em amido e polissacarideos com eventuais atividades bioldgicas (por
exemplo) de interesse para a industria.

Nesse sentido, a literatura cientifica registra alguns trabalhos que
investigaram o bagaco de mandioca (BM) como fonte de nanofibras de
celulose (LEITE; ZANON; MENEGALLI, 2017) e seu efeito prebiotico
(BUSSOLO DE SOUZA et al., 2014), por exemplo. Entretanto, ndo ha
estudos prévios que caracterizem quimicamente as fracdes pécticas e
hemiceluldsicas dessa biomassa que, além de serem potencialmente uma
nova fonte de obtengdo desses polimeros, podem também elucidar suas
caracteristicas composicionais e estruturais. Diante desse cenario, a
hipotese do presente trabalho é de que o BM possui fragdes de
polissacarideos com perfis qualitativos e/ou quantitativos que oscilam de
acordo com as diferentes safras agricolas. Assim, este trabalho teve como
objetivo caracterizar quimicamente as fragdes da parede celular de
pectina e hemicelulose do BM, a fim de identificar novos polissacarideos
com eventuais propriedades quimicas de interesse para o
desenvolvimento de produtos bionanotecnoldégicos.



76

3. MATERIAL E METODOS
31 Material e bagaco de mandioca (BM)

Todos os produtos quimicos utilizados neste estudo foram de grau
analitico. O BM foi fornecido pela agroindustria Fecularia Machado
localizada no sul do Brasil (29° 06° 50” S, 49°37” 00” W, 15 m de altitude
- cidade de Sombrio, Santa Catarina) e colhido nas safras 2014/2015 e
2015/2016. As amostras de BM foram levadas ao Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal no mesmo dia da coleta e secas em
estufa com ventilagdo forcada a 45 °C, por 48 h. Apos a secagem, as
amostras foram armazenadas a -20°C.

3.2 Caracterizacio do BM bruto
3.21 Composicio centesimal

Os teores de fibra alimentar (solavel e insolavel - método AOAC
991.43), amido resistente (método AOAC 991.16), amido (método
AOAC 996.11) e proteina total (total N x 6.25 - método AOAC 991.20)
foram determinados seguindo as metodologias da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005). Cinzas, lipidios, umidade e
substancias volateis a 105 °C foram analisadas de acordo com as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). Os valores das variaveis
descritas acima foram expressos em g/100 g de peso seco de BM.

3.2.2 Difracdo de raio-X (DRX) e indice de cristalinidade
Ic

Os difratogramas de raio-X das amostras foram obtidos em
difratometro de raios-X (X-ray Powder X Pert PRO Multi-Purpose Pan
Analytical, Holanda), junto ao Laboratorio de Difracdo de Raios X,
LDRX) da UFSC. As amostras foram escaneadas com radiacdo Cu Ka
(A= 1,5418A), atuando na faixa angular 2 0 de 4-50°. A variagdo 2 0 foi
empregada com um passo de 0,334° ¢ intervalo de tempo de 10 s,
operando em condigdes de 45 kV e 40 mA. O IC relativo foi determinado
e adaptado conforme descrito por Hayakawa et al. (1997). As linhas de
base da area total do difratograma, bem como dos picos cristalinos para o
calculo da integral das areas amorfas e cristalinas, foram definidos
utilizando o software OriginPro8 SR4. O IC foi calculado usando a
seguinte equacgéo 1:
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(1) IC(%) = (Ac/(Ac + Aa))100

Onde /C (%) corresponde ao indice de cristalinidade, Ac ¢ a area
da regido cristalina e Aa a area da regido amorfa.

3.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras de bagaco e dos seus granulos de amido
residuais foi obtida por MEV, no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. Para tal, amostras (~10 mg, peso seco)
foram depositadas em fita adesiva dupla face de carbono e transferidas
para um suporte de aluminio (stub). Posteriormente, as amostras foram
recobertas com uma camada fina de ouro, usando polarina E5001, e
visualizadas (ampliagdes de 25, 130, 200, 500 e 1000X) em um
microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV operando a 15
Kv.

3.24 Microscopia de luz (ML) - andlises anatémicas e
citoquimicas

Amostras da biomassa em estudo foram emblocadas com meio de
inclusdo para espécies em congelamento (Tissue-Tek®), a -25 °C, em
micrétomo equipado com aparelho criostato (Leica modelo CM 1850 UV
- Laboratorio Multiusudrio de Estudos em Biologia - LAMEB). As
seccoes (espessura de S5um) foram dispostas em laminas previamente
gelatinizadas para analise citoquimica utilizando azul de toluidina (ATO,
0,25%, m/v) para deteccdo de polissacarideos acidos (Gordon &
McCandless, 1973), azul brilhante de Coomassie (CBB) para
identificagdo de proteinas (GAHAN, 1984), e lugol para coloragido de
granulos de amido (Johansen, 1940). As se¢des foram montadas entre a
lamina e a laminula com uma gota de agua destilada. O material foi
analisado e fotografado em microscopio de luz (Olympus BX41 - Japao).

33 Composicado quimica das fracdes pécticas e
hemicelulésicas da parede celular do BM

331 Extracio de pectina e hemiceluloses

3.3.1.1 Remoc¢ao de amido
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Amostras (50 g, peso seco) de BM foram adicionadas a 3V de uma
solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) a 90% (v/v) e incubadas a 25 °C/26
h, sob agitacdo. A biomassa foi posteriormente transferida a um banho-
maria (40 °C/35 min) e centrifugada (4.000 rpm/10 min/25 °C)
(MARASCHIN et al., 2000). O sobrenadante obtido, isto ¢, a fragdo de
amido, foi descartada e o residuo (R1) coletado, seco em estufa (50 °C-
peso constante) e posteriormente pesado.

3.3.1.2 Extracio de pectina

Ao R1 (40 e 3749 g, safras 2014/2015 e 2015/2016,
respectivamente), 3V de solucdo de oxalato de aménio (0,5%, w/v) foram
adicionados e incubados por 2 h, a 60 °C. A biomassa foi centrifugada
(4.000 rpm/10 min/25 °C), gerando o residuo (R2) e o sobrenadante (S2
— frag@o péctica). R2 foi seco em estufa (50 °C) até peso constante,
enquanto a S2 foram adicionados 3V de etanol (92,8 GL), seguido de
incubag@o durante 3 dias, a 4 °C para formar um floculado péctico. O
floculado foi recuperado por centrifugagdo (4.000 rpm / 10 min / 25 °C),
adicionado com algumas gotas de acetona e armazenado a 8 °C para
posterior analise (MARASCHIN et al., 2000).

3.3.1.3 Extracao de hemicelulose

A extracdo das fracdes hemiceluldsicas foi realizada de acordo
com os protocolos de Selvedran, Stevens e O’Neill (1985) e Selvendran
e O’Neill (1987), com modificagdes. Assim, 3V de hidroxido de potassio
(KOH 1 M e 4 M) foram sequencialmente adicionados as fragdes R2
(35,16 ¢ 33,88 g, safras 2014/2015 e 2015/2016, respectivamente), apds
incubacdo (48h/25 °C) e adigdo de 100 mg de boroidreto de sodio
(NaBH4) para recuperacgao total da fracdo hemiceluldsica. A biomassa foi
centrifugada (4.000 rpm/10 min/25 °C), gerando o residuo (R3) que foi
seco em estufa (50 °C, peso constante), sendo o sobrenadante (S3)
coletado. Ao S3 adicionou-se acido acético glacial até pH 5,25-5,36,
seguido de incubacdo (4 °C, overnight), centrifugacdo (4000 rpm/10
min/25 °C) e recuperacdo do residuo correspondente a fragdo
hemiceluldsica A. A essa fragdo foram adicionadas trés gotas de acetona,
seguido de armazenamento em geladeira, a 4 °C. Por sua vez, o
sobrenadante foi adicionado de 3V de etanol (92,8 GL), incubado (4 °C,
overnight) e centrifugado (4000 rpm / 10 min / 25 °C). O sobrenadante



79

foi descartado e o residuo correspondente a fracdo hemiceluldsica B foi
coletado, adicionado de trés gotas de acetona e armazenado (4 °C).

3.3.2 Hidrdlise quimica das fracdes pécticas e
hemicelulésicas A e B (1 M e 4 M)

Amostras (20 mg) das fragdes de interesse foram hidrolisadas com
750 pL de acido trifluoroacético 2 M (TFA) em vials selados, a 100 °C/6
h. A reacdo foi bloqueada em banho de gelo (30 min) ¢ o TFA removido
em centrifuga a vacuo, conforme descrito por Maraschin et al. (2000).

333 Derivatizagao

Amostras (~10 mg) de cada fracéo hidrolisada foram convertidas
aos seus persilil derivados pela adigdo de 0,1 ml de piridina e 0,1 ml de
BSTFA [N, O-bis-(trimetilsilil)-trifluorocetamida, Sigma-Aldrich, MO -
EUA], seguido de incubagdo a 70 °C/20 min, com agita¢ao ocasional em
vortex (FONTANA et al., 1988). O mesmo procedimento foi realizado
para os padrdes analiticos (Sigma-Aldrich, MO - EUA), acido D-
glucuronico, acido D-galacturénico, D-galactose, D-glucose, D-manose,
L-arabinose, L-fucose, L-ramnose, D-xilose ¢ D-frutose.

334 Cromatografia gasosa (GC-FID)

Amostras (1 pl) dos persilil derivados foram injetadas em
cromatografo a gas (Shimadzu GC 2014), equipado com uma coluna

capilar de vidro (Restek, 30 m x 0,25 mm ¢ interno e 0,25 pm de
espessura), com um programa de temperatura de 2 min a 60°C, seguido
de aquecimento a 17 °C/min a 280 °C, durante 10 min. As temperaturas
do injetor e do detector (FID) foram de 180 °C e 300 °C, respectivamente,
usando N, como gas carreador (20 Psi, 1,0 ml/min) e fenil-[J-D-
galactopiranosideo (5 mg/ml) como padrao interno (MARASCHIN et al.,
2000).
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3.3.5 Analises de acidos uronicos

o teor de acido urdnico foi determinado
espectrofotometricamente, seguindo o protocolo de Blumenkrantz e
Asboe-Hansen (1973), utilizando o 4cido D-galacturénico como padrao.

3.3.6 Massa molecular da pectina

A massa molecular da fragdo péctica foi determinada por
cromatografia por exclusdo de alta eficiéncia (Infinity System, Agilent,
CA, USA), acoplada a detector de indice de refragdo (30 °C) e um sistema
de quatro colunas em série (PL-aquagel-OH - 60, 50, 40 ¢ 30, 300 x 7.5
mm), conforme previamente descrito por Castro-Alves et al. (2016).
Como fase moével uma solugcdo 0,1 M de NaNO3/0,002% NaN; foi
utilizada com fluxo de 0,7 ml/min, a 25 °C. Como padrdes de massa
molecular foram usadas dextranas (5-20000 kDa).

3.3.7 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio
com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise por espectroscopia FTIR das amostras de BM e das
fragdes de pectina ¢ hemicelulose A ¢ B (1 M e 4 M) (~10 mg, peso seco),
das safras 2014/2015 e 2015/2016, foi realizada em um espectrometro
Bruker IFS-55 (Modelo Opus v. 5.0, Bruker Biospin, Alemanha),
equipado com um detector DGTS e sistema de reflexdo inica (angulo de
45° de incidéncia) com acessorio de atenuacdo da refletdncia total ATR
(golden gate). Cinco espectros/amostra foram coletados em uma janela
espectral de 4000 a 400 ondas.cm, com resolugdo de 4 ondas.cm™. Os
dados espectrais foram analisados utilizando o software Essential FTIR
(v3.50.075), considerando a delimitagdo da janela espectral de interesse
(3.000-600 ondas.cm’), a corre¢do da linha de base, normalizagdo ¢ a
otimizac¢ao da relagdo sinal/ruido.

3.3.8 Espectroscopias de "TH-RMN e 3C-RMN

As analises por espectroscopia de RMN de 'H e "3C foram
realizadas conforme previamente descrito por Maraschin et al. (2000).
Para isso, amostras liofilizadas (~100 mg) das fra¢cdes hemicelulosica
IM-A e péctica foram solubilizadas em 2 ml de DMSO-ds ¢ D,O
respectivamente, seguido de centrifugacdo (4.000 rpm/15 min) e
recuperagdo do sobrenadante para posterior analises de RMN de 'H e '3C.
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3.3.8.1 Determinacido do grau de metil-esterificacdo (GM)
da pectina

Utilizou-se a espectroscopia de 'H-RMN para calcular o GM das
amostras pécticas, como previamente descrito por Grasdalen, Bakoy e
Larsen (1988). O GM foi obtido a partir da equagao 2:

(2) GM(%) = (IA — IB/IA + IB)100

Onde GM (%) corresponde ao grau de metil-esterificagdo, /4
refere-se a soma das intensidades dos sinais de ressonancia de H-1 de
todas as unidades de AGal esterificadas (~ & 4,94 ppm) ou ndo (~ d 5,12
ppm) e de H-5 de todas as unidades de AGal esterificadas (~ 6 5,06 ppm),
e IB refere-se a intensidade dos sinais de ressonancia das unidades AGal
de H-5 ndo esterificadas (~ 6 4,91 ppm).

3.3.9 Analises estatisticas

A estatistica descritiva foi apresentada na forma de média e desvio
padrdo. Aos dados com distribui¢do gaussiana aplicou-se teste ¢ de
Student (P< 0,05). As analises estatisticas foram realizadas com o suporte
dos programas de Bioestat (v. 5.3), Excel (Microsoft Office, 2016) ¢
GraphPad Prism (v. 5.01).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizaciao quimica do BM
4.1.1 Composicao centesimal

A Tabela 1 mostra a composi¢ao centesimal do BM coletado nas
duas safras em estudo. Embora seja uma biomassa residual oriunda do
processo de extragdo de fécula, o contetido de amido detectado se mostra
elevado, sugerindo a necessidade de melhorias na tecnologia adotada pela
industria para recupera-lo a partir de raizes de mandioca.

Tabela 1- Composigdo centesimal (g/100 g peso seco) de bagaco de mandioca.

Safras

2014/2015 2015/2016
Lipidios <0,5 <0,5
Proteinas 1,70b+0,05 1,902+0,01
Amido 45,20°+0,14 47,20°+0,20
Cinzas 1,900+ 0,02 2,100+ 0,02
Umidade 5,60%+0,04 4,80°+0,07
Fibra soliivel 3,00°+0,07 9,80%+1,06
Fibra insoluvel 35,602+0,14 30,20b+1,63
Amido resistente 5,202+0,14 0,10°+0,01

] etras distintas sobrescritas comparadas horizontalmente denotam diferengas
estatisticamente significativas entre as amostras coletadas em diferentes safras
(Teste ¢ de Student - P < 0,05). Os valores estdo expressos em média + desvio
padrdo (n = 2, exceto cinzas ¢ umidade onde n=3).
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4.1.2 Difracio de raio-X

Perfis de difratograma de raios-X semelhantes de BM foram
detectados para as amostras das safras investigadas (Figura 1). A analise
de DRX sugere que a biomassa apresenta uma estrutura semi-cristalina,
devido a seus principais componentes amorfos como a lignina,
hemicelulose, pectina, amilose e fragdes de celulose, bem como aqueles
resultantes de seus componentes cristalinos, e.g., a amilopectina e a
celulose. Esses resultados corroboram o observado por Edhirej et al.
(2017).

Figura 1 - Difratograma de raio-X do bagago de mandioca de amostras coletadas
nas safras 2014/2015 (a) e 2015/2016 (b).
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Os indices de cristalinidade (IC) foram de 24,26% e 21,24% para
as amostras coletadas nas safras 2014/2015 e 2015/2016,
respectivamente. Esses resultados assemelham-se ao observado por
Edhirej et al. (2017), 22,5%, mas diferem daqueles encontrados por Leite
et al. (2017), 46%, ambos em BM. Tais discrepancias podem ser
explicadas levando-se em consideragdo os conteudos distintos dos
componentes amorfos e cristalinos das raizes de mandioca processadas a
extragdo de amido. Sabe-se que as agroindustrias processam as raizes de
muitas cultivares de mandioca, de varios agricultores, e que essas plantas
eventualmente crescem sob condi¢des distintas de solo e clima. Tal
cenario ajuda a explicar os valores contrastantes do IC reportados na
literatura para a biomassa investigada. Além disso, de acordo com o
objetivo industrial em usar as raizes de mandioca, tratamentos quimicos
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como a hidrélise acida podem ser adotados para remover compostos
amorfos, aumentando assim o IC (ELANTHIKKAL et al., 2010).

4.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A MEV foi utilizada para investigar a morfologia e a anatomia do
BM. De maneira geral, essa biomassa residual ¢ tipicamente caracterizada
pela presenca abundante de granulos de amido, bem como tecidos
parenquimatico, esclerenquimatico e elementos de vasos (Figura 2).

A raiz de mandioca é formada principalmente pelo xilema e,
portanto, as estruturas visualizadas em MEV sdo aquelas que compdem
os elementos de vaso, tecido parenquimatico e células esclerenquimaticas
(fibras). Assim, apds o processamento do amido, a biomassa foi
encontrada com tecidos e/ou células dispersas e desorganizadas em
relagdo a estrutura original da raiz, sendo que alguns desses ndo puderam
ser analisados em suas caracteristicas anatdmicas devido aos danos
causados na agroindustria, ou mesmo na trituragdo das amostras em
laboratério. Em decorréncia da necessidade de expor o amido para
aumentar a extracdo, o cisalhamento dos tecidos ¢ inevitavel.
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Figura 2 - Micrografia eletronica de varredura do bagago de mandioca em
estudo. a-c. Tecido parenquimatico com granulos de amido (seta). d. Detalhe de
um elemento de vaso. e-f. Elementos de vaso com tecido parenquimatico
(estrelas). g. Detalhe dos granulos de amido. h. Células esclerenquimaticas (seta).
i. Detalhe das células esclerenquimaticas.

Escala: 25 pm.
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A analise anatdmica permitiu observar células parenquimaticas
com reserva de amido com granulos praticamente intactos (Figura 2 a-c).
Especula-se que tal fato possa explicar em alguma extensdo os altos
valores de contetidos de amido encontrados no residuo em estudo (Tabela
1), mesmo ap6s um intenso processo industrial que visa Unica e
exclusivamente extrai-lo. Cereda (1994) pondera que certas tecnologias
usadas pelas fecularias para extrair o amido das raizes de mandioca
contribuem para diminuir o rendimento de recuperagdo desse
polissacarideo.

Além de alguns granulos de amido esparsos e fibras, isto ¢, células
esclerenquimaticas (Figura 2 h-i) encontradas com menor frequéncia no
BM, também foi possivel visualizar elementos de vaso preservados
(Figura 2 d-f). Esses resultados sugerem que a persisténcia de parénquima
aderidos aos elementos de vaso resulta da resisténcia mecanica da parede
celular secundaria deste Gltimo, que mantém ambos unidos no xilema, ao
contrario do tecido parenquimdtico do cértex que ndo possui tais
estruturas.

De fato, os detalhes da morfologia da raiz intacta de M. esculenta
demonstrados por Naconsie et al. (2016) e Medina et al. (2007)
evidenciam o tamanho do parénquima do xilema que constitui o principal
elemento de reserva e ocupa um grande espago nas raizes, provavelmente
originando essas estruturas parenquimaticas aderidas aos elementos de
vaso. As células do parénquima cortical também acumulam granulos de
amido (MEDINA et al., 2007), mas pela auséncia dos elementos de vaso
sugere-se que clas se desfacam mais facilmente entre o emaranhado de
estruturas esparsas no BM.

4.1.4 Microscopia de luz

Paralelamente a analise de MEV, as caracteristicas anatomicas do
BM também foram estudadas usando protocolos citoquimicos e
microscopia de luz. Numa primeira abordagem, o reagente lugol (Figura
3 a-b) foi usado para detectar granulos de amido em amostras coletadas
nas safras 2014/2015 e 2015/2016. Sugere-se que os granulos de amido
observados provém do parénquima do xilema secundario e também do
cortex, ainda que minoritariamente, como observado por Naconsie et al.
(2016) em raizes de mandioca intacta e jovem (90 dias). De outra forma,
na por¢ao central, i.e., xilema primario, os granulos de amido detectados
foram menores, ou ainda ausentes.

As amostras também foram coradas com azul de toluidina (ATO)
para estudar as estruturas dispersas do BM com base nas diferencas do
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tipo de parede celular. Assim, células com paredes celulares secundarias,
como as esclerenquimaticas e os elementos do vaso, reagem com o ATO
manifestando uma coloragdo azul claro, evidenciando a presenca de
lignina. Por sua vez, as células com paredes primarias, como o tecido do
parénquima, coradas com ATO, revelam uma coloragdo purpura
associada a presenga de pectinas (Figura 3c-d) nas amostras das duas
safras investigadas.

As raizes de mandioca sdo conhecidas por seu baixo conteudo em
proteinas e, consequentemente, as biomassas residuais analisadas para
ambas as safras revelaram uma pequena quantidade dessas
macromoléculas quando coradas com azul brilhante de Coomassie
(Figura 3 e-f), corroborando com os resultados de sua composigdo
quimica (Tabela 1).
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Figura 3 - Fotomicrografias de sec¢des do bagaco da raiz de mandioca de
amostras coradas com Lugol (a, b), ATO (c, d) e CBB (e, f) - safra 2014/2015 (a,
¢, €) e da safra de 2015/2016 (b, d, f). a-b. Detalhe das células parenquimaticas com
vasta presenca de granulos de amido em todas as amostras (setas); ndo se observam
diferencas na distribuicdo desses granulos entre as duas safras. c-d. Detalhe das
paredes celulares das células parenquimaticas evidenciando a presenga de pectinas em
todas as amostras (setas); ndo se detectam diferengas na distribui¢do da pectina entre
as duas safras. e-f. Detalhe das células parenquimaticas e dos elementos de vaso do
xilema com presenga de proteinas (setas), nota-se maior concentracdo de proteinas
nas amostras da safra de 2015/2016 (f).
Safra 2014/201
e

Safra 2015/2016
el i
%

%

Legenda: EV- elemento de vaso. Escala: 50 pm.
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4.2 Composicado quimica das fracdes pécticas e
hemicelulésicas da parede celular do BM

4.2.1 Rendimento de extra¢ao, massa molecular e CG-FID

O protocolo de extracdo adotado a recuperacao dos polissacarideos
da parede celular revelou a pectina e a fragdo acida da hemicelulose IMA
como os principais constituintes do BM, independentemente da safra
amostrada (Tabela 2).

Tabela 2- Rendimento (%- peso seco) de fragdes de polissacarideos extraidas
de amostras de bagago de mandioca coletadas nas safras 2014/2015 e
2015/2016.

Fracoes Safra 2014/2015 Safra 2015/2016
Pectina 2,42 3,14
1MA® 2,04 3,34
IMB* 0,14 0,16
4MA° 0,10 0,24
4MB"° 0,68 0,74

*Fragdes de hemicelulose obtidas por extragao alcalina: IMA e IMB (KOH
1 M, fragdes A e B) e 4AMA e 4MB (KOH 4 M, fracdes A e B).

E importante salientar que o tratamento da biomassa residual (R4)
com KOH 5 M produziu quantidades insignificantes de hemiceluloses da
parede celular (dados ndo apresentados).

Adicionalmente, a analise cromatografica revelou a existéncia de
um Unico pico na fragdo péctica com massa molecular de 13 kDa.

A andlise de CG apresentou perfis quantitativos de
monossacarideos, que compdem as fragdes de pectina e hemiceluloses,
mais propensos a variagdo quando comparados aos qualitativos
analisados em cada safra (Tabela 3). Essa informagao fornece subsidios
para eventuais aplicagdes biotecnologicas desses polissacarideos, uma
vez que suas propriedades funcionais dependem principalmente de suas
estruturas quimicas.
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Tabela 3- Concentracdo (mg/ml) e porcentagem (%) de mondmeros detectados por andlises em CG-FID em fracdes de
polissacarideos da parede celular do bagago de M. esculenta Crantz.

Amostras Glu Ram Fuc Xil Ara Man Gal AGal Others
Pectina 0,49 + 0,08 0,01°+ 0,001 0,30°+ 0,02 0,14° + 0,005 0,92* £0,12 3,70° £ 0,25 13,89+ 0,93 18,33+ 1,63 22.8
2015™ (1,00) (0,03) (0,62) (0,29) (1,88) (7,56) (28,40) (37,45)
Pectina 0,29* + 0,04 1,66*+ 0,13 1,21+ 0,09 0,38+ 0,02 0,64* +0,04 5,428+ 0,43 3,50+ 0,23 3,75 £ 0,31 48.5
2016" (0,98) (5,64) (4,10) (1,30) (2,16) (18,38) (11,87) (12,71)
IMA 2015™ 0,27+0,12 0,26° + 0,001 nd n.d 0,13 + 0,002 10,08% + 0,003 n.d 43,07°+ 0,34 55.71
(0,22) (0,23) (0,10) (8,34) (35,63)
IMA 2016" nd 1,47* + 0,004 0,27 +0,12 nd 0,35% £0,001 8,56 0,07 nd 8,65 £ 0,06 56.1
3,57) 0,22) (0,86) (20,84) (21,05)
IMB 2015™ nd nd 2,83+ 0,67 nd n.d 5,43+ 1,30 1,94 + 1,03 1,82+ 0,39 74.47
(4,40) (11,23) (2,22) (2,84)
IMB 2016" n.d 1,67 £ 0,07 2,832+ 0,67 nd 0,52 £0,03 8,73 £ 0,40 n.d 8,10°+ 0,34 56.42
(4,00) (4,40) (1,24) (20,95) (19,45)
4MA 2015™ nd 0,06 + 0,004 0,51* £0,01 nd n.d 1,72* + 0,03 7,12+0,17 7,56 + 0,27 17.59
(0,28) (2,50) (8,39) (34,64) (36,88)
4MA 2016" n.d 0,127 + 0,002 0,26 + 0,03 + n.d 0,78 >+ 0,01 1,6%+0,02 1,41°+0,04 33.84
(1,86) 0,002 (4,22) 0,0002 (0,54) (12,70) (25,86) (22,84)
4MB 2015™ n.d nd 0,30°+ 0,13 nd n.d 5,281+0,78 4,47°+0,14 3,70° £ 0,01 67.44
(0,70) (12,52) (10,58) (8,76)
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4MB 2016 nd 0,720,001  042°+0,006 0,28+ 0,003 0,220,016 4,99+ 0,13 5,67+ 0,31 6,63%+ 0,13 36.71
(2,51) (1,45) (0,98) (0,75) (17,36) (19,70) (23,05)

L etras distintas sobrescritas comparadas verticalmente denotam diferencas estatisticamente significativas entre os mondmeros de
cada fragd@o (Teste 7 de Student, P < 0,05). Os valores estdo expressos em média + desvio padrao (n= 2). n.d = ndo detectado; Glu =
D-glucose/TR (tempo de retencdo-min) = 14,3min, Ram= L-Ramnose/TR=12,5min, Fuc = L-fucose/TR= 12,7min, Xil = D-
xilose/TR= 13,0min, Ara = L-arabinose/TR= 12,30min-12,31min, Man = D-manose/TR= 13,7min, Gal = D-galactose/TR=
14,1min. e AGal = acido D-galacturénico/TR= 14,6min. ™safras 2014/2015 e "2015/2016.
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A pectina da safra 2014/2015 apresentou o acido D-galacturdnico,
D-galactose e D-manose, como primeiro, segundo e terceiro constituintes
majoritarios, respectivamente, sugerindo que o primeiro monomero esteja
relacionado aos dominios HG, RG-I e RG-II da cadeia principal, enquanto
a D-galactose e D-manose compoem principalmente as cadeias laterais de
RG-I, formando galactanas e/ou combinagdes com outros mondmeros
identificados, e.g., D-arabinose. Além disso, a detec¢do de L-ramnose
provavelmente esta relacionada a formagdo das repetigdes de
dissacarideos a-(1—2)-L-ramnose-a-(1—4)-D-AGal presentes em RG-I
(CAFFALL; MOHNEN, 2009). Isso porque, os residuos de L-ramnose
podem representar mais de 30% da molécula de pectina e, desse total,
estima-se que 50-78% esteja localizado no dominio RG-I (RENARD;
CREPEAU; THIBAULT, 1995; RENARD; THIBAULT, 1996).
Todavia, de encontro a literatura cientifica, a pectina dessa safra nao
apresenta mais de 6% de residuos de L-ramnose, conforme pode ser
visualizado na Tabela 3. Adicionalmente, € em menor extensdo, a
detecgdo de L-fucose pode estar relacionada principalmente a ligacao de
RG-II e agucares raros.

Diferentemente do cendario anterior, a pectina da segunda safra
apresentou D-manose, acido D-galacturonico e D-galactose, nessa ordem
respectivamente, como constituintes majoritarios. Dessa forma, essa
estrutura destoa ndo somente em relagdo a primeira, mas também em
relacdo aos modelos descritos na literatura, que indicam as cadeias
principais de pectina formadas, principalmente, por acido D-
galacturdnico, sugerindo assim a necessidade de maior investigacao,
inclusive em novas safras a fim de comparagdo e confirmacao de tipos
distintos de pectina em M. esculenta.

As hemiceluloses sdo polissacarideos muito distintos
estruturalmente e em suas propriedades fisico-quimicas (SCHELLER;
ULVSKOV, 2010). De fato, os resultados de CG analisados para as
fragdes hemiceluldsicas revelaram que os monossacarideos majoritarios
sd0 os mesmos, em geral adcido D-galacturénico e D-manose para as
fragdes IMA e IMB e, para 4MA e 4MB, além desses mondmeros citados
também foi detectada a presenga de D-galactose em todas as safras. No
entanto, ndo foi possivel confirmar um padrio de estrutura quimica para
as fragdes desses biopolimeros pois, por exemplo, na fracdo 1MA a
propor¢do entre AGal e D-manose é de aproximadamente ~4:1 na
primeira safra, enquanto na segunda é de 1:1 (Tabela 3). Nas fracdes
4MB, por exemplo, na primeira safra a concentracdo de D-manose é
maior, enquanto na segunda safra o AGal estd em maior quantidade e a
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D-manose ocupa a terceira posicao, indicando possivelmente a presenca
de diferentes estruturas de hemiceluloses em cada safra.

Adicionalmente, esses resultados sugerem padrdes estruturais
distintos daqueles relatados na literatura, onde xiloglucanas, xilanas,
mananas, glucomananas e glucanas sdo os tipos de hemiceluloses
comumente encontrados em plantas terrestres (SCHELLER; ULVSKOV,
2010). Assim, devido a falta de um padrao entre as fracdes nas diferentes
safras estudadas, consequentemente nio foi possivel classifica-las e isso
ocorre, pois a estrutura das hemiceluloses apresenta grande variagdo entre
as espécies vegetais e o tipo de tecido (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
Em conjunto, esses resultados demonstram o ineditismo sobre a
caracterizagdo desses polissacarideos em amostras de raizes de M.
esculenta.

4.2.2 Teor de acidos uronicos

A andlise por espectrofotometria UV-vis do contetido de acidos
uronicos (Figura 4), um dos principais constituintes em todas as fra¢des
analisadas, corroborou com os resultados dos perfis cromatograficos
(CG-FID, Tabela 3), exceto pela fracdo de 4MB (resultados nao
conclusivos).
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Figura 4 - Quantificagdo de 4cido D-galacturonico de fragdes de pectina e
hemiceluloses de parede celular de bagaco de mandioca obtidas por extragdo
alcalina: IMA e IMB (A e BKOH 1 M) ¢ 4MA (A KOH 4 M).
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Os resultados estdo representados em valores de média = desvio padrao (n=3).

4.2.3 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio
com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise espectroscopica do FTIR permitiu obter um melhor
entendimento sobre as estruturas quimicas do BM e suas fracdes
polissacaridicas da parede celular ao longo das safras estudadas. Além
disso, foi possivel detectar eventuais alteragdes na estrutura dos polimeros
da parede celular ap6s sua extragdo em relagdo ao bagaco.

Os espectros de FTIR de pectinas (Figura 5) das safras em estudo
apresentaram  perfis quimicos semelhantes. Bandas tipicas
correspondendo aos grupos carboxilas metil-esterificados (-COOCH3) e
nao-esterificados (-COQO") foram detectadas em ~1742 cm™ e ~1625 cnv
(LOPES et al., 2017), respectivamente, ¢ estdo relacionadas as cadeias
principais de galacturonanas que compdem as pectinas. Esses resultados
corroboram com aqueles encontrados nas analises cromatograficas, que
evidenciaram o acido D-galacturdnico como um dos principais
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constituintes para a maioria dos polissacarideos da parede celular
investigados.

Os polissacarideos tém uma regido de fingerprint na faixa de 1200-
1000 cmr, onde as vibragdes do anel se sobrepdem ao grupo lateral (C-
OH) e 4 ligagdo glicosidica (C-O-C) (KACURAKOVA et al., 2000). Por
sua vez, os sinais em 1458-1419 cm representam flexao ou alongamento
em C-H e C-O (BRIGIDA et al., 2010). Na regido de fingerprint da
pectina, as bandas foram detectadas em 1151 cm, 1101 cm™ e 1022 cnn,
assim como em 1080 cm™ e 1046 cm, correspondendo as galactop e aos
constituintes das arabinof, respectivamente (KACURAKOVA et al.,
2000).

Os espectros de FTIR das fragdes hemicelulosicas corroboraram
com os resultados da analise cromatografica, demonstrando que o efeito
sazonal ndo alterou significativamente o perfil quimico desses polimeros,
com excec¢do da fragdo 4MB. Em geral, a fragdo 1MA diferiu apenas na
segunda safra, com um sinal de 1701 cm, correspondendo a grupos
4dcidos (SVARD; BRANNVALL; EDLUND, 2017). Enquanto a fragdo
4MA apresentou bandas em 1335 cm, 1318 cm™ e 1060 cm™ e, essas duas
ultimas reproduziram um sinal mais pronunciado e definido na segunda
safra. O aumento do sinal em 1060 cm™ pode estar relacionado a presenga
de D-xilose, conforme observado na Tabela 3. As bandas associadas
aquela pentose geralmente ocorrem em ~1043 cm™ (FERREIRA et al.,
2001), no entanto, o espectro de um polissacarideo ¢ determinado pela
composi¢do da sua cadeia principal, mas também ¢ fortemente
influenciado pelos componentes da sua cadeia lateral (KACURAKOVA
et al., 2000), os quais podem deslocar aquela banda e, neste caso, em uma
regido de fingerprint.
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Figura S - Espectros de FTIR de pectina (a) e de fragdes hemicelulosicas (1MA,
1IMB, 4MA e 4MB) (b) de amostras de bagaco de mandioca coletadas nas safras
(2014/2015 €2015/2016).

Safras:
—2014/2015

2015/2016

Absorbancia

3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm'!)

Absorbdncia

3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm )

*Refere-se & amostra B (KOH 4 M) da safra 2015/2016.

Por fim, o perfil espectroscopico de FTIR da hemicelulose 4MB
(safra 2015/2016) diferiu dos demais (Figura 5), com destaque a regido
entre 1457 cm e 1203 ¢cm € com o aumento do sinal em 1639 cn,
associado ao aumento de conteudo de acido D-galacturénico entre as
primeira e segunda safra, conforme revelado pela analise cromatografica
(Tabela 3).
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A literatura caracteriza as hemiceluloses de algumas espécies
vegetais como xilanas lineares e ramificadas, com ligagoes B-(1—4),
como a glucuronoxilana e arabinoxilanas (KACURAKOVA et al., 2000).
No entanto, as fragcdes hemiceluldsicas aqui investigadas apresentaram
teores muito baixos de D-xilose, sendo essa pentose detectada apenas nas
fracdes 4MA e 4MB, da safra 2015/2016. Esse resultado ¢ evidente na
analise dos espectros de FTIR devido a auséncia da banda a 1043 cmr,
tipica de polissacarideos ricos em D-xilose (FERREIRA et al., 2001). De
fato, as fra¢des hemiceluldsicas em estudo apresentaram o acido D-
galacturénico como um de seus principais constituintes, evidenciado
pelas bandas entre 1633-1642 cm' atribuidas aos grupos carboxilicos ndo-
esterificados (-COO") (LOPES et al., 2017) e aos sinais detectados em
1701 cm, 1719 cmr e 1732 cm” em 1MA (safra 2015/2016), 4MA (ambas
as safras) e IMB (safra 2015/2016), respectivamente. Sugere-se que tais
bandas estejam relacionadas aos grupos carboxila metil-esterificados
encontrados em ~1749 cm™ por Lopes et al. (2017), ou simplesmente a
grupos acidos em 1700 cm, conforme descrito por Svérd, Brannvall e
Edlund (2017).

Em geral, as fracdes pécticas e hemiceluldsicas apresentaram
sinais na faixa de 2917-2930 cm atribuidos ao estiramento C-H dos
grupos metoxi aromaticos e metileno (SUN et al., 2005b). Além disso, os
picos em 1625-1639 cm sdo indicativos da presenca de grupos
carboxilicos nao-esterificados (-COQO") caracteristicos do acido D-
galacturdnico que faz parte da cadeia principal de pectinas (LOPES et al.,
2017) e ndo comumente encontrados em hemiceluloses, cujas cadeias
principais sdo geralmente compostas por residuos de D-xilose, D-glucose
e D-manose (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Além disso, tem sido
relatado que as dicotiledoneas tém predominantemente paredes celulares
secundarias, com hemiceluloses compostas de cadeias laterais de acido
D-glucurdnico, isto é, os glucuronoxilanas, que sdo polimeros com
cadeias principais com unidades de D-xilose B-(1—4) e residuos de
glucuronosil e  4-O-metilglucuronosil com ligacdo  a-(1—2)
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Entretanto, contrariando esses
resultados, M. esculenta distinguiu-se em relagdo a estrutura quimica de
suas hemiceluloses, conforme observado nas analises cromatograficas e
espectroscopica (FTIR), aonde todas as fracdes apresentaram a banda em
~1639 cmr, corroborando a presenca do acido D-galactutonico como um
dos componentes principais.

A banda em 1373 cm™ ndo foi detectada nas fragcdes pectinica e
hemicelulosica 4MB (safra 2015/2016), sendo atribuida a unidades
condensadas de siringila e guaiacila associadas a lignina (CAI et al.,
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2010), demonstrando resquicios desse polimero que ndo foi
eficientemente removido durante o processo de extragdo alcalina.
Adicionalmente, bandas em ~1245 cmr, correspondentes aos grupos
carboxila e vibra¢des de C-O, também foram observadas (FERREIRA et
al., 2001), bem como a presenca de cadeias laterais de arabinosil
relacionadas ao sinal em 1154 cm™ (VAZQUEZ et al., 1997).

O efeito safra também ndo promoveu alteracdes significativas nos
perfis espectrais de FTIR das amostras de BM analisadas. Apenas dois
sinais distintos, em 2360 ¢ 2340 cm™ (ndo identificados), apareceram na
safra  2014/2015 e nd3o foram detectados na segunda safra.
Adicionalmente, a presenca das bandas em 1079 e 1019 cm™ podem estar
relacionadas ao amido residual presente na biomassa antes do processo
de extragdo com DMSO (DUFOUR, 2009).

A comparagdo dos perfis espectrais de FTIR do BM bruto e das
fragdes pécticas e hemicelulosicas permite visualizar claramente as
distingdes na regido em 1750-930 cm, que inclui as janelas espectrais de
fingerprint de polissacarideos, sugerindo que o processo de extracdo para
cada fragdo analisada foi eficiente.

4.2.4 Espectroscopia de RMN de 'H e 3C

As espectroscopias de RMN de carbono 13 e hidrogénio foram
aplicadas as fragdes pécticas e a hemicelulose 1MA, as quais
apresentaram os maiores rendimentos de extra¢ao nas safras em estudo.
Os espectros de RMN de 'H e '3C permitiram detectar sinais de correlagdo
C/H (dppm) da fragdo péctica associados ao C1/H1 (99,5/5,10 ppm e
100,0/4,96 ppm) de residuos de a-D-acido galacturdnico (AGalp) nao
esterificados e esterificados, respectivamente, C2/H2 (68,2/3,76 ppm),
C3/H3 (71,8/4,05 ppm), C4/H4 (78,7/4,46 ppm) e C5/HS (70,6/4,92 ¢
5,06 ppm), estes ultimos atribuidos a residuos ndo esterificados e
esterificados da cadeia principal com ligagdes a-(1—4)-AGalp,
respectivamente (CIPRIANI et al., 2009; PETERSEN et al., 2008). Além
disso, a correlagdo de C6/H6 também pode ser identificada com sinais em
6 60,7/3,74 ppm (ALBUQUERQUE et al., 2014) ¢ os sinais de C6 em o
174,9 e 173,6 ppm estdo relacionados aos grupos carboxila das unidades
de AGalp esterificado e ndo esterificado, respectivamente (MARCON et
al., 2005).

Os espectros de RMN da pectina também apresentaram correlagao
C1/H1 com sinais das extremidades redutoras em & 92,4/5,42 ppm [C1 —
a-(AGalp)] e C1/H1 em 8 96,4/4,63 ppm [B-(AGalp)], e indicam pectinas
de baixo peso molecular (PETERSEN et al., 2008) corroborando os dados
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de massa molecular apresentados anteriormente. Adicionalmente, foi
possivel detectar ressonancias em & 53,0/3,79 ppm atribuidas ao
grupamento carboxilico metil-esterificado do AGalp (KEENAN et al.,
1985). E, além disso, o sinal de H em 8 3,67 ppm ¢ atribuido aos prétons
do grupo metoxila a partir de unidades esterificadas de AGalp
(WINNING et al., 2007).

Confirmando os dados prévios das analises cromatograficas, foi
possivel detectar os sinais em & 4,61 ppm ('H), § 73,1/3,71 ppme & 4,13
ppm ('H), os quais foram atribuidos ao H1, C2/H2 ¢ H4 do residuo de D-
galactose (Galp) das cadeias laterais da pectina formadas por ligagdes -
(1—4) (DAVIS et al., 1990; NASCIMENTO; IACOMINI; CORDEIRO,
2016; TAMAKI et al., 2008). Além disso, as ressonancias em 6 72,9/3,89
ppm e 3,74 ppm ('H) foram atribuidas a C5/H5 e H6, respectivamente, do
residuo de a-D-Galp (ALBUQUERQUE et al., 2014).

O dominio RG-I da pectina consiste em uma cadeia principal de
repeticdes de  dissacarideos a-(1—2)-L-ramnose-a-(1—4)-D-AGal
(CAFFALL; MOHNEN, 2009). De fato, os residuos de L-ramnose,
detectados em baixa concentra¢do via CG-FID, foram confirmados via
espectroscopia de RMN por meio dos sinais dos protons H1 em & 5,34 ¢
H2 3,54 ppm (RONDEAU-MOURO; BULEON; LAHAYE, 2008)
sugerindo a presenca desse monomero em RG-I interceptando o acido D-
galacturdnico desse dominio nas fragdes pécticas de M. esculenta. Além
disso, a maioria dos residuos desse mondémero pode ser substituida na
posicdo C-4 por cadeias laterais de agucares neutros (MOHNEN, 2008),
por exemplo, por cadeias laterais de [B-(1—4)-galactana, arabinana
ramificada e/ou arabinogalactana (VINCKEN et al., 2003).
Adicionalmente, também ha possibilidade de substitui¢ao nas posi¢des C-
2 e C-3 e/ou C-4 por outros residuos como a D-glucose, D-manose, L-
fucose, D-xilose e acido D-glucurénico ligados covalentemente as
cadeias principais formando ramifica¢des (VORAGEN et al., 2009).

Assim, nas regides ramificadas, possivelmente a D-manose ¢
constituinte das cadeias laterais que forma as manogalactanas, ao lado de
outras ramificagdes como as galactanas, uma vez que a D-galactose se
mostrou como um dos componentes majoritarios nesse biopolimero,
havendo outros agucares neutros covalentemente ligados (L-arabinose, L-
fucose, D-xilose e D-glucose, e.g.), porém em menor concentracao.

Dessa forma, as ressonancias 'H/'3C em & 4,77 ppm, (HI),
71,8/4,12 ppm (C2/H2), 3,80 ppm (H3), 3,84 ppm (H4), 76,9/3,55 ppm
(C5/H5) e 3,95 ppm (H6) foram associadas aos residuos de D-manose
ligados em B-(1—4). Destaca-se que os protons H2, H3 e H6 possuem
sinais idénticos aqueles associados aos carbonos correspondentes aos
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mondmeros ramificados e ndo-ramificados em O-6, ndo sendo possivel
distingui-los. De outra forma, as ressonancias dos protons H1 e H4,
associados aos seus respectivos carbonos, permitiram sua identificagdo de
forma associada a estrutura ramificada do biopolimero neste mesmo
ponto (ALBUQUERQUE et al., 2014; RADJABI-NASSAB et al., 1984).

Em relagdo aos espectros de RMN de 'H e 3C da fragdo
hemicelulésica 1MA, foram detectados sinais tipicos do acido D-
galacturdénico e D-manose, confirmando os resultados das analises
cromatografica e espectroscopica (FTIR). Sinais de correlagdo C/H foram
encontrados em 6 100,1/5,11 ppm (C1/H1), 3,59 ppm (H3) e 3,88 ppm
(HS5) e associados aos residuos de o-(1—4)-AGalp (RONDEAU-
MOURO; BULEON; LAHAYE, 2008).

Adicionalmente, ligagdes B-(1—4) de residuos de D-manose com
ramifica¢cdes em O-6 foram identificadas com sinais 6 101,9 ppm (C1) e
74,06 ppm (C5) (ALBUQUERQUE et al., 2014). Além disso, as
ressonancias em & 75,6 ppm (C5) e 71,6 ppm (C2) foram atribuidas aos
residuos de manose B-(1—4) ndo ramificados (ALBUQUERQUE et al.,
2014; RADJABI-NASSAB et al., 1984). Albuquerque et al. (2014)
encontraram ressonancias de C3 coincidentes para residuos de D-manose
ramificados e ndo ramificados. Como os espectros do presente estudo
apresentaram sinais tnicos de 3C em § 72,73 ppm (C3), para ambas as
safras, ndo foi possivel fazer essa distingao.

Além disso, apesar da pequena quantidade de L-arabinose na
fragdo de hemicelulose 1MA (Tabela 3), foi possivel detectar uma
ressonancia em & 78,8 ppm atribuida ao C3 de ligagdes a-(1—5) de
arabinanas (RONDEAU-MOURO; BULEON; LAHAYE, 2008).

As pectinas podem ser parcialmente metil-esterificadas em CO,H-
6 e classificadas de acordo com o grau de metil-esterificagdo (GM).
Pectinas com baixa metoxilagdo (BME) apresentam valores <50%,
enquanto aquelas altamente metoxiladas (AME) situam-se acima de 50%
(LOPES et al., 2017). Assim, a espectroscopia de RMN de 'H permitiu
calcular a GM das fragdes pécticas, resultando em valores de 32,39%
(safra 2014/2015) e 89,94% (safra 2015/2016), caracterizando-as como
pectinas com BM e AM, respectivamente. E notavel a discrepancia dos
valores de GM entre as fragdes de pectina coletadas nas safras estudadas.
Especula-se que eventuais alteracdes edafoclimaticas ao longo das safras
investigadas e também diferentes genotipos de mandioca, processados
pela industria a extracdo de amido contribuam a varia¢do dos teores de
acido D-galacturdénico nas amostras e, consequentemente, no GM
observado.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho apresentou resultados inéditos referentes a
caracterizago da estrutura quimica das fragdes pécticas e hemicelulosicas
majoritarias do BM, identificando o efeito de safra sobre essas variaveis,
bem como demonstrando as peculiaridades desses biopolimeros de M.
esculenta em relacdo a outras espécies vegetais ja descritas na literatura.

Assim foi possivel elucidar o dominio RG-I da pectina, extraida na
primeira safra, dessa espécie confirmando que ele consiste em uma cadeia
principal de repeti¢des de dissacarideos a-(1—2)-L-ramnose-o-(1—4)-
D-AGal e com cadeias laterais de D-manose, D-galactose e possivelmente
havendo outros agucares neutros covalentemente ligados (L-arabinose, L-
fucose, D-xilose e D-glucose, e.g.), porém em menor concentragao.
Entretanto, a amostra de pectina extraida na segunda safra apresentou
resultados discrepantes da primeira ¢ dos demais modelos descritos na
literatura sugerindo mais estudos a fim de elucidar melhor essa estrutura.

Adicionalmente, na fracdo majoritaria hemicelulésica 1MA por
meio da espectroscopia de RMN foram detectados sinais tipicos do acido
D-galacturonico e D-manose. Enquanto, os resultados de CG analisados
para as demais fracdes hemicelulosicas revelaram que os
monossacarideos majoritarios sdo os mesmos para a fracdo 1MB e, para
4MA e 4MB, além dos monOmeros acima citados também foi detectada
apresenca de D-galactose em todas as safras. No entanto, ndo foi possivel
confirmar um padrio de estrutura quimica para as fracdes desses
biopolimeros.

Dessa forma, esses resultados sugerem a necessidade de maior
investigacdo, inclusive em novas safras a fim de comparagdo e
confirmagdo de tipos distintos de pectinas e hemiceluloses em M.
esculenta.

Contudo, essas informagdes fornecem suporte para futuras
pesquisas sobre as propriedades funcionais das fra¢des investigadas e
suas eventuais aplicagdes nos setores biomédico, cosmético, farmacéutico
e alimenticio, por exemplo. Adicionalmente, o desenvolvimento de
aplicagdes biotecnologicas para esse residuo agroindustrial fortalece a
cadeia produtiva de M. esculenta, de modo a explorar e agregar valor a
um subproduto agricola, além de evitar a polui¢do ambiental com o
descarte indevido dessa biomassa.
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CAPITULO 3: DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS
REVESTIDAS COM PECTINA DE BAGACO DE MANDIOCA
(Manihot esculenta Crantz) CONTENDO B-CAROTENO PARA
APLICACOES MUCOADESIVAS
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1. RESUMO

Nanoparticulas (NP) revestidas com o polissacarideo mucoadesivo de
pectina (PC) de mandioca e contendo [-caroteno (BC) foram
desenvolvidas visando a administragdo gastrointestinal desse
nutracéutico. As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de
emulsifica¢do espontanea, utilizando diferentes tipos e concentragdes de
triglicerideos de cadeia média, 6leo de milho e surfactantes (Tween 20 e
80). As nanoemulsdes foram caracterizadas quanto ao tamanho, potencial
zeta, indice de polidispersdo (IPD), pH, morfologia e estabilidade fisica.
O teor total e a eficiéncia de encapsulacdo (EE) do BC foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e atividade
antioxidante in vitro pelo método 2, 2- difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).
O ensaio de mucoadesdo foi realizado utilizando mucina da glandula
submaxilar bovina e a citotoxicidade determinada em células Caco-2 pelo
método da sulforrodamina B. As nanoparticulas revestidas com pectina
foram preparadas com sucesso, conforme confirmado pelo aumento do
tamanho dessas e da carga superficial negativa devido a natureza anidnica
da pectina. As NP apresentaram forma esférica e distribuicao
monodispersa, com tamanho médio de 21,3 nm (IPD 0,29) para BC PC
T80-NP (NP com Tween 80) e 261,4 nm (IPD 0,1) para BC PC T20-NP
(NP com Tween 20). O BC foi encapsulado com sucesso, com teores de
530 e 324 pg/ml para BC PC T80-NP e BC PC T20-NP, respectivamente,
com EE elevada (> 95%) e, aumento da sua capacidade antioxidante in
vitro com ECsode 0,080 e 0,074 mg/ml, respectivamente. Além disso, BC
PC T80-NP ndo possui efeito citotoxico e, apenas as duas maiores
concentragcdes de BC PC T20-NP e Branca PC T20-NP (nanoparticula
sem BC) diminuiram significativamente a viabilidade das células Caco-
2. No entanto, apenas o BC PC T20-NP foi estavel ao longo de um
periodo de armazenamento de 90 dias (-4 °C), revelando também uma
forte interagdo com a mucina. Os resultados sugerem que a NP BC PC
T20 revestida com pectina € uma estratégia interessante a otimizagao da
biodisponibilidade e permeacdo de nutracéuticos lipofilicos, tais como
BC para administrag@o via superficies mucosas.

Palavras-chave: bagaco de mandioca; Manihot esculenta Crantz,
nanoparticulas; emulsificagdo espontinea; pectina; mucoadesido; [-
caroteno; atividade antioxidante; drug delivery system; nutracéuticos
lipofilicos
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2. INTRODUCAO

Alimentos lipofilicos funcionais destacam-se por suas inumeras
vantagens na promog¢ao da saude humana devido a presenga de compostos
bioativos com importantes fungdes, e.g., antioxidantes, antiinflamatorios,
antitumorais e na cicatrizacdo de feridas. No entanto, esses ativos
lipofilicos tém limitacdes na sua aplicacdo em sistemas alimentares
devido a fraca solubilidade aquosa, baixa biodisponibilidade oral e facil
oxida¢do (EZHILARASI et al., 2013). Entre esses compostos, o [-
caroteno (BC) ¢ um pigmento encontrado em frutas e legumes,
conferindo-lhes uma cor amarela ou alaranjada tipica, como em cenouras,
tangerinas e aboboras (SAINI; NILE; PARK, 2015).

O BC possui diversas atividades biologicas, dentre elas é o
principal carotenoide com atividade pro-vitamina A (SAINI; NILE;
PARK, 2015), apresentando também forte atividade antioxidante,
eliminando radicais hidroxila e superoxido e, assim, evitando a
peroxidacio lipidica das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (BOHM
et al., 2002). Entretanto, apesar de sua importancia a satide humana, esse
composto apresenta alguns obstaculos ao seu uso nutracéutico, tais como
sua sensibilidade a altas temperaturas, metais pesados e a degradagio pela
oxidagao pelo oxigénio singlete produzido quando exposto a luz (ACHIR
etal., 2010). Além disso, BC é uma molécula hidrofobica longa com alto
ponto de fusdo e, portanto, sua solubilidade em agua, bem como a
biodisponibilidade oral, ¢é baixa. Portanto, essas caracteristicas
constituem obstaculos & sua incorporagdo em alimentos (RAO et al.,
2013) e/ou ao desenvolvimento de novas formulagdes aquosas.

A fim de superar essas restrigdes, o uso de nano-carreadores tem
sido apontado como uma estratégia interessante devido ao tamanho
reduzido das particulas e a otimizacdo da solubilidade aquosa dos
compostos apolares (OEHLKE et al., 2014). Nesse contexto, o uso de
nanoparticulas (NP) revestidas com polissacarideo com propriedades
mucoadesivas tem sido considerado uma boa estratégia para aumentar o
tempo de contato de compostos bioativos com membranas bioldgicas (por
exemplo, superficies mucosas), otimizando sua permeabilidade e
biodisponibilidade (ROSE; VOYNOW, 2006).

Nos ultimos anos, um interesse crescente em estudos que
investigam polimeros mucoadesivos tem sido observado (BONI et al.,
2018; CUI; QIAN; YIN, 2006; MAZZARINO et al., 2012) devido a
capacidade daquelas macromoléculas de interagir com mucinas, que sdo
glicoproteinas produzidas pelos tecidos da mucosa (PALAZZO et al.,
2017). Biopolimeros, como as pectinas (PC), t€m sido amplamente
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utilizados em produtos de liberagdo controlada devido a sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade (SHIN; KIM; PARK, 2015). De
fato, as PC tém sido adotadas a formulagdo de carreadores com liberagdo
controlada de farmacos e/ou nutracéuticos devido as suas caracteristicas
de inocuidade, resisténcia a degradagdo por proteases e amilases e
propriedades mucoadesivas (MARRAS-MARQUEZ; PENA; VEIGA-
OCHOA, 2015). PC sdo abundantes na natureza, presentes na parede
celular vegetal, mas com suas fontes comerciais limitadas principalmente
ao bagaco de magd e casca de frutas citricas (CHAN et al., 2017,
MARRAS-MARQUEZ; PENA; VEIGA-OCHOA, 2015).

Nesse contexto, a pesquisa ¢ o desenvolvimento de NP de PC de
outras fontes botanicas, que ndo as de cascas de citros e de bagago de
mac¢d, podem apresentar caracteristicas funcionais distintas, sendo
eventualmente atrativas a otimiza¢do da liberacdo controlada de
compostos ativos. Assim, o bagaco de mandioca (BM - Manihot esculenta
Crantz), um subproduto do processamento de raizes para a produgdo de
amido, praticamente ndo tem valor econdmico e ¢ uma fonte de PC com
propriedades ainda ndo investigadas em relacdo ao desenvolvimento de
novos sistemas de transporte e liberagdo de farmacos e/ou nutracéuticos.

Até o momento, nenhum estudo sobre nanoformulagdes contendo
PC extraida do BM foi relatado na literatura cientifica, para o melhor de
nosso conhecimento. Assim, o desenvolvimento de NP revestidas com
PC e contendo BC fornece subsidios ao entendimento de possiveis
eventos de interagdes mucoadesivas desse polimero, assim como
possibilita desenvolver novas estratégias a otimizag¢ao do encapsulamento
do BC, um nutracéutico com baixa biodisponibilidade e facilmente
degradavel.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

O BM foi obtido da agroindustria Fecularia Machado, localizada
no municipio de Sombrio, Santa Catarina, a partir de raizes colhidas na
safra 2014/2015. Polissorbato 80 (Tween 80) e polisorbato 20 (Tween 20)
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A PIC Quimica (Sao
Paulo, Brasil) gentilmente doou triacilglicerol caprilico/caprico (Miglyol
812 N), um triglicerideo de cadeia média (TCM), e o dleo de milho foi
comprado em supermercado local. BC (= 97%, grau HPLC) e 2, 2-difenil-
2-picril hidrazil (DPPH) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO), enquanto metanol, acetonitrila e acetona (grau HPLC) foram
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adquiridos da Tedia Company (Fairfield, OH). Os demais reagentes
foram de grau analitico.

3.2 Extracio de pectina

Conforme adaptado de Maraschin et al. (2000), 50 g de bagago de
mandioca (peso seco) foram pesados, adicionados de 3V de dimetil
sulféxido (DMSO 90%, v/v) e incubados a 25 °C/26 h, com agitacdo.
Além disso, a biomassa foi incubada (banho-maria, 40 °C/35 min) e
centrifugada (4.000 rpm/10 min/25 °C). O sobrenadante (fragdo S1
contendo amido) foi descartado e o residuo (R1) coletado, seco em estufa
(50 °C - peso constante) e pesado. Trés volumes de solugdo de oxalato de
amonio (0,5%, p/v) foram adicionados ao R1, apds a incubagdo durante 2
h, a 60 °C. A biomassa foi centrifugada (4.000 rpm/10 min/25 °C) e ao
sobrenadante, ou seja, a fragdo péctica, 3V de etanol (92,8 °GL) foram
adicionados, seguido de incubacdo (3 dias, 4 °C) para obter a pectina
floculada. O floculado foi recuperado por centrifugagdo (4.000 rpm/10
min/25 °C), liofilizado (24 h) e armazenado em freezer (-20 °C).

33 Desenvolvimento de nanoparticulas
3.3.1 Estudo de otimizacao das condi¢des

As nanoemulsoes foram preparadas pelo método de emulsificacdo
espontanea. A fase oleosa composta por 0,1% (v/v) de BC, surfactante e
oleo foi aquecida a aproximadamente 70-80 °C, sob agitacdo até a
completa solubilizagdo do caroteno (<5 min). Em seguida, a fase oleosa
foi adicionada de fase aquosa (preparada simultaneamente e nas mesmas
condi¢des de tempo e temperatura de BC), sob agitacdo magnética. Para
otimizar as condi¢des de preparagdo, nanoemulsdes contendo dois
surfactantes (Tween 20 e 80) e concentragdes (5, 10 e 20% m/v), e dleos
como o triglicerideo de cadeia média (TCM) (1, 5 e 10% p/v) e dleo de
milho (10% p/v) foram preparados. A Tabela 1 ilustra as condi¢des de
preparagdo para as nanoemulsdes desenvolvidas. Devido a
fotoinstabilidade do BC, todas as formula¢des foram preparadas na
auséncia de luz.
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Tabela 1 - Composicdo das formulagdes estudadas para obteng@o de nanoemulsdes com B-caroteno pela técnica de emulsificagdo

espontanea.

Composi¢io Fl F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 Fl4
B-caroteno;, wi) 0,1 0,1 01 01 01 01 01 01 01 01 0,1 0,10 0,10 0,10
Oleo milhow, wi) 10 10 10 10

TCM s, wi) 10 10 10 10 10 10 5 1 5 1
Tween 20, wiv) 20 10 10 10 5 5

Tween 80, wiv) 20 20 10 10 5 5 5

Agua m) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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3.3.2 Revestimento de nanoparticulas com pectina

Foi preparada uma solugdo de PC em meio aquoso sob agitacao
overnight, seguido de filtracdo em suporte de celulose (14 um, diametro
de poro). As NP revestidas com PC foram preparadas pelo método de
emulsificacdo espontdnea, sob agitacdo magnética, utilizando as
condi¢des de preparacdo selecionadas no estudo de otimizacdo de
formulacdo (Tabela 1). Para isso, diferentes concentragoes de PC (0,01,
0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,2 e 0,5%, p/v) foram previamente solubilizadas
na fase aquosa. Além disso, as NP revestidas com PC e sem BC (NP
brancas) preparadas com os surfactantes Tween 80 e Tween 20 (Branca
PC T80-NP e Branca PC T20-NP, respectivamente) foram obtidas sob as
mesmas condi¢des para efeitos de comparagao.

34 Caracterizacio das nanoparticulas
341 Medidas de tamanho de particula e potencial zeta

Por meio da anemometria de espalhamento dindmico de luz (DLS)
e laser Doppler, determinou-se o tamanho médio de particula e o potencial
zeta, respectivamente. As amostras foram diluidas em agua ultrapura e as
medidas realizadas a 25 °C. As andlises de tamanho foram realizadas em
um angulo de espalhamento fixo (90°), enquanto para medir o potencial
zeta ({) as amostras foram colocadas em células eletroforéticas com um
potencial estabelecido em 150 mV. Assim, usando a equagdo de
Smoluchowski, os valores potenciais foram calculados como valores
médios da mobilidade eletroforética. Esses parametros foram obtidos
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK).

3.4.2 Morfologia das nanoparticulas

A morfologia das nanoparticulas foi determinada em microscopio
eletronico de transmissdo (MET) Jeol JEM-1011 (Jeol Ltd., Toquio,
Japdo). Nanoparticulas ndo revestidas e revestidas com PC foram
previamente diluidas (1: 10) em dgua ultrapura, depositadas em suportes
(grids) de cobre revestidos com carbono em contato com a solugéo de
contraste de acetato de uranila a 2% (m/v), durante 30 min.
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3.5 Estudo de estabilidade

A avaliagdo da estabilidade fisica de nanoparticulas revestidas com
PC contendo BC foi realizada apdés o armazenamento de amostras em
frascos de vidro ambar a -4 °C, por 90 dias. Ap6s 0, 7, 30 e 90 dias foram
medidos o tamanho médio das particulas, o indice de polidispersdo, o
potencial zeta e o pH.

3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
DAD)

3.6.1 Condic¢oes cromatograficas

As andlises por CLAE foram realizadas em UHPLC Thermo
Scientific UltiMate 3000 RS Dual System (Thermo Fisher Scientific, Sao
José, CA) equipado com uma coluna de fase reversa C18 (Supelco 15 cm
x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna (Sigma-Aldrich 2 cm x 4,0 mm, 5 pm) e
detector de arranjo de diodos operando a 450 nm. A eluigdo utilizou
metanol: acetonitrila (90: 10, v/v) como fase movel, com um fluxo de 1
mL.min"!. A quantificagdo do padrido de BC considerou sua solubliza¢do
em solugdo de cloroférmio e acetona (1: 1, v/v) e a construgdo de curva
padréo (1,6 a 100 pg/ml, y= 1,259%, 12 = 0,99), considerando a area de
pico do analito a partir de trés injecdes consecutivas por amostra para
calculos de concentragdo.

3.6.2 Determinacio do teor de BC

Para a quantificagdo de BC, 100 ml de suspensdes de NP foram
adicionados a 900 ml de acetona, seguido de agitagdo até completa
solubilizagdo e filtracdo para a remog¢do da PC, em suporte de celulose
regenerada (RC-Vliesverstirkt - 0,2 um). A verificagdo do eventual efeito
de interferéncia dos compostos da formulagdo na analise considerou o
preparo de NP brancas, i.e., sem conteido de BC, sob as mesmas
condigdes experimentais. Apds o preparo, aliquotas das solugdes (10 ul)
foram injetadas (n = 3) em cromatodgrafo UHPLC (vide item 3.6.1). O teor
de BC foi expresso em mg de BC/ml de NP. A concentragdo real de BC
foi estimada comparando a quantidade total do composto na suspensio
em relacdo aquela adicionada a formulagdo.
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3.6.3 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

As suspensdes de NP foram transferidas a dispositivos de filtro
Amicon (100 kDa, Millipore Corp., Billerica, MA) para centrifugagéo
(6.200 rpm, 30 min), de modo a separar o BC nanoencapsulado (retido
pelo filtro) de sua forma livre (filtrada). O teor de BC livre foi
determinado por analise cromatografica, conforme descrito no item 3.6.1
Assim, a eficiéncia de encapsulagdo (EE) (%) foi determinada a partir da
diferenga entre os valores de concentragdo total de BC nas suspensdes de
NP apds sua completa dissolugdo em acetona e a concentragdo do analito
recuperada apos o procedimento de ultrafiltragdo/centrifugagéo.

3.7 Atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante do BC livre e das nanoparticulas foi
determinada utilizando o radical 2, 2-difenil-2-picril hidrazil (DPPH)
(KIM; GUO; PACKER, 2002). A partir de uma solugao estoque de DPPH
(7,9 mg de DPPH em 2,5 ml de metanol) diluida numa concentragdo de
1:100 (v/v), foi preparada uma solugdo de metanol a 80%. As amostras
foram diluidas em diferentes concentrag¢des (mg/ml) para BC PC T80-NP,
BC PC T20-NP (em agua) ¢ BC (em cloroférmio/acetona 1: 1). Assim,
uma amostra (10 pl) foi adicionada a 290 pl da solugéo diluida de DPPH
e, apoOs agitacdo, incubada por 30 min em temperatura ambiente e
auséncia de luminosidade. Apos a incubagédo, a absorbancia das amostras
foi medida em leitor de microplacas (Spectramax 190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA), a 530 nm. A solug¢do de DPPH foi usada como
controle negativo e a inibi¢do percentual do radical DPPH foi calculada a
partir da seguinte equagao:

Inibi¢do DPPH (%) = ((abs. DPPH — abs. Amostra/abs. DPPH))100

Onde, abs. DPPH ¢ a absorbancia da solu¢do de DPPH e abs.
Amostra é a absorbancia da amostra.

3.8 Interacdo mucina-nanoparticulas revestidas com PC

A mucina da glandula submaxilar bovina (BSM) foi preparada na
concentracdo de 250 pg/ml, em solugdo tampao de fosfato de sodio (0,2
M), pH 8. Diferentes concentragdes de nanoparticulas (1 a 40%, v/v)
foram adicionadas a 2 ml da dispersdo de mucina e mantidas sob agitacao
durante 15 min, & temperatura ambiente. Subsequentemente, o tamanho
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médio das particulas dos agregados de NP-mucina foi medido utilizando
um Zetasizer Nano ZS90.

3.9 Ensaio de citotoxicidade em células Caco-2

Células Caco-2, células de adenocarcinoma de colon humano
(#HTB-37), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), foram
cultivadas ¢ mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), contendo 4,5 g/L de glucose e suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 1% de aminoécidos ndo essenciais e 1% de L-glutamina. As
células foram cultivadas em atmosfera umidificada e 5% de CO2, a 37 °C
até atingir 80-90% de confluéncia, inoculadas em placas de 96 pocos (2,5
x 10* células/pogo) € incubadas durante 48 h. Em seguida, as células
Caco-2 foram expostas aos tratamentos de BC livre e NP (T80-NP e T20-
NP) por 6 h. Apds a incubagdo, 100 pul de acido tricloroacético a 10%
(TCA) foram adicionados a cada pogo para fixar as células durante 1h, a
4 °C. As placas foram entdo lavadas com agua para remover o TCA e
coradas com sulforrodamina B (SRB) durante 30 min.
Subsequentemente, a placa foi lavada com écido acético 1% (v/v) para
remover a SRB ndo ligada (VICHAIL; KIRTIKARA, 2006). O corante
ligado a proteina foi dissolvido em solugdo Tris-Base 10 mM (pH 10,5- 5
min), seguido da determinagdo das densidades opticas a 510 nm em
espectrofotdmetro Spectra Max M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EUA). Essa metodologia também foi usada a determinagdo da
concentragio maxima de tetrahidrofurano (THF) utilizado para
solubilizar o BC em meio de cultura.

3.10 Analises estatisticas

A estatistica descritiva foi apresentada como média e desvio
padrdo. A analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste
post hoc de Dunnett (P <0,05) foi aplicado aos dados com distribui¢do
Gaussiana. As analises estatisticas foram realizadas com o suporte dos
softwares Excel (Microsoft Office, 2016) e GraphPad Prism (v. 7.0).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Desenvolvimento das nanoparticulas
4.1.1 Otimizacao das condicoes

O desenvolvimento de nanoemulsdes é uma estratégia promissora
ao transporte e liberagdo de moléculas lipofilicas devido ao pequeno
tamanho que confere a esses sistemas, estabilidade fisica e alta
biodisponibilidade, caracteristicas importantes requeridas por inumeros
produtos nas industrias alimenticia e farmacéutica, por exemplo
(KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016). A producdo de nanoemulsdes
pode ser feita a partir de técnicas de alta energia, como a homogeneizagio
a alta pressdo, que produz elevada forga mecanica para romper a fase
oleosa em pequenas goticulas (SOLANS; ISABEL, 2012).
Alternativamente, por serem mais simples, mais baratos e mais eficientes
energeticamente, uma vez que € necessaria uma simples agitacdo, os
métodos de emulsificagdo de baixa energia, como a emulsificacdo
espontanea, ganharam consideravel atencdo em pesquisas nos ultimos
anos (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016; SOLANS; ISABEL, 2012).

A emulsificagdo espontanea ocorre quando dois liquidos
imisciveis se emulsificam sem qualquer ajuda externa, como energia
elétrica ou mecanica (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016). Nos sistemas
alimentares, devido a preocupagdo com a seguranga, sabor e custo, ¢
desejavel evitar o uso de solventes. Assim, uma fase organica, contendo
6leo e um surfactante hidrofilico, e uma fase aquosa, eventualmente
contendo um co-surfactante, sdo comumente usados (ANTON;
VANDAMME, 2009). A eficiéncia desse processo ¢ fun¢do de diversos
fatores, incluindo as condi¢des de preparagdo, formulagdo, tipo e
concentracdo de surfactante e Oleo, entre outros (KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2016).

Neste trabalho, nanoemulsdes contendo BC foram obtidas pelo
método de emulsificacdo espontinea sem a adi¢do de solventes organicos
e utilizando ingredientes de grau alimenticio. Visando obter uma
formulacdo adequada as nanoemulsdes, adotaram-se diferentes condigdes
de preparacdo variando o tipo e concentragdo de 6leo (TCM ou 6leo de
milho) e surfactante (Tween 20 ou 80) como pode ser visto na Tabela 1.
As 14 formulagdes desenvolvidas apresentaram coloragdes amarelas e
alaranjadas, variando de translucido a aspecto leitoso. Curiosamente,
todas as formulagbes preparadas com o6leo de milho apresentaram
separagdo de fases. Com base nesse resultado, nanoemulsdes preparadas
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com 6leo TCM em diferentes concentragdes foram escolhidas para as
avaliagdes posteriores. Chang, McLandsborough ¢ McClements (2013)
relataram que a substitui¢do de TCM por carreadores de triglicerideos de
cadeia longa (TCL), como em 6leos de milho e canola, ndo formaram
nanoemulsdes estdveis por razdes ainda ndo bem compreendidas.
Segundo esses autores, possivelmente as discrepancias moleculares entre
TCM e TCL, como tamanho de cadeia e saturacdo, podem ter afetado as
propriedades fisico-quimicas (e.g., viscosidade, tensdo interfacial,
comportamento de fase ou curvatura 6tima) que determinam a formagao
de emulsdes espontineas.

A Tabela 2 apresenta os resultados do tamanho médio de particula,
indice de polidispersao (IPD) e potencial zeta das nanoemulsdes obtidas
(aquelas que ndo permaneceram homogéneas apds a preparacdo nao
foram mensuradas). Algumas formulagdes apresentaram separacdo de
fases ou precipitados de BC, enquanto outras (F6 e F10), inicialmente
homogéneas, tornaram-se instaveis apos alguns dias de armazenamento.
No entanto, aquelas que permaneceram homogéneas foram avaliadas e
todos apresentaram um IPD <0,26, confirmando a monodispersdo das
nanoemulsdes.
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Tabela 2 - Tamanho médio de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoemulsdes desenvolvidas para
otimizagdo da formulagdo.

Parametros F2 Fé6 F11 F12 F14

Tamanho de particula (nm) 542 +0,56  180,5+6,45 88,5+ 1,25 16,1 £0,31  132,0+3,77

Indice de polidispersio 0,164 +0,018 0,259+0,017 0,224+0,030 0,142 +0,022 0,164 £ 0,004

Potencial zeta (mV) -120+1,04  -152+044 -158+145 -73+084  -18,0+2,54

Os dados estao representados como média + desvio padrao (n=3).
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Outro fator na composi¢ao do sistema nanoparticulado que pode
influenciar a formagdo de emulsdes espontaneas ¢ a carga superficial das
particulas. Valores altos de zeta potencial (>30 mV) sdo bons indicadores
de estabilidade dos sistemas, uma vez que goticulas com maior carga
superficial aumentam a repulsdo eletrostatica entre as goticulas de 6leo
da nanoemulsao, impedindo a agregacao e a desestabilizacdo (JIN et al.,
2018; VALLAR et al., 1999). Baixos valores de potencial zeta foram
observados para todas as formulag¢des, isto é, -7,3 a -18,0 mV,
provavelmente resultantes da estabilizagio de goticulas de TCM com BC
por surfactantes ndo idnicos como o Tween 20 ¢ 80 (CHANAMALI,
HORN; MCCLEMENTS, 2002; STRICKLEY, 2004). Curiosamente,
apesar dessa natureza ndo ionica, os valores negativos de potencial zeta
detectados podem ser atribuidos a impurezas anidnicas presentes nos
surfactantes, como por exemplo, acidos graxos que conferem cargas
superficiais negativas as particulas (WU et al., 2017). Nesse caso, a
estabilizagdo fisica promovida por esses surfactantes ndo idnicos ocorreu
pelo mecanismo estérico e ndo eletrostatico, por meio da adsor¢do da
interface 6leo-agua, o que reduz a tensdo interfacial e melhora a protecao
da gota de agregacio (BAI et al., 2016; KRSTONOSIC et al., 2009).

Entre as formulacdes obtidas, F12 e F14 possuem as mesmas
concentra¢des de todos os componentes, diferindo apenas no tipo de
surfactantes (isto é, Tween) utilizados. A formulagdo F12 apresentou um
tamanho de particula micelar (16,1 nm), demonstrando que o Tween 80
teve uma influéncia direta nessa variavel, comparativamente a
formulacdo F14, preparada com Tween 20 (tamanho de particula = 132,0
nm). Tween 80 ja foi relatado formar goticulas menores que o Tween 20
devido a diferencas de geometrias moleculares. Isso pode ser atribuido ao
fato de que o Tween 80 possui uma Unica cauda hidrofébica insaturada
que ¢ dobrada, enquanto o Tween 20 tem uma unica cauda hidrofobica
saturada linear (CHANG; MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS,
2013; GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS, 2015). Com base nessas
propriedades  fisico-quimicas e levando em consideragdo as
concentracdes mais baixas de 6leo e surfactante requeridos, foram
selecionadas as formulagdes contendo TCM a 1% e Tween 80 a 5% (F12)
ou Tween 20 (F14) para preparagdo de NP revestidas com PC.

4.1.2 Revestimento das nanoparticulas com pectina
As concentragdes de PC de 0,01 a 0,5% (p/v) foram testadas

mantendo, no entanto, todas as outras condi¢oes de preparagdo (Tabela 1)
utilizadas para as formulac¢des F12 e F14. Os resultados mostraram que o
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tamanho de particula e o potencial zeta das suspensdes de NP dependem
da concentragdo de PC, como mostrado nas Figuras la e 1b. Aumentos
de concentracdo de PC causaram incrementos nos valores do potencial
zeta, um efeito também relacionado aos baixos valores de carga
superficial observados nas nanoemulsdes ndo revestidas com o
biopolimero (Tabela 2), o que confirma o revestimento das NP com PC
nas formulagdes desenvolvidas. NP preparadas com Tween 80 e
diferentes concentragdes de PC apresentarams valores de potencial zeta
entre -29,3 mV a -42,4 mV, enquanto valores menores (-20,7 mV a -27,3
mV) foram obtidos com Tween 20. Assim, é possivel inferir a existéncia
de discrepancias entre as interagdes PC-Tween 80 ¢ PC-Tween 20, uma
vez que parece haver uma adsor¢do mais forte do biopolimero ao primeiro
surfactante. Esse aumento na carga superficial ocorre devido a natureza
anionica da PC adsorvida na interface 6leo-agua, contribuindo com forgas
eletrostaticas e repulsdo estérica que aumentam a estabilidade das NP
(CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006).

Figura 1 - Tamanho de particula e potencial zeta das nanoparticulas preparadas
com Tween 80 (A) e Tween 20 (B), de acordo com as concentragdes de pectina
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Outra caracteristica relevante da PC em termos de estabilidade ¢ a
sua estrutura quimica. Algumas pesquisas associaram a presenca dos
grupos acetil e metil a atividade interfacial da PC em nanoemulsdes,
levando a uma consequente estabilizagdo do sistema. Em estudos
anteriores, a PC extraida e utilizada na presente investigagao teve seu grau
de metil-esterificagdo (GM) determinado por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio ("H-RMN) apresentando um valor de 32,39% e
caracterizando-a como uma pectina de baixa metoxilagdo (BME). Dentre
as fragOes pécticas anteriormente estudadas essa fracdo foi a escolhida
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para o desenvolvimento das NP por ser formada majoritariamente por
acido D-galacturonico, pela sua BME a qual a torna uma molécula mais
hidrofilica e, consequentemente, devido ao aumento do numero de cargas,
¢ também mais reativa. Schmidt et al. (2015) observaram uma relagao
direta entre o GM e a capacidade de emulsdo de pectina citrica,
aumentando o GM de ~ 70% para ~ 80%. Entretanto, outros autores
investigaram pectina citrica com GM variando de 22 a 73% e inferiram
que o teor de ésteres metilicos possui pouca importincia na capacidade
de emulsificagdo desse polissacarideo (AKHTAR et al., 2002).

No entanto, apesar de seu carater anfifilico, a PC do BM apresenta
um carater hidrofilico mais pronunciado, quando comparada a similares
metoxilados devido a maior disponibilidade de grupos hidroxila em sua
molécula, que interagem com as porgdes polares (por exemplo,
grupamentos -OH) das moléculas de surfactante por meio de ligagdes de
hidrogénio. Assim, sugere-se que tais interagcdes podem ser responsaveis
pelo aumento do tamanho de particula conforme aumenta a concentragéo
de PC nas formulagdes. Na Figura 1a é possivel observar que o sistema
contendo PC-Tween 80 apresentou discreto aumento no tamanho das
particulas para a primeira concentra¢do desse biopolimero € uma maior
variagdo nas concentragdes de 0,2 a 0,5%. Por sua vez, os resultados
encontrados para o sistema de nanoparticulas PC-Tween 20 (Figura 2b)
revelam que, em geral, foi observado um aumento no tamanho das
particulas até a concentragdo de 0,075%. Em concentragdes mais
elevadas, i.e. > 0,1% nao foi possivel a mensuragdo dada a instabilidade
dos sistemas ap0s a preparacdo. Isso provavelmente ocorreu devido a uma
adsor¢ao mais fraca entre o sistema PC-Tween 20, em comparacao ao
sistema PC-Tween 80, como indicado pelos valores de potencial zeta
discutidos acima. Portanto, ha concentragdes 6timas de PC que sdo de
interesse para estabilizar o sistema, sendo que valores acima desse limite
causam separacao de fases, ou ainda precipitagdo como observado para a
formulac¢do com Tween 20.

Adicionalmente, ressalta-se que, além das diferencas na geometria
molecular, os surfactantes também apresentam um balango hidrofilico-
lipofilico (BHL) distinto. Esse sistema classifica os surfactantes
hidrofilicos como tendo altos valores de BHL (> 10), enquanto os
surfactantes lipofilicos mostram valores abaixo de 10 (MACEDO et al.,
2006). Os valores de BHL de Tween 80 ¢ 20 sdo de 15,0 e 16,7,
respectivamente, e embora ambos sejam classificados como hidrofilicos,
essas diferengas também podem influenciar as interagdes com moléculas
de PC (CHANG; MCCLEMENTS, 2014). Tais valores de BHL s&o
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relevantes, porque sdo suficientemente altos para que esses surfactantes
sejam hidrofilicos, mas ndo a ponto de serem insoliveis na fase organica.

Varios estudos tém apontado a PC como um excelente
estabilizador para os hidrocoloides alimentares, como as nanoemulsdes
(DUTTA; SAHU, 2012). Uma das caracteristicas interessantes desse
biopolimero ¢ o seu carater anfifilico, que ajuda a reduzir a tensdo
interfacial entre o 6leo e a fase aquosa, melhorando a estabilidade das
nanoparticulas (GUERRA-ROSAS et al., 2016). Outra caracteristica
relevante do uso de PC no desenvolvimento de nanoemulsdes ¢ sua
viscosidade. O aumento desse polimero aumenta a viscosidade da fase
aquosa e, portanto, a estabilizacdo do sistema, uma vez que diminui o
movimento gravitacional das goticulas de 6leo retardando ou evitando a
coalescéncia (GUERRA-ROSAS et al., 2016). Além disso, a PC é um
biopolimero ndo toxico regulado pelo FDA (Food and Drug
Administration), como GRAS (generally recognized as safe- geralmente
reconhecido como seguro) (FDA, 2018) tornando-se um componente de
interesse para o desenvolvimento de nanoemulsdes destinadas ao uso
humano.

Nas concentragdes de PC testadas, o IPD da formulag¢do contendo
Tween 80 variou de 0,26 a 0,60. As maiores concentragdes de PC (0,1%)
das NP proporcionaram um sistema polidisperso (> 0,3), com excecdo de
0,025%, que apresentou um IPD de 0,32. Por outro lado, NP preparadas
com Tween 20 apresentaram valores de IPD entre 0,09 e 0,14,
confirmando a distribui¢do monodispersa de particulas para todas as
concentra¢des de PC. Assim, com base em suas propriedades fisico-
quimicas, as formula¢des com Tween 80 e Tween 20, ambas com 0,05%
de PC, foram selecionadas as proximas analises e caracterizagdes, sendo
doravante denominadas BC PC T80-NP (nanoparticulas com BC, pectina
e Tween 80) e BC PC T20-NP (nanoparticulas com BC, pectina e Tween
20), respectivamente.

4.2 Caracterizacio das nanoparticulas
4.2.1 Morfologia

As imagens de MET (Figura 2) exibem a forma esférica e mais
regular das NP revestidas com PC (BC PC T80-NP ¢ BC PC T20-NP),
em contraste aquelas sem o biopolimero (BC T80-NP ¢ BC T20- NP).
Além disso, a MET exibiu um tamanho médio de particula semelhante ao
obtido pelos estudos de DLS.
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Figura2 - Microscopia eletronica de transmissdo de BC PC T80-NP (A) e BC
PC T20-NP (C) com pectina e BC T80-NP (B) e BC T20-NP (D) sem pectina.

KR

4.2.2 Estudo de estabilidade

Estudos de estabilidade de NP revestidas com PC foram realizados
apos o armazenamento das amostras em frascos de vidro dmbar, a 4 °C,
durante 90 dias. Todas as NP mantiveram aparéncia homogénea durante
o periodo de estudo. No entanto, a perda gradual de cor (laranja e amarelo
até quase incolor) foi observada para as formulagdes BC PC T80-NP e
BC PC T20-NP, indicando uma degradagdo parcial de BC. Conforme
pode ser visualizado na Figura 3, a formulagdo BC PC T20-NP manteve
a distribuicdo monodispersa das particulas sem alteragdes significativas
no tamanho das particulas e nos valores de potencial zeta. Entretanto, a
formulagdo BC PC T80-NP mostrou uma diminui¢do significativa nos
valores de potencial zeta (-37,4 a -17,9 mV), reduzindo as forgas
repulsivas entre as goticulas de 6leo, culminando com sua coalescéncia e
gerando um aumento no tamanho das particulas, com valores entre 21,3
a 38,5 mV, indicando baixa estabilidade do sistema coloidal. Além disso,
ambas as formulagdes exibiram redugdes significativas entre os valores
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inicial e final do pH, por exemplo, de 5,8 a 4,7 e de 6,2 a 4,5 para BC PC
T80-NP e BC PC T20-NP, respectivamente.

Figura 3 - Estudo de estabilidade das nanoparticulas BC PC T80-NP (e) e BC
PC T20-NP (m). Tamanho de particula (A), potencial zeta (B), indice de
polidispersao (C), e pH (D) das nanoparticulas armazenadas por 90 dias, a 4 °C.
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Os dados estao representados em valores de média + desvio padrdo (n= 3).

4.3 Concentracdo de p-caroteno e eficiéncia de
encapsulacio

O BC ¢ um dos nutrientes essenciais na dieta humana, responsavel
por multiplas fungdes fisiologicas e, entre os carotenoides, tem a maior
atividade pro-vitamina A (BOON et al., 2010). Assim, o desenvolvimento
de NP capazes de encapsular, proteger e liberar nutracéuticos lipofilicos
¢ relevante devido aos seus beneficios a satde humana e, ao mesmo
tempo, um desafio devido a natureza hidrofébica desses compostos.
Alguns solventes apolares promovem a solubilizagdo do BC, no entanto,
alguns estudos demonstraram a solubiliza¢do desse composto em 6leo
comestivel, a 50-60 °C, por 5 ou 10 min (LUO et al., 2017; QIAN et al.,
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2012) . Para o desenvolvimento de NP isentas de solventes neste trabalho,
foram realizados diversos testes com 6leo de milho e TCM utilizando
diferentes tempos e temperaturas a solubilizagdo do BC (temperatura
ambiente, 60 °C e 70-80 °C). No entanto, foi necessaria a adi¢do de um
surfactante (Tween 20 ou 80) para a completa solubilizagdo do BC, que
ocorreu apenas sob aquecimento a 70-80 °C, por aproximadamente 5 min.

Na Tabela 3 € possivel observar a concentracdo total de BC nas
nanoformulacdes, que variaram de 324 a 530 pg/ml para BC PC T20-NP
e BC PC T80-NP, respectivamente. Uma redu¢do da quantidade total de
BC em relagdo ao inicial adicionado (1 mg/ml) pode ser resultado da sua
degradagdo durante o aquecimento no processo de solubilizacdo. Essa
diferenga no teor total de BC para as NP revestidas de PC possivelmente
ocorreu devido as caracteristicas dos surfactantes utilizados nas
formula¢Ses e que afetam diretamente o tamanho das particulas e suas
interagcdes com o biopolimero, sugerindo assim uma maior ou menor
eficiéncia na protecao do bioativo. Como discutido acima, a PC tem uma
adsorc¢ao mais forte a superficie das micelas envolvidas pelo Tween 80 e,
além disso, o valor de BHL desse surfactante é menor que o observado
para o Tween 20, influenciando diretamente na formagdo de emulsdes
envolvendo o BC, fato que provavelmente explica os teores mais altos
para BC PC T80-NP. Além disso, a eficiéncia de encapsulagio (EE) para
ambas as formula¢Ges foi superior a 95% (Tabela 3), provavelmente
devido a baixa solubilidade do BC na fase aquosa externa das suspensdes
de NP. Isso demonstra que as propriedades fisico-quimicas e o design do
sistema de NP desenvolvido foram adequados no encapsulamento do BC.

Tabela 3 - Concentragdo de B-caroteno (ug/ml) e eficiéncia de encapsulagio
(EE%) das nanoparticulas revestidas com pectina.

Concentracio
Formulacio (ng/ml) EE (%)
BC PC T80-NP 530+ 0,04 95,7+0,22
BC PC T20-NP 324 +£0,01 98,6 = 0,02

Os resultados estdo expressos em valores de média + desvio padrdo (n= 3).

Baseado nos resultados discutidos, uma representagdo esquematica
de NP revestidas com PC ¢ proposta na Figura 4. Nessa ilustragdo as
moléculas de pectina estdo ancoradas a superficie da NP estabilizada por
surfactantes nao i6nicos (Tween 20 ou 80).
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Figura 4 - Ilustracdo esquemadtica das nanoparticulas revestidas com pectina
contendo B-caroteno.
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4.4 Atividade antioxidante in vitro

Além de ser um dos carotenoides com maior atividade pro-
vitamina A, o BC também possui uma forte atividade antioxidante com
capacidade de capturar e extinguir os radicais livres como, por exemplo,
espécies reativas de oxigénio (ROS), evitando assim danos oxidativos as
células e reduzindo o risco de muitas doengas cronicas (LI; JIA; TRUSH,
2016; MAO et al., 2018).

A atividade antioxidante do BC livre e nanoencapsulado foi
medida pelo potencial de sequestro do radical DPPH. Esse método baseia-
se na capacidade de doacdo de &tomos de hidrogénio ou uma transferéncia
de elétrons do composto antioxidante para o radical DPPH formando um
composto estavel (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009). Os
resultados demonstraram que o encapsulamento de BC em NP revestidas
com PC aumenta seu potencial antioxidante quando comparado a forma
livre do caroteno (Figura 5). O valor da concentragdo efetiva necessaria
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para reduzir a concentragdo inicial de radicais DPPH em 50% (EC50)
também foi determinado para as amostras (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; LU; FOO, 2000). Como pode ser
visualizado na Tabela 4, os valores de EC50 das NP revestidas com PC
foram significativamente menores em relagdo ao BC livre, indicando a
melhor eficiéncia antioxidante do composto quando nanoencapsulado. Ha
poucos relatos na literatura sobre as propriedades antioxidantes dos
carotenoides encapsulados, mas os resultados aqui descritos estdo de
acordo com estudos realizados por Yi et al. (2015) onde NP revestidas
com proteinas dietéticas, a 10 pg/ml, apresentaram maior potencial
antioxidante (66,8 a 72,8%), quando comparadas ao BC livre (16,7%),
através do ensaio de DPPH.

Figura 5 - Atividade de sequestro dos radicais DPPH do B-caroteno livre (A),
BC PC T80-NP (B), e BC PC T20-NP (C).
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (n= 3).

Tabela 4 - Atividade antioxidante do f-caroteno e das nanoparticulas
determinada pelo método de DPPH.

Nanoparticulas ECs (mg/ml)
B-caroteno 0,552 +0,072
BC PC T80-NP 0,080 +0,01°
BC PC T20-NP 0,074 £ 0,01°

Os dados estao expressos em valores de média + desvio padrao (n= 3).

ECso: Concentragao efetiva para reduzir 50% dos radicais de DPPH.

Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos (P <0,0001).
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4.5 Interagdes entre mucina e nanoparticulas revestidas
com pectina

Além das vantagens apresentadas pelo uso do BC
nanoencapsulado, como melhor solubilidade em 4dgua e maior atividade
antioxidante, o revestimento de NP com PC ¢ interessante, pois esse
polissacarideo é uma fibra soltivel, resistente a degradagdo enzimatica nas
cavidades bucal e estomacal, porém digerida pela microbiota do célon
(SINHA; KUMRIA, 2001). Essa caracteristica faz com que esse
biopolimero seja 1til no transporte de alimentos bioativos sensiveis ao
acido gastrico, por exemplo, além da protegio e estabilidade do composto
até a sua via de entrega. Além disso, as propriedades mucoadesivas da PC
permitem a interagdo com mucinas da mucosa intestinal que estdo
relacionadas ao emaranhamento fisico da rede de gel. E importante
ressaltar que a mucoadesdo depende do tipo de PC, do meio de dispersdo
e da concentragio de PC e mucina (SRIAMORNSAK;
WATTANAKORN, 2008).

Foram realizados experimentos para determinar a interacdo entre a
mucina de glandula submaxilar bovina (BSM) e as NP revestidas com
PC. A dispersdo de BSM mostrou um tamanho de particula de 294,5 nm
e alta polidispersdo (0,608). Quando as NP revestidas com PC da
nanoformac¢do BC PC T20-NP foram adicionadas a dispersdao de BSM,
em concentragdes de 1,0 a 40% (v/v), um aumento no tamanho de
particula de 231,7 para 294,6 nm foi detectado (Figura 6). Além disso,
entre 20 a 40% (v/v) de concentragdes de NP na dispersdo de BSM, a
diferenca de tamanho de particula foi de 26,8 nm. Assim, é evidente que
o tamanho de particula depende diretamente da concentracdo das NP
revestidas com PC, sugerindo a formagdo de agregados resultantes de
uma forte interagdo entre PC e mucina. Para a nanoparticula BC PC T80-
NP adicionada a BSM néo foi possivel detectar mudangas no tamanho das
particulas, devido ao tamanho reduzido das particulas micelares (20,7
nm). Eventualmente, nesse caso, poderia ser interessante a utilizagdo de
técnicas mais sensiveis, como a microbalanga de cristal de quartzo, ou a
ressonancia plasménica (MAZZARINO et al., 2014a, 2014b).
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Figura 6 - Varia¢do do tamanho de particula (pico principal) do sistema de
mucina coloidal (250 pg/ml) em fun¢@o da adigdo de diferentes concentragdes
das nanoparticulas revestidas com pectina (BC PC T20-NP).
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A Tabela 5 apresenta os valores de tamanho de particula em
dispersdes de mucina e NP nao revestidas e revestidas com PC contendo
BC. A adi¢do de nanoparticulas BC PC T80-NP revestidas com PC as
dispersdes de mucina resultou em um aumento de 9,2 nm em comparagao
as nanoparticulas sem PC, enquanto para BC PC T20-NP esse aumento
foi superior (24 nm), demonstrando a excelente capacidade da PC em
interagir com a mucina pelo mecanismo de adesdo. A PC possui uma
grande quantidade de grupos de ligacdo de hidrogénio, tais como os
grupos carboxilicos (-COOH), que tornam possivel a formagao de ligagao
de hidrogénio com os grupos funcionais da mucina. Assim, sugere-se que
as interagdes moleculares do sistema de NP ocorrem por mecanismos de
adsor¢do da PC as moléculas de mucina (LEE; PARK; ROBINSON,
2000). Além disso, 0 GM da PC também pode influenciar o processo de
mucoadesdo. Schmidgall e Hensel (2002) relataram uma interagdo mais
significativa com as membranas mucosas do célon por PC com BM
comparativamente 8 PC com AM, as quais foram ineficazes. Isso pode
ocorrer porque a PC com BM possui menor nimero de grupos metila e,
portanto, proporcionalmente um maior nimero de grupos carboxilicos
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disponiveis ao processo de mucoadesdo. Como a PC do presente estudo
possui BM, essa caracteristica evidencia as propriedades mucoadesivas
das NP revestidas com PC que exibem interacdo excepcional com as
mucinas.

Tabela 5 - Tamanho de particula de dispersdes contendo mucina e
nanoparticulas revestidas e ndo revestidas com pectina contendo B-caroteno (BC
PC T80-NP e BC T80-NP 2,5%, v/v; BC PC T20-NP e BC T20-NP 20%, Vv/v).

Amostras Tamanho de particula (nm)
BC PC T80-NP 37,1
BC T80-NP 27,9
BC PC T20-NP 267,8
BC T20-NP 2438

Thirawong, Kennedy e Sriamornsak (2008) investigando as
interagdes de PC-mucina descrevem esse polissacarideo como um
promissor biopolimero mucoadesivo no desenvolvimento de sistemas de
liberagdo de medicamentos gastrointestinais. Consequentemente, a
capacidade de interacdo das NP com a superficie da mucosa pode
prolongar o tempo de contato do bioativo incorporado ao sistema de
entrega, otimizando a permeacao e biodisponibilidade de BC e/ou outros
nutracéuticos lipofilicos, por exemplo.

4.6 Citotoxicidade em células Caco-2

Estudos de citotoxicidade in vitro de BC livre e de NP revestidas
com PC, contendo ou ndo BC, foram realizados em linhagens celulares
de Caco-2. Essa cultura de células é comumente usada pois é derivada de
adenocarcinoma intestinal humano e fornece um modelo util de cultura
celular do epitélio do intestino delgado. Além disso, ¢ no intestino
delgado que ocorre a maior parte da digestdo ¢ absor¢do de compostos
bioativos (NATOLI et al., 2012).

Devido a baixa solubilidade de BC em meio aquoso, THF (0,125%
- v/v) foi adicionado ao sistema, sem prejudicar a viabilidade celular e a
solubilizagdo do BC no meio de cultura. Assim, BC a 10 pg/ml foi a
maxima concentracao possivel dentro desses parametros.

Os dados de citotoxicidade in vitro obtidos para o BC livre, NP
sem BC e NP contendo BC (BC PC T80-NP e BC PC T20-NP) em células
Caco-2 apdés 6 h de incubacdo sdo mostrados na Figura 7. Quando
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comparado ao controle, ndo foram observadas redugdes significativas na
viabilidade celular apés o tratamento com BC livre e BC PC T80-NP. Yi
et al. (2014) também ndo encontraram efeito toxico nas linhagens de
células Caco-2 apo6s a exposi¢do ao BC livre. No entanto, as duas
concentracdes mais altas avaliadas neste estudo, i.e., 81 e 162 pg/ml, das
nanoparticulas revestidas com pectina BC PC T20-NP e Blank PC T20-
NP, com e sem BC, respectivamente, apresentaram um efeito citotéxico
mais alto, uma vez que aproximadamente 50-60% das células estavam
mortas ao término do tempo de cultivo. Como tal efeito também foi
observado na NP sem o bioativo, sugere-se que a reducdo na viabilidade
celular ocorreu pela agdo toxica do Tween 20. Esses resultados sdo
relevantes, uma vez que nenhum dos constituintes das nanoformulag¢des
se mostrou toxico nas concentragdes maximas de BC.
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Figura 7 - Efeito citotoxico do B-caroteno livre (CC= controle celular) (A), BC PC T80-NP (barras pretas) e Branca PC T80-NP
(barras cinzas) (B), e BC PC T20-NP (barras pretas) e Branca PC T20-NP (barras cinzas) (C) em linhagens celulares Caco-2, apos
6h de incubacio.
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Os dados estdo representados em média + desvio padrao (n= 3). Simbolos distintos (* e #) indicam diferengas estatisticas entre os
tratamentos e o grupo controle, baseadas em analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida por teste post hoc de Dunnett
(* indica P <0,01 e # P <0,05).
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5. CONCLUSOES

Dois sistemas de NP revestidas com PC extraida de biomassa
residual de raizes de mandioca apds extragdo de fécula foram
desenvolvidos. Essas nanoformulacdes foram submetidas a um estudo de
otimizacdo e preparadas de forma eficaz. Apesar da degradacdo do BC,
provavelmente associada ao aquecimento necessario a sua solubilizagdo
na preparagdo das formulagdes, as NP revestidas com PC apresentaram
uma excelente EE (>95%) e uma capacidade superior de sequestro de
radicais livres (ensaio DPPH), comparativamente ao bioativo livre. Além
disso, BC PC T80-NP ndo foi citotoxico as linhagens celulares Caco-2
em nenhuma das concentragdes investigadas, e BC PC T20-NP foi toxico
apenas nas concentragcdes mais elevadas (81 e 162 pg/ml). Levando em
consideragdo as duas nanoparticulas desenvolvidas e revestidas com PC,
a formulagio BC PC T20-NP mostrou-se mais promissora, para
continuacdo da pesquisa avaliando a biodisponibilidade de BC, por
exemplo, devido a alta estabilidade ao longo do periodo de
armazenamento de 90 dias. Além disso, as propriedades mucoadesivas do
BC PC T20-NP foram demonstradas pela excelente capacidade de
interagdo da mucina através do mecanismo de adesao.

Diante desse cenario, ressalta-se que os dados aqui apresentados
fazem parte da avaliagdo de resultados inéditos quanto ao
desenvolvimento de NP revestidas com PC extraida de um residuo de
mandioca. Essa fonte botanica ¢ distinta daquelas tradicionalmente
empregadas no desenvolvimento de nanoformulagdes, conforme relatado
na literatura cientifica, como citros, bagacos de maga e beterraba. Assim,
acredita-se que as NP aqui desenvolvidas sejam promissoras a
administragdo oral de BC, uma vez que as propriedades mucoadesivas da
PC de mandioca facilitam sua interacdo no trato gastrointestinal,
melhorando sua absor¢do. Além disso, esse modelo também pode ser
usado para fornecer outros nutracéuticos lipofilicos, melhorando a sua
eficacia terapéutica para administragdo em superficies mucosas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados referentes a caracterizagdo quimica das fragdes do
BM evidenciaram a fracdo péctica da safra 2014/2015 semelhante ao
modelo ja descrito na literatura onde o dominio RG-I da pectina consiste
em uma cadeia principal de repetigoes de dissacarideos a-(1—2)-L-
ramnose-0-(1—4)-D-AGal e suas cadeias laterais sdo formadas por D-
manose e D-galactose. Entretanto, a pectina extraida na segunda safra foi
discrepante desse modelo sugerindo maior investigacao, inclusive, em
safras adicionais.

Da mesma forma, a classificagdo dos tipos de hemiceluloses
descritas na literatura cientifica destoam das estruturas obtidas para as
fracGes encontradas em M. esculenta indicando diferengas entre as
estruturas observadas neste trabalho para essa espécie comparada a outras
ja estudadas. Adicionalmente, a fracdes hemiceluldsicas revelaram um
perfil quimico similar onde os monossacarideos majoritarios sdo, em
geral, os mesmos como o acido D-galacturénico e D-manose para as
fragdes IMA e 1MB e, para4MA e 4MB, além desses mondmeros citados
também foi detectada a presenca de D-galactose em todas as safras. No
entanto, a partir das duas safras analisadas nio foi possivel confirmar um
padrdo de estrutura quimica para as fragoes desse biopolimero.

Em conjunto, esses dados confirmam parcialmente a primeira
hipdtese do trabalho onde as fragdes polissacaridicas extraidas do BM
apresentaram perfis qualitativamente similares de monossacarideos e, no
entanto, distintos quantitativamente de acordo com a safra agricola
analisada.

Além disso, a utilizacdo da pectina, extraida do BM, no
desenvolvimento de duas nanoformulagées foi realizada com éxito. As
nanoparticulas revestidas com pectina demonstraram que o BC foi
encapsulado com sucesso, apresentando uma excelente EE (> 95%) e uma
capacidade muito melhor no sequestro dos radical livres de DPPH quando
comparado ao bioativo livre.

Assim, a segunda hipdtese do trabalho foi confirmada
demonstrando que a pectina apresenta vantagens no nanoencapsulamento
do BC e adicionalmente suas propriedades mucoadesivas foram
demonstradas em BC PC T20-NP pela excelente capacidade de interagao
com a mucina, provavelmente pelo mecanismo de adesdo. Entdo, dentre
as duas diferentes nanoparticulas desenvolvidas, a formulagio BC PC
T20-NP mostrou-se mais promissora devido a alta estabilidade durante os
90 dias de armazenamento. No entanto, pesquisas adicionais visando
avaliar a liberagdo controlada e a biodisponibilidade do BC, por meio de
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ensaios de cinética de liberacdo do principio ativo e de permeagdo com
células Caco-2, por exemplo, sdo analises importantes para melhorar as
nanoformula¢des desenvolvidas.

Diante desse cendrio, destaca-se que os resultados obtidos nos dois
capitulos sdo inéditos com relacdo a elucidagdo das fragdes de
hemicelulose e pectina de M. esculenta bem como o desenvolvimento de
nanoparticulas revestidas com essa pectina. Dessa forma o
desenvolvimento dessas nanoparticulas ¢ promissor para a administragdo
oral de BC e podera também ser otimizado para outros nutracéuticos
lipofilicos, uma vez que as propriedades mucoadesivas da pectina
estudada facilitam sua interagdo no trato gastrointestinal, melhorando sua
biodisponibilidade.

Além dessa aplicag@o bionanotecnologica, as informagdes geradas
fornecem subsidios para pesquisas futuras sobre propriedades funcionais
dessas fragdes de polissacarideos para aplicagdo em setores biomédico,
cosmético, farmacéutico e alimenticio. Adicionalmente, essas aplica¢des
auxiliam em uma exploragdo e destinacdo mais nobre desse residuo,
evitam poluicdo ambiental pelo descarte indevido e fortalecem a cadeia
produtiva de M. esculenta gerando valor a um subproduto.



