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DIFERENTES NANOSSISTEMAS VEICULANDO PRINCIPIOS ATIVOS PARA

ALIMENTOS

RESUMO

Cada vez mais aumentam as pesquisas em nanotecnologia, ela representa hoje um dos temas
de maior interesse no mundo, com os colossais investimentos dos governos, as mudancgas
estdo ocorrendo de forma muito dindmica nas areas de medicina, informética, quimica,
materiais e farmdcia. Este artigo atenta para importancia da nanociéncia e da nanotecnologia,
mostra as suas aplicagdes e perspectivas bem como as principais formas de fabricacao de

nanoestruturas.

Nos ultimos anos a nanociéncia e a nanotecnologia vém se tornando cada vez mais frequente.
A nanociéncia € de forma simples, o estudo de principios fundamentais de moléculas e

estruturas de dimensao ao menos entre um € cem nandmetros.



Camila Lais Alves dos Santos

ABSTRACT

DIFFERENT NANOSYSTEMS VEHICULATING ACTIVE PRINCIPLES FOR FOODS

More and more nanotechnology research is increasing, it is now one of the most interesting
topics in the world, with the colossal investments of the governments, the changes are
occurring very dynamically in the areas of medicine, computer science, chemistry, materials
and pharmacy. This article looks at the importance of nanoscience and nanotechnology,
shows its applications and perspectives as well as the main ways of manufacturing
nanostructures. In recent years, nanoscience and nanotechnology have become more and more
frequent. Nanoscience is simply the study of fundamental principles of molecules and

structures of dimension at least between one and a hundred nanometers
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A nanociéncia e a nanotecnologia sdo areas do conhecimento e inovagdo que vém despertando
interesse cada vez maior da comunidade cientifica, dos profissionais do setor industrial e da
midia. Pode ser conceituada como um conjunto de técnicas utilizadas para manipulacdao de
atomos e moléculas para a criagdo de novos materiais em escala nanométrica (10-9 m)

(BRASIL, 2011).

Os nanocarreadores vem despertando o interesse nos ultimos anos para a utiliza¢ao na area de
alimentos, como forma alternativa de nanocarrear principalmente compostos ativos de elevada
hidrobobicidade , tais como, 6leos esséncias, vitaminas , corantes, dentre outros, visando
desta forma, potencializar a acdo e disponibilidade destes compostos em diferentes matrizes
alimenticias, principalmente, nas que apresentam elevada hidrofilicidade, além de possibilitar
uma melhor protecdo destes compostos ativos a reagdes indesejaveis no alimento, tal como o

processo de oxidacdo.

Neste contexto, diferentes nanocarreadores estio sendo desenvolvidos com diferentes
composi¢des, morfologias e propriedades de superficie, sendo reportado para a utilizacdo na
inddstria de alimentos principalmente os lipossomas, as nanoparticulas lipidica solida,

nanoparticulas poliméricas e as nanoemulsdes, que serdo descritas a seguir.

1) Lipossomas

Os lipossomas, também denominados de vesiculas lipidicas, sdo nanoestruturas formadas por
uma ou mais camadas concéntricas de lipidios. Essas estruturas destacam-se por sua
capacidade em encapsular substancias hidrofébicas, hidrofilicas e anfifilicas (REINECCIUS,

1995; MOZAFARI et al., 2008).



Viérias moléculas com caracteristicas anfifilicas, incluindo, fosfolipidios naturais até

compostos totalmente sintéticos, podem ser utilizados como

elementos estruturais de base para os lipossomas (LASIC et al., 1991; CHORILLI et al.,

2004; BRANDELLI, 2012).

Convencionalmente, os lipossomas sao definidos de acordo com o seu tamanho e o fato da
sua estrutura ser formada por uma tnica lamela ou por mais de uma (Figura 1). Lipossomas
multilamelares (MLV - multilamelar vesicles), também chamados de oligolamelares (OLV -
oligolamelar vesicles), possuem um didmetro médio que varia geralmente de 400 nm a alguns
micrometros. Lipossomas unilamelares s3o definidos em dois grupos: lipossomas
unilamelares grandes (LUV - large unilamelar vesicles) com didmetros entre 80 nm e 1 pm e
lipossomas unilamelares pequenos (SUV - small unilamelar vesicles) com didmetros variando
entre 20 e 80 nm. Também existem os lipossomas gigantes unilamelares (GUV - giant
unilamelar vesicles) ou oligolamelares (GOV - giant oligolamelar vesicles) com didmetros
superiores a 1 um, podendo chegar a dezenas de micrometros (SANTOS; CASTANHO,

2002; MERTINS, 2004; BRANDELLLI, 2012).

Figura 1: Estrutura de lipossomas unilamelar (esquerda) e multilamelat(direita). Fonte:

(CHORILLI et al., 2004)

Dentre os diferentes métodos para sintese de lipossomas pesquisados para drea de alimentos a
homogeneizacdo por alta pressdo e o método por dispersao do principio ativo em um filme

anfifilico com agitacdo mecanica, sdo os mais reportados na literatura.

Neste contexto, Gibis et al. (2016), sintetizaram pelo método de homogeneizacdo por alta
pressdo, lipossomas com e sem revestimento de quitosana para nonacarrear polifendis

presente em extrato de semente de uva (GIBIS, et al. , 2016).



Para a obtencdo de lipossomas na concentra¢io de 1% (v/v), os autores utilizaram lecitina de
soja, dissolvidos em solucdo tampdo de acetato, sendo agitados overnight a temperatura

ambiente.

Dentre os diferentes tipos de fosfolipidios os mais utilizados na drea de alimentos para sintese
de lipossomas € a lecitina (de origem animal ou vegetal). Esta molécula, como todo

fosfolipidio, sdo estruturas anfifilicas, ou seja, formadas por uma ou duas longas cadeias

apolares ligadas a uma extremidade polar (TAYLOR et al., 2005; GALLI, 2011).

O efeito hidrofébico exercido nas cadeias apolares, quando estas entram em contato com adgua
ou outro meio polar, é a forca que direciona a estruturacdo das bicamadas de lipidios. As
cadeias apolares interagem entre elas, enquanto que as extremidades polares fazem a interface
com o meio polar. Esta agregacdo em bicamadas, portanto, constitui a configuracdo de menor
energia livre. Apesar disso, lipossomas ndo estdo em equilibrio termodinamico, devido a
curvatura inerente a forma esférica, sendo os lipossomas caracterizados como estruturas “’
fechadas’’, vesiculas continuas, composta principalmente de bicamada de fosfolipidio em um
meio aquoso. Esta conformacao de lipossomas, lhe confere uma estabilidade relativa, que ird

depender da sua composi¢ao e do meio em que se encontram (LASIC et al., 1991; MERTINS,

2004).

Ap6s completa dispersdo da lecitina, Gibis et al. (2016), realizaram a encapsulag¢do do extrato
de semente de uva, que foi previamente dispersa em solu¢do tampao de acetato e filtrada em
filtros de celulose de 0,45 p para remocao de possiveis particulas indesejaveis. Em seguida, a

solugdo obtida foi submetida a homogeneizador de alta pressdo de 22.500 PSI em 5 ciclos.

A homogeneizacdo a alta pressdo foi utilizada para promover a sintese de lipossomas, visto
que sua formacao nao € um fendmeno espontaneo, necessitando de uma fonte de energia para

promover a sua formacao.



Na homogeneizacdo a alta pressdo uma dispersdao de particulas é impulsionada com alta
pressdao (100-2000 bar) através de uma cavidade estreita (poucos micrometros), e acelerada

em uma curta distancia, com alta velocidade (cerca

de 100 km/h) ao encontro de uma barreira. A colisdo com a barreira possibilita a formacao de
nanoparticulas com reduzido didmetro (BRANDI; BACHMAN; DRECHSLER, 1990;

BARNADAS-RODRIGUEZ; SABES, 2001; TAYLOR et al., 2005).

Durante o fornecimento de energia ao sistema ocorre formacao de fragmentos de membranas,
0s quais apresentam uma parte hidrofébica que fica exposta ao meio aquoso polar. Quando ha
transferéncia de um meio apolar para um meio aquoso, a entropia ¢ desfavoravel. Para “
vencé-la *’, fragmentos hidrofobicos interagem a outros fragmentos hidrofobicos. A entropia
desfavoravel da interacdo da parte hidrofobica dos fragmentos € equivalente a energia
desfavoravel do empacotamento. Em virtude disso, os lipossomas apresentam uma superficie
de pequeno raio de curvatura. Quando a energia € equilibrada, ha formacgdo de lipossomas de

menor tamanho possivel (LASIC et al., 1991; CHORILLI et al., 2004; GALLI, 2011).

A utilizacdo de lipossomas em alimentos possui alguns entraves, principalmente pela
possibilidade de ocorrer a liberacdo indesejdvel do principio ativo, principalmente, por acdao
de forcas mecanicas que ocorrem durante o processamento de alimentos, que podem favorecer
a ruptura da membrana lipossomal, resultando na perda de componente ativo (TAYLOR et

al., 2005).

Visando minimizar este problema, Gibis el al. 2016, avaliaram o revestimento de lipossoma
com quitosana para melhorar a estabilidade cinética do sistema, principalmente, pelo fato da
quitosana ser um polissacarideo catidonico, que pode favorecer a repulsdo eletrostética,
diminuido desta forma a agregacdo entre os lipossomas e conseguintemente a perda da

estabilidade.



Para o revestimento de lipossomas, Gibis el al., 2016, utilizaram uma solucdo de quitosana
(1% vIv), que foi preparada em tampao de acetato, e apds agitacdo magnética por um periodo
overnight, 1 mL desta solucdo foi pipetada para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo
lipossomal (preparada como descrito anteriormente), sendo posteriormente submetida a
agitacdo por voértex. Ambos os sistemas, lipossomas com extrato de uva sem e com
revestimento de quitosana, foram armazenados a temperatura de 25 C e na auséncia de luz
para caracterizacdo fisico-quimica, dentre estas, tamanho, potencial zeta e polidispersao do

sistema (GIBIS et al., 2016).

De acordo com os dados obtidos, os autores reportaram que os lipossomas revestidos com
quitosana apresentaram maior tamanho e potencial zeta em relacdo aos lipossomas sem
revestimento. A eficdcia de aprisionamento para o sistema sem e com revestimento foi de
88,2 +4,7% e 99,5 + 2,3%, respectivamente. A taxa de liberacdo de polifenois apds 24 h em
lipossomas nao revestidos foi de 0,55 e de lipossomas revestidos foi de 0,24 (GIBIS; RUEDT;

WEISS, 2016).

Este estudo indica que a liberacdo de compostos bioativos a partir de lipossomas revestidos
com quitosona pode favorecer a liberagdo mais controlada de polifendis em alimentos a base
de dgua, que poderd ser benéfico para a industria de alimentos, uma vez que a difusdo de
componentes bioativo pode ser melhor controlada, possibilitando a minimizacdo da

deterioracdo do produto por agentes oxidantes.

De forma geral, a encapsulacdo e a retencio de substancias ativas incorporadas em lipossomas
dependem essencialmente da natureza e da concentracao do fosfolipidio e da substancia ativa,
da carga elétrica dos lipidios, forca idnica do meio, presenca e concentragdo de colesterol,
tamanho da estrutura e condicdes de obtencdo dos lipossomas (BRANDI; BACHMAN;

DRECHSLER, 1990; GRIGORIEV; MILLER, 2009; LU; LI; JIANG, 2011).



Dentre os diferentes métodos supracitados para sintese de lipossomas, o mais utilizado na
encapsulacdo de peptideos antimicrobianos € o de hidratag¢ao do filme fosfolipidico (WERE et

al., 2003; TAYLOR et al., 2005; BRANDELLLI, 2012).

Silva (2013) avaliou o desenvolvimento de lipossomas para carrear nisina, visando maximizar
sua acdo antimicrobiana sob Listeria monocytogenes. Foram testados lipossomas de nisina

com e sem a incorporagdo de quitosana e de sulfato de condroitina.

Para sintese do lipossomo, foi utilizado o método de hidrata¢do do filme fosfolipidico, onde a
fosfatidilcolina (substancia base para a formacdo de lipossomas) foi solubilizada em
cloroférmio. A evaporagdo para obtencao do filme de lipidio (fosfatidilcolina) foi realizada
com a utilizagdo de rotaevaporador, e o baldo contendo o filme foi armazenado overnight em

um dessecador (SILVA, 2013).

Para a diluicdo do filme e formacdo dos lipossomas, primeiramente a solu¢do do peptideo
antimicrobiano (nisina) foi aquecida a 60°C por 1 min. sendo em seguida adicionada ao balao,
o qual foi tampado e agitado vigorosamente, sendo posteriormente aquecido por 2 min,

seguido por repouso (SILVA, 2013).

O aquecimento do sistema 4 60 °C , ocorre para favorecer a temperatura de transicdo de fase
(Tc), na qual a membrana da fosfatidilcolina passa de uma fase gel ou rigida (onde a cadeia
hidrocarbonada do lipidio estd em estado ordenado com movimentos restritos e com
conformacdo trans), para uma fase de cristal-liquido ou —fluidal, onde as moléculas ficam
com grande liberdade de movimento e os radicais hidrofilicos agrupados tornam-se
completamente hidratados (FREZARD et al., 2005; LAPENDA, 2010). A agitacdo foi

realizada para favorecer a hidratacao do filme e proporcionar a formag¢ado de lipossomas.



Em seguida, a solugdo lipossomal obtida por Silva (2013) foi incorpora¢do da quitosana ou de
sulfato de condroitina, onde adicionou-se 400 pL de cada polissacarideo, ambos numa

concentracdo de 1 mg. mL-1, deixando em agitagdo por 30 min.

Do ponto de vista quimico, os fosfolipidios estruturais dos lipossomas podem sofrer

degradacdo através de hidrdlise enzimadtica ou de oxidagao.

A oxidagao dos fosfolipidios acontece preferencialmente com os fosfolipidios poliinsaturados,
como € o caso da fosfatidilcolina. Essa oxidagdo ocorre principalmente pela formacdo de
radicais livres, iniciada pela incidéncia de luz na presenga de oxigénio (LASIC et al., 1991;
GALLI, 2011). Assim, a presenca de oxigénio, luz ou temperatura elevada sdo fatores que
podem intensificar o processo de decomposicdo. Para minimizar este inconveniente na
fosfatidilcolina, Silva (2013), utilizou para esta finalidade, a adsor¢do de quitosana ou de

sulfato de condroitina para recobrir os lipossomas

A quitosana € obtida pela desacetilacdo, parcial ou total, da quitina, originando um polimero
aminosubstituido soldvel em solucdes aquosas dcidas. Como a quitosana forma um sal nessas
solucdes, produzindo cadeias de polieletrélitos com cargas positivas nos atomos de nitrogénio
dos grupos amino, suas interacdes com as regides polares dos lipossomas sdo favorecidas,
levando a sua deposi¢do sobre os mesmos (DUTTA; DUTA; TRIPATHI, 2004; SILVA,

2013).

O sulfato de condroitina € um polieletrdlito anidnico composto por unidades alternadas de
acido glucorénico e N-acetil-galactosamina e € sulfatado na posi¢ao 4 - ou 6- do residuo N-
acetil-galactosamina, desta forma, sua utilizagdo visou avaliar a acdo de um anion adsorvidos
ao lipossoma e sua estabilidade para a nanoestrutura. A presenga de carga no lipossoma pode
influenciar a taxa de incorporacdo de substincias, impedir a agregacdo/fusdo das vesiculas

lipidicas por repulsdo eletrostatica (SILVA, 2013).



Visando minimizar a heterogeneidade dos lipossomas provenientes pela técnica de
homogeneizag¢do por alta pressdo, foi realizada, apds a obtencdo da solucdo lipossomal, a
utilizacdo de um sonicador de ponta, com 5 repeticdes de um 1 minuto a uma poténcia de

50% (SILVA, 2013).

Na pesquisa realizada por Silva 2013, as andlises fisico-quimicos, tais como distribuicdo de
tamanho e potencial zeta indicaram que os lipossomas de com nisina sem revestimento
obtiveram 172,4 nm de tamanho, com polidispersao e potencial zeta de 0,201 e — 19, 98 mV,
respectivamente. Os lipossomas com incorporacdo de quitosana apresentaram tamanho,
polidispersdao e potencial zeta de 257 nm, 0,403 e — 17, 60 mV, respectivamente. Os
lipossomas revestidos com sulfato de condroitina, apresentara 345 nm; 0,589 e — 26, 98 mV,
referentes a tamanho, polidispersdo e potencial zeta, respectivamente. Todas as formulacdes
lipossomal apresentaram a mesma eficiéncia que a nisina livre na inibicdo da L.
monocytogenes 4b e da Listeria sp. € uma maior efici€éncia na inibicdo da L. monocytogenes
4b ATCC 6477, porém os mesmos ndo foram capazes de inibir a multiplicacao da Listeria sp.

e L. innocua (SILVA, 2013).

Silva (2013) relata, que apesar dos lipossomas de nisina com incorpora¢do de quitosana
apresentarem uma eficiéncia de encapsulagdos mais baixa, em torno de 10%, estes tiveram
maior estabilidade e eficiéncia na inibi¢do da L. monocytogenes ATCC 7644, quando
comparados aos lipossomas de nisina com e sem incorporacdo de sulfato de condroitina,
sendo que no tempo final (24h) a reducdo obtida foi de 2 log UFC/ g, comparando-se com os

demais tratamentos e de 7 log comparando-se ao controle sem nisina.

Pelos resultados reportados, € possivel inferir que a incorporacdo de peptideos
antimicrobianos em nanoestruturas de lipossomas mostra-se uma opg¢do vidvel para a

liberacdo controlada de bacteriocina, possibilitando o



aumento da vida util de produtos alimenticios, necessitando, porém, maior aprofundamento
do método e formulagdo utilizada para possibilitar uma nanoestrutura com menor

polidispersao e melhor eficiéncia do nanocarreador na a¢cdo antimicrobiana.

Importante ressaltar, que os lipossomas como nanoestruturas utilizadas para o carreamento de
diferentes principios ativos em alimentos, possui como diferencial em relacdo a outros
nanocarreadores, a possibilidade de carrear tanto ativos hidrofébicos como hidrofilicos
(presentes nos meios de hidrata¢do), peculiaridade atribuida, principalmente, a sua estrutura
formada por bicamadas concéntricas, separadas por fases aquosas e englobando um

compartimento aquoso interno.
2) Nanoparticulas lipidicas solidas

Entre os diferentes nanosistema utilizados para alimentos, destaca-se as Nanoparticulas
Lipidicas Sdélidas (NLS), visando encapsular, proteger e distribuir componentes lipofilicos
funcionais, tais como lipidios bioativos e drogas de cardter hidrofébicos.(BEY-OULD SI

SAID et al., 2016).

As NLS tém a estrutura que se assemelha as emulsdes. A diferenca estd no nicleo, pois é
formado por lipideos sélidos a temperatura ambiente e ndo por fase oleosa liquida como nas

emulsoes (Figura 2) (MULLER et al, 2002 SANTOS, 2010).
Figura 2: Estrutura tipica de nanoparticula lipidica solida com nicleo oleoso solido.

Diferentes métodos foram desenvolvidos para preparagdo das NLS, principalmente para fins
farmacéuticos, dentre estes destacam-se: (i) homogeneizacdo por alta pressdo; (ii)
emulsificacio-evaporacdo do solvente, (iii) microemulsdes e (iv) microfluidizacio (MADER,

MEHNERT, 2001; JAFARI et al, 2006; SOUTO et al., 2007; PARHI, SURESH, 2010) .



A vantagem da primeira técnica € que ela ndo se utiliza de solventes orgénicos, o que a torna
especialmente atraente para a industria de alimentos, além do fato de o principal equipamento
que ela requer — homogeneizador a alta pressdo - ser de uso corrente neste segmento industrial

(MADER, MEHNERT, 2001; PARHI, SURESH, 2010).

Ramalingam et al., 2016 sintetizaram NLS para nanocarrear curcumina visando maximizar a
aplicacdo deste bioativo em alimentos, sendo as NLS armazenadas em duas temperaturas (25
+2°C)e (4 £2 ° C), e analisadas apés um periodo de 0, 1 e 3 meses em relacdo aos
parametros de tamanho particulas e potencial zeta das particulas. Nesta pesquisa, os
lipossomas foram sintetizados pelos métodos de homogenizador de alta pressdo e

utrassonicacao.

Para a fase lipidica, foi utilizado Smoothex DST (polifosfato de amodnio, para minimizar a
oxidagdo de lipidios), Rikemal PS-100 (monoestearato de propilenoglicol) e dcido palmitico

(RAMALINGAM et al., 2016).

O monoestearato de propilenoglicol usado como surfactante ndo-idnico, favorece a
estabilidade da emulsao lipidica. O 4cido palmitico, base lipidica para NLS, € um lipidio que
encontra-se sélido a 25 °C, sendo sua utilizacdo em substitui¢do a lipidios liquidos, uma
alternativa para aumentar o controle sobre a cinética de liberacdo de compostos encapsulados,
além de melhorar a estabilidade de ingredientes lipofilicos “sensiveis quimicamente

(HELGASON et al., 2009; LET, ZAVAREZE, 2012).

Estes componentes foram homogeneizados entre 5-10 °C acima do ponto de fusdo da fase
lipidica (RAMALINGAM et al., 2016). A homogeneizacdo em uma temperatura acima da
temperatura de fusdo dos lipidios, tem como finalidade produzir uma fina dispersao de uma

emulsdo de 6leo em dgua (HELGASON et al., 2009).



Posteriormente, Ramalingam et al. (2016), realizaram a dispersdo da curcumina (bioativo) na

fase lipidica a quente. Em seguida uma solu¢io aquosa

pré-aquecida contendo Tween 80 (surfactante ndo i6nico) foi adicionada a solucdo lipidica
para formacdo de um pré emulsdo, e posteriormente, a formulacdo foi submetida a
homogeneizagdo por alta pressao (11000 rpm) durante 5 minutos, € submetida a

ultrassonificagdo por 5 min.

Quando um liquido € submetido ao processo de ultrassonicagdo com alta intensidade, as
ondas se propagam no meio liquido, ocorrendo uma alternincia de ondas de alta e baixa
pressdo geradas pelo ultrassom. Na fase de baixa pressdo e alta intensidade, as onda criam
bolhas de vacuo, aumentando de didmetro até que ndo conseguem mais absorver energia, € ao
atingir a fase de alta pressdo, elas sdo comprimidas até implodirem (HIELSHER, 2005; LET;

ZAVAREZE, 2012).

ApoOs a ultrassonificacdo, a solucdo lipidica foi submetida a refrigeracdo por 4 °C
(RAMALINGAM et al., 2016). O resfriamento a uma temperatura abaixo da temperatura
ambiente € utilizado para ocasionar a cristalizacdo do lipidio e formacdo das NLS. Este
método € utilizado principalmente para o encapsulamento de ativos lipofilicos, isto porque, no
caso de ativos hidrofilicos, este migra para a fase aquosa durante a homogeneizacao

resultando em uma baixa eficiéncia de encapsulamento (TEERANACHAIDEEKUL et al.,

2008; ATTAMA, MULLER-GOYMANN, 2008).

Para o revestimento com quitosana, as NLS carreando curcumina (NLS —c), Ramalingam et
al., 2016, realizaram o processo de adsorc¢ao fisica, onde volumes iguais de NLS-c carregadas
negativamente e quitosana (dissolvido em 0,01% de acido acético) (50: 1 w/w) foram
dispersas e a solugdo resultante agitada durante 15 min. O NLS-C revestidas com quitosana,

foram armazenadas em temperatura de refrigeracdo para caracterizacao.



Os resultados obtidos demonstraram que o tamanho médio das particulas e os valores de
potencial zeta de NLS-c revestidas com quitosana, obtiveram maior tamanho de particula
(739,26 + 53,12 nm) e potencial zeta positivo 18,33 £ 1,03 mV, em comparacdo com NLS-c
sem revestimento, (451,80 £ 19,62 nm e -26,33 £ 1,92 mV). Esta modificacdo de superficie
demonstra que o revestimento com quitosana foi capaz de modificar a superficie da NLS-c, a
mudanca do valor do potencial zeta do nanocarreador sem revestimento de -26,33 + 1,92 mV

para 18,33 £+ 1,03 indicada a adsorcdo da quitosana na NLP-c (RAMALINGAM et al., 2016).

7z

Apesar de ndo fazer parte central da questdo deste exame de qualificacdo, € interessante
ressaltar, que os autores também avaliaram a biodisponibilidade de NLS-c com e sem
revestimento, além de curcumina no estado livre (dispersa em surfactante), em ratos,
verificando que que NLS-c revestidas com quitosana apresentaram maior disponibilidade,
demonstrando desta forma, que o revestimento com quitosana em NLS-c além de favorecer a
melhor estabilidade cinética do sistema ( repulsdo eletrostdtica), favorecem a

3

biodisponibilidade, por resistiram a °* possiveis’’ obstaculos quando ingeridas via oral ,
demonstrando que NLS-c revestida, podem contribuir para maximizar sua aplicacdo em

alimentos.

Em comparagdo com nanoemulsdes e aos lipossomas, NLS tem algumas vantagens distintas,
que incluem: alta eficiéncia de encapsulamento, ndo utilizam solventes organicos;
possibilidade de producdo em larga escala, flexibilidade em controlar e na liberacdo de
compostos encapsulados devido a matriz sélida; taxa de degradacdo mais lenta e de liberagdo
prolongada do composto bioativo, (MADER, MEHNERT, 2001; HELGASON et al., 2009;

MARIA et al., 2015).

3) Nanoparticulas poliméricas



O termo nanoparticula inclui as nanocdpsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si
segundo a composi¢do e organizacdo estrutural (Figura 3). As nanocdpsulas sdo constituidas
por um envoltério polimérico disposto ao redor de um nicleo oleoso, ou seja, ha
diferenciacdo de ntcleo. Por outro lado, as nanoesferas, que nao apresentam 6leo em sua
composi¢ao, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde a diferencia¢do de niicleo ndo é
observada, constituida por uma matriz mais homogénea (SCHAFFAZICK et al., 2003;

FARIDI ESFANJANI, JAFARI, 2016).

Figura 3: Representacdo esquemadtica de nanocapsulas e nanoesferas.

As nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas a partir de polimeros sintéticos como
poliacrilatos e policaprolactona (PCL) ou polimero naturais como gelatina e quitosana
(PANYAM, LABHASETWAR, 2003). Viarios métodos de preparacdo sdo encontrados na
literatura. Esses métodos podem ser classificados em duas principais categorias: (1) as que
requerem uma reacdo de polimerizacio ou (2) as que utilizam diretamente uma
macromolécula, ou um polimero pré-formado (FESSI et al., 1989; MOSQUEIRA et al., 2000;

FARIDI ESFANJANI; JAFARI, 2016; PANYAM; LABHASETWAR, 2003).

A dispersdao de polimero pré-formado € mais facilmente controldvel, de maior rendimento
quando comparado com outros métodos de produgdo de nanoparticulas poliméricas a partir da

polimerizacdo de mondmeros. E um método particularmente adaptados para incorporar

principios ativos lipofilicos (SEVERINO et al., 2011).

O método de polimero pré-formado pode ser preparado por quatro métodos: emulsificacdo-
evaporacdo do solvente (KREUTER, 2012; WANG et.al.,, 2010), por deslocamento do
solvente ou nanoprecipitacio (TAHARA et al., 2010), por saltingout (WHEATLEY et.al.,
2010) ou por emulsificacdo-difusdo do solvente (OZTURK et al.,, 2010; SOUTO;

SEVERINO, SANTANA, 2012). Os métodos de nanoprecipitagao tem sido mais reportado na



literatura para drea de alimentos. Yegin et al., 2015 sintetizaram e caracterizaram
nanoparticulas poliméricas para nanocarrear 6leo essencial de geraniol, visando avaliar sua
acdo antimicrobiana sob a superficie de folhas de espinafres, em bactérias patogénicas que
podem ser veiculadas por alimentos (Escherichia coli O157: H7 e Salmonella enterica

Typhimurium) (YEGIN et al., 2015).

Para sintese das nanoparticulas poliméricas carreadas com geraniol (NP-g), os autores
utilizaram o método de nanoprecipitacdo, onde o geraniol foi disperso em copolimero tribloco
PF127 (molécula anfifilica), sendo solubilizados em tetrahidrofurano (solvente miscivel em
dgua). Esta etapa visou a dissolu¢do do copolimero, que foi utilizado como revestimento da
nanoestrutura com o composto bioativo, sendo a solu¢do obtida mantida sob agitacdo
magnética para promover a homogeneidade do sistema (YEGIN et al., 2015). O copolimero
tribloco sao moléculas obtidas pela jungdo de trés seguimentos poliméricos, sendo a parte
central diferente dos dois seguimentos externos, estes dltimos iguais entre si. Comumente sao
utilizados 6xido de etileno nas pontas (EO) e 6xido de polipropileno nas extremidades
(PO).(FESSI et al., 1989; SOUTO et al., 2012) O copolimero tribloco PF127 é uma estrutura
que possui 6xido de polipropileno nas extremidades, que em solu¢do aquosa, forma micelas,
> aprisionando’’ em seu interior o composto lipidico, neste caso, o 6leo essencial de geraniol.
Importante ressaltar, que a utilizacdo de copolimeros anfifilicos podem substituir os
tensoativos, pois ja tendem a formar espontaneamente estruturas micelares (FESSI et al.,
1989; SOUTO et al., 2012). Posteriormente, Yegin et al., 2016, submeteram a solugdo
organica obtida sob uma solu¢do aquosa (dgua-Miliq) em agitacdo magnética a temperatura
ambiente por cerca de 10 min. As nanoparticulas foram formadas pela difusdo espontanea do
solvente na fase aquosa do polimero, insolivel na mistura de 4gua e solvente, precipitando
para formar nanoparticulas, enquanto ocorre o encapsulamento do composto ativo. Em

seguida, os autores realizaram a remog¢ao do solvente por evaporacao por 7 h. As NP-g foram



caracterizadas, dentre outras andlises, por tamanho de particula (DLS - Zetasizer ZS90) ,
polidispersao e microscopia eletronica de transmissao (YEGIN et al., 2015). De acordo com
os resultados relatados por Yegin et al., 2016, o didmetro médio das particulas foram de 412
nm (para a propor¢do de polimero e ativo de 1:1). As estruturas da NP-g apresentaram-se
esféricas pela técnica de microscopia electronica de transmissdo (resultante principalmente da

presenca de copolimero tribloco que em solug@o aquosa, origina uma estrutura micelar).

Além disso, de acordo com a técnica utilizada pelos autores, pode-se inferir, que as NP-g

originaram estruturas de nanocapsulas, pois foram formadas quando o

principio ativo foi previamente dissolvido na fase lipidica, o qual € emulsificado na solucdo

organica polimérica antes de ser veiculado a fase externa (MARTINS et al., 2010).

A polidispersio da NP-g foi de aproximadamente 0,19, demostrando um dispersdao
homogénea no sistema pesquisado, que tende a favorecer a estabilidade cinética (YEGIN et

al., 2015).

As analises microbioldgicos (ndo relatadas nesta avaliacdo de qualificacdo), demostraram que
a utilizacdo de NP-g por imersao nas superficies de folhas de espinafre, foi capaz de reduzir a
populacdo de E. coli O157: H7 e S. enterica Typhimurium em 3,2 + 1,7 e 4,2 £ 1,2 log UFC /
cm 2, respectivamente. Em pré- teste, pela andlise da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)
e Concentracdo Minima Bactericida (CMB), foi evidenciado que o geraniol nanocarreado em
nanoparticulas poliméricas, obtiveram melhores resultados em concentragdes menores em
relacdo a geraniol na forma livre, demostrando que este 6leo essencial nanocarreado por
nanoparticulas poliméricas, pode ser uma alternativa vidvel para a descontaminacdo pods-

colheita de produtos in natura de origem vegetal (YEGIN et al., 2015).

Apesar de nanoparticulas poliméricas ja serem utilizadas a décadas para carreamento de

farmacos, e serem obtidas por diferentes métodos, sua utilizacdo na area de alimentos é



considerada recente, sendo obtidas, principalmente, pelo método supracitado, que tem
demonstrado menores interacdo com macromoléculas dos diferentes componentes da matriz

alimenticia.
4) Nanoemulsao

Nanoemulsdes sao dispersdes de dois liquidos imisciveis estabilizados por meio de um
sistema de surfactante ou de surfactante. A sua estabilidade fisica pode ser substancialmente
melhorada por selecao de emulsionantes adequados que sdo capazes de ’ rodear’ as goticulas
dispersas de forma a reduzir a tensdo interfacial ou aumentar a repulsdo gota-gota (TADROS

et al., 2004; SOLANS et al., 2005).

Dentre as diferentes nanoestruturas, as nanoemulsdes, tem demostrando um elevado potencial

para serem utilizados na drea de alimentos, em relacdo as

emulsdes convencionais, por apresentarem maior estabilidade frente a separacdo gravitacional
e agregacdo das goticulas, além de maior biodisponibilidade dos compostos encapsulados

(PINHEIRO et al., 2016).

De forma geral, as nanoemulsdes apresentam aspecto macroscopico leitoso a translicido,
baixa viscosidade, e com moléculas do principio ativo preferencialmente dissolvidas no

nicleo oleoso da nanoestrutura (DONSI et al., 2012; DIAS et al., 2014).

A sintese de nanoemulsdes pode ser dividido em métodos de alta e de baixa energia. Os
métodos que empregam alta energia incluem a homogeneizagao por alta pressdo, sonicagdo e
microfluidizacdo, os quais requerem equipamentos especificos. Os métodos que empregam
baixa energia, utilizando a energia quimica armazenada nos componentes sdo, por exemplo, a
emulsificacdo espontdnea e o método da temperatura de inversdao de fases (PIT, do inglés

phase inversion temperature)(SOLANS et al., 2005; MCCLEMENTS; XIAO, 2014).



Os métodos que utilizam alta energia muitas vezes sdo extremamente dispendiosos para
aplicagdes industriais, especialmente quando se deseja um tamanho médio de gota muito
pequeno (20 - 100nm). Por sua vez, os métodos de baixa energia requerem baixo consumo de
energia para a producdo das nanoemulsdes e dependem principalmente das propriedades
fisico-quimicas intrinsecas do tensoativo e da fase oleosa (TADROS et al.,, 2004;

MCCLEMENTS, RAO, 2011).

A partir do método de baixa energia, Bovi (2015), sintetizou nanoemulsdo para carrear 6leo
de buriti (Mauritia flexuosa L.), substancia de origem vegetal rica em tocoferdis, carotenoides
e em 4cidos graxos (cerca de 73% a 78% do 6leo de buriti € composto de 4cido oleico,
conhecido pela sua propriedade de reducdo do nivel de colesterol no sangue), visando sua
incorporacdo em bebida isotonica, favorecendo desta forma sua biodisponibilidade, além de

agregar valor nutricional para a bebida (BOVI, 2015).

A sintese de nanoemulsdes pelo método de inversdao de fase (phase inversion temperature, ou
método PIT), por se tratar de um método de baixa energia, permite que o principio ativo (6leo
de buriti) seja utilizado também, como corante natural em produtos alimenticios de base

aquosa. O método PIT, favorece a producdo de nanoemulsdes com aspecto translicido. Tal

transparéncia dptica se mostra extremamente vantajosa quando se deseja aplicar em produtos
translicidos, como € o caso de bebidas isotdonicas, além de minimizar possiveis perdas do

composto ativo termolabeis, caso fosse utilizado um método de alta energia. (BOVI, 2015).

Antes de realizar a formulagao final, foi determinado a temperatura de inversao de fases, para
definir a temperatura em que o polisorbato 80 (surfactante ndo idnico) utilizado na
formulacio, alteraria sua afinidade dominante da fase aquosa para a fase oleosa, produzindo
uma mudanca no tipo de emulsdo. A principio, a inversdo de fase foi observada visivelmente,

através da mudanga na viscosidade e transparéncia do sistema. Em seguida, através da



utilizagdo de um condutivimetro, foi utilizado para constatar esta alteracao, sendo construidas
curvas de condutividade vs. temperatura em diferentes concentragdes de NaCl (2,5 M, 3 M,
3,5 M e 4 M). A temperatura de inversao de fases (TPIT) foi determinada pela média entre a
temperatura de inicio do decaimento da condutividade e a temperatura minima atingida pelo

sistema apds a inversdo de fases (BOVI, 2015).

Para a fase oleoso do nanosistema, Bovi (2015), utilizou o préprio principio ativo (6leo de
buriti), além de polisorbato 80 como agente surfactante e cloreto de sédio. Para a avalia¢do da
estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes foram realizadas andlises de determinacdo do
didmetro médio hidrodindmico, distribuicio de tamanho de gota, quantificacdo de
carotenoides totais e avaliacdo da oxidacgdo lipidica, por um periodo de armazenamento de 60

dias (BOVI, 2015).

Para producdo das nanoemulsdes , foi realizado primeiramente o aquecimento dos
componentes da formulagdo (dgua, tensoativos, sal e 6leo de buriti) em banho-maria até 80

°C, sendo misturados sob agitacdo mecanica a 300 rpm (BOVI, 2015).

Como resultado do aquecimento, a solubilidade do polisorbato 80 (tensoativos nao-idnicos
polietoxilados) se altera progressivamente, pois os grupos etoxilados gradualmente se
desidratam com o aquecimento, tornando o tensoativo gradualmente mais hidrofébico. Acima
da temperatura de inversao de fase (TPIT) o tensoativo € inteiramente solubilizado em 6leo e,
assim, a mistura sofre uma inversao de fase, de uma emulsao 6leo em 4gua (O/A) para uma

emulsdo de dgua em 6leo (A/O) (ANTON et al., 2007).

Importante ressaltar, que o uso de NaCl na formulacdo, teve como objetivo melhorar a
estabilidade da nanoemulsoes. O aumento desta estabilidade, pode ser devido a capacidade do
sal de auxiliar no processo de desidratacdo do polisorbato 80 (ANTON et al., 2007).

Conforme ja foi mencionado, para produ¢do de nanoemulsdes pelo método PIT ocorre uma



etapa de aquecimento, resultando na solubilidade do tensoativo, que se altera
progressivamente, uma vez que os grupos etoxilados gradualmente se desidratam tornando o
tensoativo gradualmente mais hidrofébico. Acredita-se que a adi¢do de sal atue justamente

nesta etapa da producdo das nanoemulsdes (BOVI 2015).

A seguir, Bovi (2015), submeteu a amostra a um rapido resfriamento por agitacio magnética,
utilizando-se uma camisa de resfriamento alimentada com dgua a 0 °C, até que a temperatura
da solucdo obtida alcancgasse a temperatura de 20 °C. Durante o resfriamento, o tensoativo se
reidrata e se torna novamente hidrofilico induzindo uma migracdo ripida e espontanea para

fase aquosa, originando as nanoemulsdes (ANTON et al., 2007).

Ap0s obtencdo da nanoemulsdo, o sistema foi armazena em temperatura de 4 °C, para
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes por andlises de determinagdo do

diametro médio hidrodinamico e distribui¢do de tamanho de gota (Zeta Plus) (BOVI, 2015).

De acordo com os resultados reportados, as nanoemulsdes apresentaram estabilidade durante
60 dias em refrigeracdo. As nanoemulsdes produzidas, tanto com 2,5 M de NaCl quanto com
3 M de NaCl, apresentaram distribuicdes bimodais. Para as nanoemulsdes contendo 2,5 M de
NaCl a primeira populacdo concentrou-se por volta de 30 a 40 nm e a segunda, em torno de
160 nm. Ja para as nanoemulsdes contendo 3 M de NaCl a primeira populacdo oscilou entre

20 a 50 nm e a segunda, em torno de 80 nm (BOVI, 2015).

Apesar de nao descrito nesta avaliagdo de qualificacdo, a metodologia e as andlises da
incorporagdo da nanoemulsao veiculando o principio ativo na bebida isotdnica, por ndo ser a
parte central da questdo de qualificacdo, Bovi (2015), verificou que € possivel a incorporacao
das nanoemulsdes sem que haja separacdo de fases neste sistema. Por meio da realizacdo de
andlise sensorial, observou-se que para uma primeira tentativa de incorporagdo de

nanoemulsdes em bebida isotOnica os resultados se mostraram relativamente satisfatorios.



Os resultados desta pesquisa predizem, que a substituicdo de compostos sintéticos (corantes e
aromatizantes), por compostos naturais nanocarreados por nanoemulsdes, pode ser uma
alternativa vidvel, minimizando o uso de corantes artificiais e agregando valor nutricional a
bebida, o que poderd, com devidas modifica¢cdes da formulagdo, ser utilizado em outras

matrizes alimenticias.

Dentre os métodos de sintese de nanoemulsdes de alta energia, a ultrasonificagio, vem sendo
bastante utilizada em estudos na area de alimentos. Neste contexto, Ghosh et al., 2014
sintetizaram uma nanoemulsdes pelo método de ultrassonificacdo para nanocarrear eugenol

visando sua a¢do antimicrobiana em sumo de frutas.

Os autores utilizaram para a formulacdo da nanoemulsdes o surfactante Tween 80, para a base

lipidica o 6leo de gergelim, o eugenol como principio ativo e dgua Milli-Q.

Ghosh et al., 2014 obtiveram a nonoemulsao carreando eugenol em duas etapas: 1) a fase
oleosa composta de 3% de eugenol foi acrescentada no 6leo de gergelim na concentracdo de
6% (v/v), sendo posteriormente, a solucdo dispersa com o agente Tween 80 na concentragao
de 18% (a propor¢do de 6leo e eugenol foi de 1:2; e de Tween 80 e dgua de 18:74, apds a
realizacdo de pré-testes). Em seguida, foi adicionado dgua, e a formulacdo resultante foi
submetida a agitacdo magnética a temperatura ambiente por 15 min até a formacdo de uma

emulsdo de aspecto grosseira (altamente viscosa e leitosa).

O surfactante Tween 80, € um monoleato de sorbitano polioxietilenopolisorbato nao-idnico,
geralmente soliveis ou dispersiveis em dgua e empregados para obter emulsdes do tipo 6leo
em agua (O/A), como dispersantes ou solubilizantes de 6leos com propriedade bem reportada

na literatura pela eficacia na reducdo da tensao interfacial. (GHOSH et al., 2014).

Os surfactantes nao idnico, como o Tween 80, quando utilizado em emulsdes para alimentos,

além de favorecer a estabilidade do sistema, também auxilia a minimizar a degradacdo



induzida por componentes i0nicos, pela sua capacidade em neutraliza-los, além de favorecer
ao aumento da espessura em torno da drea interfacial da goticula presente na emulsdo (HSU;
NACU, 2003). Como estabilizadores eficazes de emulsdes, tais surfactantes ndo iénicos, sdo

utilizados em concentragdes muito acima da CMC, de modo a atingir a cobertura

da superficie de goticulas de 6leo tdo completa quanto possivel e assegurar a estabilizacdo

esférica (GRIGORIEV, MILLER, 2009).

Ap6s a primeira etapa Ghosh et al.(2014), realizaram a segunda etapa: ii) apds a obtencdo de
uma emulsdo grosseira, a formulacdo foi submetida a sonicacdo a 20 kHz e 750 W de
poténcia, com o didmetro de ponta do sonicador de 13 mm, por 30 min. Por se trata de um
método de alta energia, pode ocorrer a liberacdo de energia na forma de calor proveniente da
cavitacdo das goticulas, que pode desfavorecer a estabilidade e ou perda do principio ativo da
nanoemulsdo, para evitar tal possibilidade durante a sonicacdo, os autores imergiram o
recipiente contendo a emulsdo grosseira, no interior de um frasco contendo banho de gelo

(GHOSH et al., 2014).

Pelo método de sonicagdo, o fluido € primeiramente conduzido através de um orificio de
diametro reduzido com pressao moderada e orientado em direcdo a uma lamina vibratdria
onde sofre impacto. Quando o sistema atinge uma fase estaciondria entra em cavitacdo,
proximo da extremidade da lamina e a vibragdo desta produz ondas ultrassdnicas, que sdao
capazes de exercer um efeito cortante, produzindo goticulas de didmetro reduzido (MAA,

HSU, 1999; SOLANS et al., 2005; DONSI et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos, os autores observaram que as nanoemulsoes obtidas pelo
método descrito, obtiveram tamanho da particula e polidispersao pela técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS), valores de 13 nm + 3,1 e 0,079 % 0,09 respectivamente,

demostrando boa estabilidade do sistema. As nanoemulsdes com eugenol demostram redugao



de 10% na populacdo nativa de bactérias heterotréficas em suco laranja armazenado a 4 °C,
inferindo-se que este nanocarreador, pode ser utilizado como um potencial agente de

conservacgdo no controle microbiolégico (GHOSH et al., 2014).

Além dos nonocarreadores supracitados, outras nanoestruturas vém sendo pesquisadas na drea
de alimentos, como por exemplo, nanoestruturas de origem natural, como as obtidas por

algumas proteinas do leite, tais como caseina, B-caseina e Albumina Sérica Bovina (BSA).

Neste contexto, Nunes (2016), avaliou a interagao entre 4cido cinamico e cinamato de metila
com a BSA. O preparo da dispersdo utilizando a BSA como nanocarreadora, foi obtida pela
diluicao da proteina diretamente em solucdo tampao em trés diferentes valores de pH (3,5; 5,0

e 7,4). A dispersdao da BSA

em diferentes pH, teve como objetivo, avaliar a interacdo do nanocarreador com 0s principios
ativos em intervalos abaixo, proximo e acima do potencial isoelétrico da proteina, que é
reportada proximo ao valor de pH de 4,6. Apés a solubilizacdo de BSA em diferentes pH, o
acido cinamico foi disperso diretamente em cada uma das dispersdes (BSA com pH 3,5; 5,0 e
7,4). Porém, para o cinamato de metila foi utilizado uma solucio estoque na concentracio de

1,0 x 10-2 mol. L-1 em etanol, devido a sua insolubilidade em 4gua.

O pH € um fator que pode promover mudangas na densidade de cargas da BSA devido a
protonacao/desprotonacdo de grupos ionizdveis, bem como em sua carga liquida. Estas
mudancas podem influenciar tanto as interagdes entre os segmentos da cadeia polipeptidica da
BSA quanto as interacdes que esta proteina realiza com outras moléculas. Préximo ao ponto
isoelétrico (pH ~ 4,8), por exemplo, a BSA exibe um estrutura molecular de cora¢do (KUN et
al., 2009), por esta razao, Nunes (2016), avaliou em trés diferentes valores de pH, verificando
desta forma, analisar como a provdvel mudanca da conformacdo da proteina BSA pode ser

alterada pelo pH do meio.



Nunes (2016), evidenciou que a interagdo entre os compostos estudados com a BSA foi
energeticamente menos favordvel quando BSA estava em pH 3,5, demostrando que a
desnaturagdao promovida pelo baixo valor de pH, pode influenciar nas caracteristicas de
superficie da nanoestrutura, podendo resultar em menor estabilidade cinética do sistema
(BSA-ligante). Neste contexto, a importancia da conformagao da proteina e sua interagdo com
moléculas de pequena massa molar, pode fornecer informacdes importantes para a sua

aplicacdo futura na drea de alimentos.

De acordo com diferentes estudos supracitados nesta questdo de qualificagcdo, pode-se inferir,
que dentre os diferentes nanocarreadores que vem sendo pesquisado na drea de alimentos nos
ultimos anos, estes nanosistemas tem demostrado grande viabilidade de uso para a drea de
alimentos, sendo necessdrio, estudos mais aprofundados e in situ, para serem de fatos

utilizados com mais eficiéncia em escala industrial.

Importante ressaltar, que apesar da grande variedade de nanocarreadores disponiveis no
mercado para a drea farmacéutica, esta nanotecnologia ainda tem encontrado, relativamente,
pouco espaco na industria de alimentos. Uma das razdes disso € o fator custo — enquanto os

setores

farmacéuticos geralmente suportam a utilizacdo de técnicas de alto custo, a industria de
alimentos tipicamente trabalha com margens de lucro relativamente baixas, sendo imperativa
a necessidade de reducdo dos custos de producdo. Além disso, as indudstrias apresentam

muitas vezes forte resisténcia a adoc¢ao de novas tecnologias (AZEREDO et al., 2005).

No entanto, deve-se considerar que muitos compostos de grande impacto mercadolégico na
industria de alimentos, como o0s aromas, corantes naturais e bioativos (carotenoides,
flavonoides, curcumina, dentre outros), apresentam algumas limita¢des para serem utilizados

diretamente na drea de alimentos, tais como, elevada hidrofobicidade, propensao a degradacao



fisico-quimica, odores e sabores pronunciados, que pode desfavorecer sua utilizagdo em

matrizes alimenticias.

Neste contexto, a utilizacdo de nanocarreadores para vincular estes principios, pode favorecer
a protecdo destas substancias e aumentar sua biodisponibilidade e estabilidade fisico-quimica
em diferentes matrizes alimenticias, além de disponibilizar ao consumidor, a possibilidade da

obten¢ao de um produto com melhor qualidade nutricional.
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