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Obteng¢ao de Nanoparticulas de
Betacaroteno

RESUMO

OBJETIVO: Obter nanoparticulas de betacaroteno pelo método da sonicacdo utilizando
poli(vinil pirrolidona) como estabilizante coloidal, bem como, sua caracterizagdo em
termos de tamanho das particulas, indice de polidispersao, estabilidade e caracteristicas
estruturais. METODOS: Foram utilizadas as técnicas de Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Espectroscopia de Infravermelho (FTIR), Dispersao Dinamico de Luz (DLS)
e Microscopia eletronica de Transmissdo (MET) para caracterizagdo das nanoparticulas
obtidas. RESULTADOS: Os resultados indicam que houve a formacdo de nanoparticulas
cristalinas de betacaroteno com as mesmas propriedades térmicas (entalpia e
temperatura de fusdo) do betacaroteno convencional. Na andlise de FTIR, foram
encontrados os picos de absorgdao em 2950 cm™te2913 cm™ (alongamentos assimétricos e
simétricos do CH,, respectivamente) e em 959 cm™ (algueno conjugado). Os nanocristais
apresentaram tamanhos da ordem de 91 £ 14 nm e indice de polidispersdo dos tamanhos
de 0,32 + 0,06. CONCLUSOES: Foi possivel a transformac¢do do betacaroteno em
nanocristais pela aplicagdo de ultrassom e uso de poli(vinil pirrolidona) como estabilizante.
O material apresentou estabilidade coloidal em agua, resultante do seu reduzido tamanho
e consequente aumento da darea superficial total. A partir das analises térmica e
espectroscépica foi possivel observar que ndo houve alteragdo da estrutura quimica do
betacaroteno apds a nanoparticularizagdo. Sendo assim, esse material pode ser utilizado
em futuras aplicagdes como corante em produtos alimenticios.

PALAVRAS-CHAVE: Betacaroteno. Nanoparticulas. Poli(vinil pirrolidona).
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1.INTRODUCAO

O betacaroteno é um precursor da vitamina A, um pigmento natural que estd
presente em varios tipos de frutas, verduras, legumes e alguns animais. Este carotenoide
contribui para a saude humana, pois possui propriedades antioxidantes, reduz o risco de
cancer, previne doengas cardiacas, além de fortalecer o sistema imunolégico [1] [3]. O
betacaroteno é pouco soluvel em agua e muito sensivel a luz e ao calor, por ser um
composto apolar de cadeia longa com duplas ligagdes conjugadas e estruturas
insaturadas [3].

Apesar de possuir diversas propriedades funcionais, a sua biodisponibilidade é
baixa, pois o betacaroteno tem carater hidrofdbico, o que faz com que a sua solubilidade
em dagua seja pequena, diminuindo assim, sua absorgdo pelo organismo [3]. A
transformagdo do betacaroteno em particulas de tamanho nanométrico é uma
alternativa para aumentar a sua biodisponibilidade e a absor¢do intracelular pelos
tecidos, devido a sua pequena dimensdo e consequente grande area superficial total. A
solubilidade é aumentada com o uso do polimero poli(vinil pirrolidona) que é soluvel
tanto em compostos polares quanto apolares [3] [5]. Tachibana; Nakamura (1965) [5]
usaram a técnica da dispersdo do betacaroteno por poli(vinil pirrolidona) para fazer a
encapsulagdo, obtendo como resultado uma solugao coloidal, com particulas de 100 um
de didametro. Foi observado que praticamente ndo houve interagao do betacaroteno com
o PVP, ele agiu como um solvente solido para o betacaroteno e ao mesmo tempo, um
agente estabilizante para a solugdo coloidal aquosa. Pelo fato de o PVP possuir carater
hidrofilico e lipofilico, apresenta a capacidade de dissolver o betacaroteno no PVP e
proteger as nanoparticulas na dispersdo aquosa.

Esse trabalho tem como objetivo obter nanoparticulas de betacaroteno pelo
método da dispersdo do betacaroteno através da poli(vinil pirrolidona), que atua como
estabilizante. Estas foram caracterizadas quanto ao tamanho das particulas, indice de
polidispersdo dos tamanhos, solubilidade a 25°C e cristalinidade.

2.METODOS
2.1 MATERIAIS

Betacaroteno (Sigma-Aldrich, 97%), poli(vinil pirrolidona) (PVP, Sigma-Aldrich,
99%) e etanol (99,8%) foram utilizados na obtencdo das nanoparticulas. Agua destilada
foi utilizada nos ensaios de solubilidade. KBr (Sigma-Aldrich, padrao espectroscépico) foi
utilizado nas analises de Espectroscopia de Infravermelho.

2.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE BETACAROTENO

Para a producdo das nanoparticulas de betacaroteno, etanol (37,5 mL) e PVP (0,9
g) foram agitados magneticamente a fim de obter uma mistura de homogénea por
aproximadamente 5 minutos. Apds a homogeneizagdo, foi adicionado betacaroteno
(0,090 g, resultando em uma proporgdo em massa de PVP e betacaroteno de 10:1,
respectivamente) ainda sob agitagdo magnética por 10 minutos. O surfactante Tween 80
(0,075 g) foi adicionado na solugdo por mais 5 minutos sob agitacdo constante.

A solucdo obtida foi colocada em um aparelho de sonicacdo (Fisher Scientific,
120W e ponteira de 1/8”) em banho de gelo por 3 minutos, em pulsos de 30 segundos
ligado e 10 segundos desligado. Em seguida, as nanoparticulas foram levadas a uma
estufa de circulagdo de ar para evaporagao do etanol a 602C por 24 horas.

O tamanho médio das particulas (D) foi calculado e o indice de polidispersdo dos
tamanhos (PDI, adimensional) foram determinados por Dispersdo de Luz Dinamica (DLS,
Malvern Zetasizer — Nano Series) utilizando deteccdo a 1732 em amostras sem diluigcdo
prévia. O PDI foi calculado utilizando o desvio padrdo (o) da curva de distribuicdo de
tamanhos pela Equagdo 1:
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PDI = ;—z (Equagdo 1)

A técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Perkin Elmer, DSC4000)
foi empregada para avaliar as caracteristicas térmicas dos compostos utilizados na
obtengdo das nanoparticulas de betacaroteno. As nanoparticulas foram lavadas com o
objetivo de retirar o PVP. O procedimento de lavagem foi realizado da seguinte forma:
foram pesados 400 mg de nanoparticulas e pipetado 1,5 mL de dgua destilada, as
nanoparticulas com a dgua destilada foram colocadas em um eppendorf e centrifugadas a
14500 rpm por 30 min, apds a primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido em
dois eppendorfs e centrifugado novamente, o sobrenadante das préximas centrifugacdes
foram descartadas, esse procedimento foi repetido até o sobrenadante se apresentar
limpido. Por fim, o sobrenadante foi descartado e os eppendorfs tampados e liofilizados.
Foram pesados 5 a 15 mg do analito em porta amostras de aluminios (PVP puro,
betacaroteno puro, nanoparticulas lavadas e das misturas fisicas nas proporgdes de 2:1,
5:1, 10:1 e 15:1 em massa de PVP e betacaroteno, respectivamente) com fluxo de
nitrogénio gasoso de 50 mL.min"" de 0 a 3009C e taxa de aquecimento de 20 °C.min™.

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, Frontier
Perkin Elmer) foi empregada para caracterizar o composto e verificar as intera¢des entre
o PVP e o betacaroteno nas nanoparticulas. As analises foram feitas com resolucdo de 1
em™, de 4500 a 500 cm™ utilizando 32 scans cumulativos e pastilhas de KBr (1% em massa
de analito).

A caracterizagdo morfoldgica das nanoparticulas foi feita utilizando Microscopia de
Transmissdo Eletrénica (TEM; JEOL model JEM 2100, 200 kV). Amostras diluidas foram
gotejadas em grids de cobre cobertas de parlddio de 300 mesh e secas por 4 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE BETACAROTENO

A Figura 1 apresenta imagens de disperses das nanoparticulas e do betacaroteno
em agua na concentragao de 500 uM..mL'l. A Figura 2 apresenta os termogramas do PVP
puro, do betacaroteno, da mistura fisica e das nanoparticulas lavadas. Na Tabela 1 sdo
apresentadas a entalpia e temperatura de fusdo do betacaroteno puro, das misturas
fisicas PVP:betacaroteno (15:1, 10:1, 5:1 e 2:1 m:m) e das nanoparticulas lavadas. A
Figura 3 apresenta o termograma das misturas fisicas citadas anteriormente.

Figura 1 — Dispersdao em agua (a) de nanoparticulas de betacaroteno e (b) de
betacaroteno convencional

(a) (b)
Os resultados indicam um acréscimo da solubilidade na encapsulagdo do betacaroteno
com PVP, como pode ser visto na Figura 1, onde a mesma quantidade de betacaroteno
(concentracio de 500 uM.mL™) na forma de nanoparticulas e na forma convencional foi
dispersa em dagua, pois as nanoparticulas formaram uma estrutura coloidal estdvel em
agua.
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Figura 2 — Termogramas do PVP puro, betacaroteno (BC), mistura fisica 15:1 (proporgao
massica PVP:BC) e nanoparticulas (NP) lavadas
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Tabela 1 — Entalpia e temperatura de fusdo do betacaroteno puro, misturas fisicas (2:1,
5:1, 10:1, 15:1 na proporg¢do PVP:betacaroteno em massa) e nanoparticulas lavadas

Composto AH fusdo betacaroteno (Jg_l) T(oc)
Betacaroteno puro 103,9 184,6
Mistura fisica 2:1 167,1 185,1
Mistura fisica 5:1 231,6 186,6
Mistura fisica 10:1 202,6 186,8
Mistura fisica 15:1 192,5 190,5
Nanoparticulas lavadas 158,9 188,6

Figura 3 - Termograma das misturas fisicas 15:1, 10:1, 5:1 e 2:1 (proporgao
PVP:betacaroteno em massa).
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A Figura 4 apresenta uma imagem obtida pela Microscopia de Transmissdo
Eletronica. Foi observado cristais nanométricos de betacaroteno de formato esférico.
Reksamunandar et al. (2017) [3] também encontraram formato esférico para
nanoparticulas de betacaroteno com PVP produzidas pela técnica de electrospinning em
todas as propor¢des em massa de PVP e betacaroteno utilizadas. Foi encontrado um

pgina | 4 tamanho médio de particulas de 91 + 14 nm e um indice de polidispersdao de 0,317 +
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0,065. Reksamunandar et al. (2017) [3] encontraram um tamanho médio de particulas de
betacaroteno encapsuladas com polivinilpirrolidona (PVP) por electrospinning de 306 nm.
A diferenca pode ser explicada pela técnica de obtengdo utilizada influencia a morfologia
final das nanoparticulas.

Figura 4 —Imagens obtidas por microscopia de transmissdo eletrénica de nanoparticulas
de betacaroteno em dispersdao em agua

500 nm

Foi encontrada uma temperatura de fusdo para o betacaroteno puro de 184,62C.
Yi et al. (2015) [6] determinaram uma temperatura de fusdo de 192,62C para esse
composto. As temperaturas de fusdo do betacaroteno para a mistura fisica e para a as
nanoparticulas lavadas foram 190,52C e 188,62C, respectivamente. As temperaturas
obtidas sdo ligeiramente maiores que a encontrada para o betacaroteno puro,
possivelmente pela interacdo entre o composto e o agente encapsulante. E possivel notar
que a cristalinidade do betacaroteno ndo foi afetada na produgdo de nanoparticulas. Nas
misturas fisicas de PVP e betacaroteno foram observados os picos de ambos os
compostos para todas as proporgdes analisadas, com pontos de fusdo ligeiramente
préximos para o betacaroteno.

A Figura 5 apresenta o espectro infravermelho com transformada de Fourier do
PVP, do betacaroteno, da mistura fisica 10:1 (proporgdo PVP: betacaroteno), e das
nanoparticulas lavadas.

Figura 5 - Espectro infravermelho do PVP, betacaroteno (BC), mistura fisica 10:1
(proporgdo massica PVP: betacaroteno), e nanoparticulas lavadas
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No espectro FTIR do betacaroteno puro, os picos indicados em 2950 cm™ e 2913
em™” sdo os alongamentos assimétricos e simétricos do CH,, respectivamente. O pico
representado no numero de onda de 959 cm™ indica o alqueno conjugado. A banda em
1363 cm™ é caracteristica dos anéis de B-ionona do betacaroteno [4]. O espectro
encontrado do betacaroteno puro foi similar aos espectros obtidos por Rubio-Diaz et al.
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(2010), Yi et al. (2015) e Jain et al. (2016) [4] [6] [2]. Em relagdo as nanoparticulas de
betacaroteno, ndo foram encontradas alteragdes nos picos de absor¢do apds a producdo
das nanoparticulas, indicando a formag¢do de um coloide entre o PVP e o betacaroteno.
Ainda, para as misturas fisicas (graficos ndo apresentados) foram encontrados os picos
caracteristicos do betacaroteno e do PVP para todas as proporg¢des analisadas.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi demostrado que a transformacdo do betacaroteno em nanocristais é possivel
pela aplicagdo de ultrassom e utilizando poli(vinil pirrolidona) como estabilizante. O
material apresentou estabilidade coloidal em agua devido a diminuicdo do tamanho das
particulas e consequente aumento da area superficial total. As analises térmicas e
espectroscopicas mostraram que ndo houve alteracdo da estrutura quimica do
betacaroteno. Esse material pode ser utilizado em futuras aplicagdes como, por exemplo,
seu uso como corante em produtos alimenticios.
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Obtention of beta-carotene nanoparticles

ABSTRACT

OBJECTIVE: Obtain  nanoparticles of beta-carotene by sonication using
poly(vinylpyrrolidone) as a colloidal stabilizer, as well as their characterization in terms of
particle size, polydispersity index, stability and structural characteristics. METHODS:
Differential Calorimetry (DSC), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Dynamic
Light Scattering (DLS) and Transmission Electron Microscopy (TEM) was used to
characterize the obtained nanoparticles. RESULTS: The results indicate the formation of
crystalline beta-carotene nanoparticles with the same thermal properties (enthalpy and
melting temperature) of conventional beta-carotene. In the FTIR analysis, the absorption
peaks were found at 2950 cm-1 and 2913 cm™ (asymmetric and symmetric stretches of
CH,, respectively) and at 959 cm™ (conjugated alkene). The nanocrystals had sizes of the
order of 91 + 14 nm and polydispersion index of the sizes of 0.32 + 0.06. CONCLUSIONS: It
was possible to convert beta-carotene into nanocrystals by applying ultrasound and poly
(vinyl pyrrolidone) as stabilizer. The material presented colloidal stability in water,
resulting from its reduced size and consequent increase of the total surface area. From the
thermal and spectroscopic analyzes it was possible to observe that there was no change in
the chemical structure of beta-carotene after nanoparticularization. Therefore, this
material can be used in future applications as a dye in food products.

KEYWORDS: Betacarotene. Nanoparticles. Poly(vinylpyrrolidone).
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