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RESUMO

A microencapsulacdo é uma tecnologia usada com potencial para protecdo do
composto ativo e modulacdo de sua liberacdo. Atualmente, estudos na &rea de
microcapsulacéo e liberagdo controlada estdo bastante avancados e uma variedade de
técnicas esta disponivel entre as quais se destaca a coacervacdo complexa. Essa técnica
envolve a associacgdo reversivel de dois polimeros e apresenta algumas vantagens frente
a outras técnicas como a possibilidade de se trabalhar com biopolimeros, a auséncia de
solvente organico e condigdes brandas de temperatura no processamento. Assim, neste
trabalho foram estudadas as condicdes que podem interferir na formacdo das
microcapsulas por coacervacdo complexa do dleo da bocaiuva e a atividade bioldgica
do 6leo da bocaiuva in natura e microencapsulado. Os resultados obtidos confirmaram
a predominancia de acidos graxos monoinsaturados, em especial do &cido oléico no 6leo
da polpa da bocaiuva, além da presenca de compostos bioativos como os carotenoides e
compostos fenolicos que apresentaram atividade antioxidante. A aplicacdo da técnica
de coacervacdo complexa para microencapsular o 6Oleo da bocaiuva foi eficiente
produzindo entre 64 a 99% de microcépsulas e 59 a 97% de 6leo encapsulado. No
delineamento fatorial completo, a temperatura foi o parametro que influenciou
significativamente (p<0,05) na morfologia das microcapsulas. A coacervagdo complexa
auxiliou na preservacao dos carotenoides e na atividade antioxidante, sendo observada
interacdo da temperatura e recheio na sua preservacdo. Na avaliacdo farmacobioldgica
foram verificadas acdo anti-inflamatoria e diurética do 6leo da polpa da bocaiuva. O
6leo microencapsulado apresentou atividade anti-edematogénica, bem como diurética.
A microencapsulacdo por coacervacdo complexa demonstrou potencial na

biodisponibilidade e preservacao das propriedades funcionais do éleo da bocaiuva.

Palavras-chave: Microencapsulacdo; Acrocomia aculeata, coacervacdo complexa.



ABSTRACT

Microencapsulation is a technology with the potential to protect the active
compound and modulation of their release. Currently, studies on microencapsulation
and controlled release are well advanced and a variety of techniques are available
among which stands out the complex coacervation. This technique involves the
reversible association of both polymers and has some advantages compared to other
techniques such as the possibility of working with biopolymers, the absence of organic
solvent under mild conditions of temperature and processing. Thus, this paper studied
the conditions that can interfere with the formation of microcapsules by complex
coacervation of bocaiuva oil and biological activity of the oil and microencapsulated
bocaiuva in nature. The results confirmed the predominance of monounsaturated fatty
acids, especially oleic acid in pulp oil of bocaiuva, besides the presence of bioactive
compounds such as carotenoids and phenolic compounds that showed antioxidant
activity. The implementation of complex coacervation technique to microencapsulate
the oil was efficient bocaiuva producing between 64 to 99% of the microcapsules and
59 to 97% encapsulated oil. In full factorial design temperature was the parameter that
significantly influenced (p <0.05) in the morphology of the microcapsules. The complex
coacervation helped in the preservation of carotenoids and antioxidant activity, and
observed the interaction of temperature and filling in its preservation. In assessing
pharmacobiological were observed anti-inflammatory and diuretic oil from the pulp of
bocaiuva. The oil showed activity microencapsulated anti-edema and diuretic.
Microencapsulation by complex coacervation comprises a potential bioavailability and

preservation of functional properties of the oil bocaiuva.

Keywords: Microencapsulation; Acrocomia aculeata, complex coacervation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Um dos biomas mais importante da biodiversidade brasileira é o Cerrado, onde
se encontram varias espécies de arvores frutiferas nativas e imensa riqueza biolégica
devido aos seus nuances de clima e solos variados (KLINK; MACHADO, 2005). Nos
altimos anos mais da metade do cerrado tem sido alterado pelo desmatamento. A
progressiva mecanizacdo da lavoura e a pecuaria tém contribuido para a devastacdo
acelerada da vegetacdo nativa (RATTER et al., 1997).

A exploracdo dos recursos naturais deste bioma cresce a cada ano, assim
pesquisadores vém buscando estudar cada vez mais a insercdo de espécies de plantas
nativas para o desenvolvimento de novos produtos, buscando com isso, uma maior
valorizacdo de plantas com acdo terapéutica e frutos com importantes propriedades
nutricionais (SILVA et al., 2009). Entre as especies frutiferas a bocaiuva Acrocomia
aculeata (Jacg.) Lodd., apresenta potencialidades tanto de uso farmacéutico quanto
alimenticio e quimico.

Estudos da composicdo nutricional mostram que a bocaiuva € rica em lipideos,
carboidratos e fibras (BORA; ROCHA, 2004; RAMOS et al., 2008). Além disso,
contribui como boa fonte de carotenoides, destacando-se o B-caroteno (RAMOS et al.,
2008).

Os carotenoides sdo antioxidantes naturais que auxiliam na reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas degenerativas como o cancer, cardiovasculares e
degeneracdo macular (QUASIN et al., 2003; RODRIGUEZ-AMAYA, 2010). O
desenvolvimento dessas patologias estd intimamente relacionado com a inflamacéo
crénica onde ocorre a producdo de metabdlitos acompanhados pela formacéo excessiva
de oxigénio reativo que danificam potencialmente o DNA, membranas celulares e
lipoproteinas (SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2006).

Estudos clinicos sugerem que a inflamagéo crénica funciona como uma forca
motriz para o desenvolvimento do cancer (COUSSENTS; WERB, 2002;
SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2006). Estudos cientificos mostram que doses
diarias de B-caroteno e do tocoferol diminuem o risco de céncer de pulmdo em
fumantes. Considerando que os lipideos estimulam a absorcdo dos carotenoides pelo

organismo, os frutos da bocaiuva podem proporcionar elevada biodisponibilidade destes
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compostos, devido ao seu elevado teor de lipideos e de carotenoides. Entretanto uma
das grandes dificuldades tecnoldgicas em relacdo aos 6leos e aos componentes bioativos
é a sua preservacdo, pois grande parte desses componentes reage com o calor e 0
oxigénio (RODRIGUEZ-AMAY A, 2010).

Entre as varias técnicas empregadas para prolongar a estabilidade dos 6leos e
outros componentes bioativos, destaca-se a microencapsulacdo (SUAVE et al., 2006).

A microencapsulagéo baseia-se na preparagdo de uma emulséo entre 0 composto
a ser encapsulado e o agente de encapsulacdo, sequido de secagem. As microcapsulas,
compostas por polimeros como material de parede e material ativo, chamado de nicleo,
sdo geralmente empregadas para melhorar a eficiéncia do material através da liberacdo
gradativa do composto encapsulado ou criar novas aplicagbes como a encapsulagéo de
enzimas obtidas a partir de microorganismos (SANTOS et al., 2001).

Varias tecnicas tém sido empregadas na elaboracdo de microcapsulas, tais como:
coacervagdo complexa (JUN-XIA et al., 2011), spray drying (TONON et al., 2011),
geleificagéo i6nica (PASQUALIM et al., 2010), entre outras. A técnica da coacervagdo
consiste em emulsificar uma solucdo orgéanica do biopolimero (fase interna) em uma
solucdo aquosa contendo agente emulsificante (fase externa), levando a formacgéo de
microcapsulas, que sdo separadas por filtracdo ou centrifugacdo, posteriormente lavadas
e desidratadas (SANTOS et al., 2001).

O método da coacervacdo tem sido empregado devido a simplicidade dos
procedimentos envolvidos na obtengdo das microcapsulas, as quais protegem o material
encapsulado de condicBes adversas, tais como, pH, luz, temperatura, enzimas, entre
outros. Essa técnica ainda possibilita a liberacdo controlada dos compostos
encapsulados (KRALOVEC et al., 2011; NORI et al., 2011).

Considerando que muitos dos compostos bioativos presentes no fruto da
bocaiuva sdo suscetiveis a degradacdo e, consequentemente, a perda de propriedades de
interesse e atividade bioldgica, a técnica de microencapsulacdo pode favorecer a
preservacdo desses compostos e facilitar sua aplicacdo em produtos alimenticios,

farmacoldgicos, cosméticos e outros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Foi microencapsular o 6leo da bocaiuva por coacervacdo complexa e verificar

sua acdo anti-inflamatdria e diurética.

2.2 Objetivos Especificos

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

A obtencéo de 6leo da polpa da bocaiuva por prensagem mecanica a frio.

Determinagédo da composicao de acidos graxos do 0leo da polpa da bocaiuva.

Producdo de microcapsulas poliméricas contendo 6leo de bocaiuva pelo método

de coacervacdo complexa.

Avaliacdo das condicBes de processo da coacervacdo complexa do 6leo de

bocaiuva visando maior rendimento e eficiéncia da encapsulacao.

Determinacéo das caracteristicas morfoldgicas das microcapsulas.
e Avaliacdo a acdo farmacobioldgica do dleo da polpa da bocaiuva in natura e do

microencapsulado atraves de ensaios experimentais in vivo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bocaiuva (Acrocomia aculeata)

Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. é uma palmeira pertencente a familia
Arecaceae (LORENZI, 2006), popularmente conhecida como bocaiuva, macatba, coco-
babdo, bacalva, mocajuba, macaiba e é encontrada nas regibes tropicais, sendo
abundante no cerrado brasileiro (HIANE et al., 2006). Sua frutificacdo ocorre entre 0s
meses de setembro a janeiro dependendo de condi¢Bes climaticas, local de plantio e
maturacdo (DESSIMONI-PINTO et al., 2010).

O fruto (Figura 1A) é constituido do epicarpo, mesocarpo, endocarpo e
endosperma, o epicarpo quando maduro apresenta coloracdo amarelada, e 0 mesocarpo
ou polpa alaranjada (Figura 1B). O endocarpo (Figura 1C), duro e denso protege a
améndoa (Figura 1D), que é revestida por um tegumento fino e marrom, constituindo a
porcao comestivel junto com a polpa (CHUBA, SANJINEZ-ARGANDONA , 2011).

|5

Figura 1. A) Fruto inteiro, B) Mesocarpo (polpa), C) Endocarpo, D) Améndoa e
tegumento.

A polpa representa 44% do fruto e a améndoa cerca de 4% (RAMOS et al.,
2008), ambas sdo consumidas in natura ou na forma de sorvetes, doces, bolos e
biscoitos (BORA, ROCHA, 2004). A bocaiuva é considerada rica em [-caroteno e

18



acidos graxos (HIANE et al., 2006; RAMOS et al., 2008). Os lipideos estimulam a
absorcdo dos carotenoides pelo organismo, proporcionando a biodisponibilidade destes
compostos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).

3.2 Microencapsulacao

A microencapsulacdo € o processo de revestimento com finas coberturas
poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso, formando
pequenas particulas denominadas microcapsulas ou microparticulas que podem liberar
seu conteudo de forma controlada, sob condigdes especificas (SANTOS et al., 2001).

Segundo Arshady (1993), as microcapsulas sdo consideradas embalagens
extremamente pequenas, compostas por material de parede e material ativo (nucleo).
Enguanto as embalagens convencionais, normalmente, sdo empregadas para facilitar o
transporte, armazenagem, manipulacdo e apresentacdo do produto, as microcapsulas sao
geralmente empregadas para melhorar o desempenho do material ou criar novas
aplicacdes. Assim, trata-se de uma tecnologia inovadora que tem sido empregada com
éxito nas industrias de cosmeticos, farmacéutica e alimenticia.

Na area de alimentos, a microencapsulacdo tem solucionado limitacBes no
emprego de ingredientes alimenticios, visto que pode suprimir ou atenuar sabores
indesejaveis, reduzir a volatilidade e a reatividade de algumas substancias e aumentar a
estabilidade das mesmas em condi¢6es adversas do ambiente, como na presenca de luz,
oxigénio e pH extremos (UBBINK; KRUGER, 2006).

Nos altimos anos, ha uma tendéncia mundial que aponta para a necessidade de
gue os alimentos ndo sejam somente vistos como uma fonte de nutrientes com apelo
sensorial, mas, também como fonte de bem-estar e de salde para os individuos. Esta
mudanca de perspectiva requer mudancas de paradigma no desenvolvimento de novos
produtos, observando-se a necessidade da biodisponibilidade de compostos bioativos
presentes nos alimentos (FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2002). Esta abordagem se
torna cada vez mais relevante conforme se estabelecem as relagdes entre genética,
alimentacdo e satde (SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006), a microencapsulacdo é um

meio efetivo de alcancar tais objetivos. Por este motivo, sdo imprescindiveis os estudos
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sobre as relagbes entre as estruturas nano e supramoleculares, bem como, da
funcionalidade nos niveis fisico, nutricional e fisiolégico (JUN-XIA et al., 2011).

Existem vérias técnicas que podem ser utilizadas para microencapsular
substancias. A selecdo do método dependera da aplicacdo que seré dada a microcapsula,
do tamanho desejado, do mecanismo de liberacdo e das propriedades fisicas e quimicas,
tanto do material ativo, quanto do agente encapsulante (JACKSON; LEE, 1991).

A escolha do agente encapsulante depende de uma série de fatores, entre eles a
interacdo com o material a ser encapsulado, o processo utilizado para a formacdo da
microcépsula e o mecanismo de liberagdo ideal. Os materiais mais utilizados como
agentes encapsulantes sdo as gomas: arabica, agar, alginato e carragena; os carboidratos:
amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses: carboximetilcelulose,
acetilcelulose, nitrocelulose; os lipideos: parafina, mono e diacilglicerois, éleos e
gorduras; os materiais inorganicos: sulfato de célcio e silicatos e as proteinas do gluten,
caseina, gelatina e albumina (JACKSON; LEE, 1991).

De acordo com Bakan (1973), a liberacho dos materiais ativos
microencapsulados é influenciada pela variacdo de temperatura e de pH, solubilidade do
meio, biodegradacao, difusdo, ruptura mecanica, permeabilidade seletiva e gradiente de
concentracdo existente em relacdo ao meio de liberacao.

Entre as técnicas empregadas na elaboracdo de microcapsulas, estdo a
coacervacdo complexa (JUN-XIA et al., 2011), atomizagdo ou spray drying (TONON
et al., 2011), a geleificacdo ibnica (PASQUALIM et al., 2010), entre outras.

3.3 Microencapsulacao por coacervagdo complexa

A microencapsulacdo por coacervacdao complexa € reconhecida como uma
técnica promissora na obtencdo de microparticulas com um nicleo lipidico. Esse
processo pode ser utilizado para alcancar algumas funcdes desejadas, tais como a
preservacdo de principios ativos, mascarar sabores, proteger o material encapsulado e
facilitar a libertacdo controlada dos ingredientes. Microencapsular 6leos com alto
rendimento é de grande interesse para a industria farmacéutica e de alimentos. O nucleo

lipidico permite grandes quantidades de substancias lipofilicas a serem encapsulados, e
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a membrana que recobre o recheio protege o material da oxidagdo indesejavel e controla
a taxa de difusdo do material através da membrana. Este sistema de particulas é um
veiculo util para farmacos lipofilicos e nutracéuticos, bem como para a encapsulagdo de
aromas (NAKAGAWA; NAGAO, 2012).

A coacervacdo complexa é um fendmeno de separagdo de fases que ocorre entre
liquido-liquido onde existe a mistura de solugdes com cargas opostas. Proteinas e
polissacarideos sdo comumente usados como material de parede para o aprisionamento
de materiais ativos, na fase de polimero concentrado. Em particular, a gelatina é
amplamente utilizada em combinacdo com outros polimeros, tais como a goma de
acécia, carboximetilcelulose, quitosana e pectina. Estudos recentes tém fornecido
suporte para o elevado potencial da coacervacdo complexa para 0 estudo de nano
funcionais (KRALOVEC et al., 2011; NAKAGAWA; NAGAO, 2012; NORI et al.,
2011). O desafio é aumentar os estudos sobre os parametros que influenciam na
coacervacdo complexa, assim como desenvolver protocolos padronizados para a
melhoria da qualidade de produtos encapsulados (NORI et al., 2011).

O método de coacervacdo complexa é constituido basicamente por trés etapas: a
emulsificacdo, para fazer uma emulsdo de 6leo em agua, uma etapa de coacervacgao que
consiste no revestimento da superficie da gota de Oleo através do ajuste do pH da
solucdo e, uma etapa para a fixacdo da membrana (polimero) através da geleificacdo do
coacervado ou por reticulagdo quimica. A tecnica € um processo simples, livre de
solventes, sendo altamente vantajoso para a fabricacdo de microcapsulas na industria
(JUN-XIA et al., 2011).

O processo de coacervacdo complexa é muito influenciado pelo balango de carga
idnica (controlada pelo ajuste do pH) dos polimeros e as condi¢fes térmicas durante o
processamento. Diante disso, o desenvolvimento de novas abordagens para o controle
do pH e da temperatura nos sistemas de coacervacdo complexa torna-se necessaria
(KRALOVEC et al., 2011; NORI et al., 2011).

Este método tem sido aplicado com éxito na microencapsulacdo de substancias
com caracteristicas lipidicas como, por exemplo, na obtencdo de microcapsulas de dleo
de peixe, onde foi possivel obter microcapsulas com alta eficiéncia de encapsulacdo do
6leo, eficiéncia de carga e baixo teor de umidade, além da capacidade de proteger o 6leo
da oxidacdo (LIU et al., 2012). Na producdo de microcapsulas do 6leo essencial de

laranja a coacervagdo complexa possibilitou a preservacdo do limoneno (JUN-XIA et
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al., 2011). Outra aplicacdo da coacervacdo complexa é na encapsulacdo de farmacos
lipofilicos onde a mesma permitiu a prote¢do fisica e melhora da biodisponibilidade oral
do material ativo (DONG; BODMEIER, 2006).

3.4 Compostos bioativos e sua a¢do na saude

Com a mudanga de habito alimentar da populacdo, o desenvolvimento de
doencas como a obesidade, dislipidemias, diabetes, aterosclerose, cancer e doengas
neurolégicas tem aumentado (KIM et al., 2006). Varios pesquisadores reportam que o
envelhecimento estd associado a disfungbes mitocondriais, a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e, subsequentemente, a inducdo de reacdes de
perdxidos que resultam em danos celulares. Estes eventos patoldgicos estdo envolvidos
no processo das doencas degenerativas (ANDARWULAN et al., 2012; FERRARI,
2007; SHAHIDI, 2004; VILELLA et al., 2009).

Atualmente, tém-se despertado na comunidade cientifica o interesse de buscar
novas fontes de tratamentos e/ou moléculas bioativas advindas de produtos naturais.
Nessa expectativa, pesquisadores procuram estudar e identificar a acdo dos
componentes bioativos dos alimentos no organismo. Estudos comprovam que a
diversidade de substancias nutricionais, biologicamente ativas, presentes em alimentos
de origem vegetal como acidos graxos, fibras, compostos fendlicos e vitaminas, sdo
componentes essenciais para prevenir auxiliar no tratamento de vérias doencas
(ANDARWULAN et al., 2012; QUIRINO et al., 2009; SHAHIDI, 2004; VILELLA et
al., 2009).

Os frutos do Cerrado como pequi (Caryocar brasiliense), guavira
(Campomanesia sp.) e lobeira (Solanum lycocarpum) possuem atividades terapéuticas
comprovadas (MARKMAN et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010; QUIRINO et al.,
2009; SARAIVA et al., 2011). Tendo em vista essa area promissora de pesquisa e 0S
recursos naturais ainda pouco explorados no Cerrado Sul-Mato-Grossense, a proposta
estd pautada em condicdes inovadoras, sobretudo ligadas aos produtos naturais e dos
conhecimentos preconizados pela medicina popular através do uso de plantas e frutos

com utilidades terapéuticas.
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3.5 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias capazes de neutralizar os radicais livres e prevenir
0s danos causados por eles. Estas substancias auxiliam na reducdo de danos adversos,
agindo na desintegracdo dos oxidantes antes que estes reajam com os alvos bioldgicos,
evitando assim as reacdes em cadeia ou a ativagdo do oxigénio a produtos altamente
reativos (AZZI; DAVIES, 2004).

Além da funcdo de protecdo ao sistema enddgeno, a ingestdo de compostos
bioativos pela dieta é um fator protetor adicional para se manter o equilibrio do estado
redox da célula. Este sistema de protecdo antioxidante, endégeno e exdgeno, interage
entre si e atua sinergicamente para neutralizar os radicais livres (KALIORA et al.,
2006).

Atualmente os antioxidantes tém recebido importancia por serem potenciais
profilaticos e agentes terapéuticos em muitas doengas. A descoberta da relacéo entre os
radicais livres com o cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e envelhecimento, fez
com que ocorresse uma mudanca médica sobre os cuidados com a saude (WU et al.,
2004).

Entre os antioxidantes, alguns sdo obtidos pela dieta. Estes podem ser
classificados em varias classes, sendo que os polifendis sdo 0s maiores constituintes
deste grupo. Além dos polifendis também estdo inclusos, as vitaminas, carotenoides,
compostos organosulfurados e minerais (L1U, 2004).

Vaérias classes de substancias bioativas encontradas naturalmente nos alimentos
atuam como antioxidantes no meio biolégico, sendo compostos hidrofilicos (compostos
fendlicos, vitamina C) e lipofilicos (carotenoides, vitamina E) (TEOW et al., 2007).

Ao lado da acdo bioldgica dos compostos naturais como vitaminas C e E, -
caroteno e outras substancias quimicas de frutas e verduras que funcionam também
como antioxidantes estdo ganhando importancia e com isso cresce cada vez mais 0
estudo destas como agentes contra a degradacdo oxidativa (HASSIMOTTO et al.,
2005).

3.6 Polifendis
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Vérias moléculas que possuem estrutura de polifenol (com grupos hidroxilas nos
anéis aromaticos) vém sendo identificadas (BACCHIOCCA et al., 2006). Estes
compostos sdo metabdlitos secundarios de plantas e podem ser classificados em
diferentes grupos devido ao numero de anéis fendlicos que eles contém e dos elementos
estruturais que ligam os anéis uns aos outros. Estes compostos sdo classificados em
acidos fendlicos, flavondides, estil benzenos e ligninas (MANACH et al., 2004).

Os flavondides podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de
outras estruturas que contenham flavondides, como as flavolignanas, porém
frequentemente ocorrem como glicosideos. Eles podem ser subdivididos em 13 classes,
com mais de 5000 compostos (BEHLING et al., 2004).

Atualmente, os polifenodis tem despertado a atencdo na area cientifica, a razéo
deste interesse esta na sua propriedade antioxidante. Estudos epidemiologicos sugerem
a importancia dos polifenois, correlacionando o consumo de frutas e verduras na
reducdo a incidéncia de doencas degenerativas, o papel na ingestdo (VELIOGLU et al.,
1998).

Os compostos fendlicos estdo presentes na maioria das frutas e verduras e
possuem importante fungdo na protecdo do organismo contra efeitos prejudiciais dos
radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio, protegendo desde o cddigo
genético (DNA) aos lipideos e, desta forma, podendo inibir as etapas iniciais de
processos carcinogénicos e inflamatorios (SCHLESIER et al., 2002).

Os compostos polifendlicos atuam por mecanismos variados dependendo da sua
concentracdo e do tipo de composto presente no alimento, podendo existir sinergismo

ou antagonismo entre os diferentes compostos (HASSIMOTTO et al., 2005).

3.7 Carotenoides

Os carotenoides é uma familia de compostos de pigmentos sintetizada por
plantas e microorganismos. Frutas e vegetais constituem as principais fontes de

carotenoides na dieta humana, sendo responsaveis pelas cores amarelas, laranja e

24



vermelho. Os carotenoides auxiliam na prevencdo de doencas incluindo cardiovascular,
cancer e outras doengas cronicas (DEMBINSKA-KIEC, 2005).

Nos ultimos anos as propriedades antioxidantes dos carotenoides tem sido
grande foco de pesquisas. Mais de 600 carotenoides foram identificados até agora na
natureza. No entanto, apenas cerca de 40 estdo presentes na dieta humana. Em torno de
90% dos carotenoides na dieta e no corpo humano sdo representados pelos j-caroteno,
a-caroteno, licopeno, luteina e criptoxantina (RAO; RAO, 2007).

Estudos epidemioldgicos sugerem uma relagcdo positiva entre maior ingestdo
alimentar e concentracOes teciduais de carotenoides a reducdo do risco de doengas
crénicas. As propriedades antioxidantes dos carotenoides tem sido sugerida, como
sendo o principal mecanismo pelo qual eles proporcionam os efeitos benéficos. Estudos
recentes estdo mostrando também que os carotenoides podem exercer 0s seus efeitos
através de outros mecanismos, tais como a regulacdo do crescimento celular de genes,
modulando resposta de expressdo imune e como moduladores da Fase | e Il, e enzimas
metabolizadoras de farmacos. Varios experimentos in vitro e in vivo tem demonstrado
as propriedades antioxidantes dos carotenoides tais como [-caroteno e licopeno
(ASTROG, 1997; BERTRAM, 1999; PAIVA; RUSSELL, 1999).

Quando fibroblastos dérmicos humanos (FEK4) foram expostos a exposicao a
luz ultravioleta, o B-caroteno foi capaz de suprimir a regulacdo sobre a expressdo do
gene heme oxigenase-1 de uma forma dependente da dose. E interessante observar que
[B-caroteno também tem sido relatado por atuar como um pré-oxidante (ELLIOTT,
2005).
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Capitulo IV

Material e Métodos



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima

Os frutos maduros de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. foram coletados na
Fundacdo MS no municipio de Maracaju — Mato Grosso do Sul, latitude 21°36'52" e
longitude 55°10'06", 384m de altitude, no periodo de dezembro de 2011 a janeiro de
2012 e transportados para o Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LATEC) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados - MS. Os frutos
foram selecionados procurando-se obter um lote uniforme quanto ao tamanho e a cor da
polpa (amarelo-laranja), lavados e higienizados com solucgdo de dicloroisociarunato de
sodio diihidratado 0,66% (teor de cloro ativo 3%). Em seguida os frutos foram
descascados, despolpados e retiradas as améndoas. A polpa foi armazenada a -5°C até

Seu uso.

4.2 Caracterizacao do fruto

Foram determinados, em 100 frutos, os diametros longitudinal e transversal com
auxilio do paquimetro digital (Mitutoyo). A massa do fruto inteiro, da casca (epicarpo),
da polpa (mesocarpo), do endocarpo e da améndoa, foram pesados em balanca analitica
eletrénica (Shimadzu-AUY220).

Na polpa foram realizadas as analises de pH, determinado em potenciémetro
digital, solidos sollveis totais (SST) por refratometria, acidez total titulavel (ATT)
determinada por titulacdo com solucdo de NaOH 0,1N, umidade por gravimetria em
estufa a 105°C até peso constante, teor de lipideos determinado pelo método de Soxhlet,
residuo mineral fixo por gravimetria em mufla a 550°C e, carboidratos de acordo com
0s métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). A fibra bruta foi quantificada
por hidrolise acida e alcalina e o teor de proteinas a partir da quantificacdo do nitrogénio
total, determinado pelo método microKjeldahl (AOAC, 1984).
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Os teores de minerais foram avaliados nas amostras trituradas e
homogeneizadas, preparadas de acordo com metodologia descrita por Salinas e Garcia
(1985), com digestéo organica. Na digestdo organica, as amostras foram tratadas com
uma mistura de &cido cloridrico e perdxido de hidrogénio, ambos concentrados, em alta
temperatura, e 0s macro e microelementos presentes foram solubilizados, submetidos a
diferentes tratamentos e diluidos para posterior avaliacdo quantitativa. A quantificacdo
dos elementos foi realizada por espectrofotometria, utilizando-se de curva padréo para
cada mineral. Para determinacdo da concentracdo de célcio, ferro, magnésio, manganés,
zinco e cobre, empregou-se espectrofotdmetro de absorgdo atémica (Varian-AA240FS)

e gas acetileno. Utilizou-se fotdmetro de chama para determinagdo de potéssio.

4.3 Extracao do 6leo e caracterizacao

A extracdo do 0leo a partir da polpa foi feita por prensagem a frio em prensa tipo
“expeller” modelo MPE-40P (Ecirtec). A polpa foi previamente desidratada a 40°C em
secadora de bandeja (NG Cientifica) com fluxo de ar de 0,5 m/s durante 72 horas.
Depois de extraidos, os 6leos foram centrifugados a 15000 rpm por 15 minutos.

A caracterizacdo dos acidos graxos presentes no Oleo foi realizada no Instituto
de Tecnologia de Alimentos (ITAL). A transmetilacdo foi realizada de acordo com o
método de Hartman e Lago (1973), usando solucdo de cloreto de amdnia e &cido
sulfarico em metanol como agente esterificante. As amostras tratadas foram analisadas
em cromatografo a gas, equipado com amostrador automatico; injetor split, razédo 75:1;
coluna capilar CP-SIL 88 (100m x 0,25 mm i.d., 0,20 mm de filme); detector por
ionizacdo em chama (FID). As condigdes cromatograficas foram: temperatura inicial
120°C/2minutos, aquecimento de 120°C a 220°C numa escala de 2,2 °C/minutos e de
220 a 235°C; gas de arraste, hidrogénio (vazdo de 1 mL/minuto); gas “make-up”,
nitrogénio a 30 mL/minuto; temperatura do injector, 270°C; temperatura do detector,
310°C; volume de injecdo 1 mL. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada através
da comparacdo do tempo de retencdo dos &cidos graxos da amostra e padrdes e co-
cromatografia. A quantificacdo foi realizada por normalizacdo de area e os resultados

foram expressos em g/100g de amostra.
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4.4 Compostos bioativos
4.4.1 Polifendis totais

Para a determinacdo de polifendis totais, utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteau (GEORGE et al., 2005) com algumas modificacbes. Foram preparados
extratos a partir da mistura de 10 g do material (polpa ou 6leo), para as microcapsulas
foi utilizada a massa de 5 g, com 50 mL de solvente (acetona 70%) e incubados por 30
minutos sob agitacdo a 100 rpm a 25 °C. Em seguida, foram centrifugados a 15000 rpm
por 15 minutos para separacdo das fases. O sobrenadante foi retirado e considerado
amostra para a analise. Os extratos, assim obtidos foram diluidos com agua destilada
para obter absorbancias entre 0,200 — 0,800. Em tubos de ensaio, foram colocados 0,5
mL do extrato diluido + 2,5 mL de solucdo aquosa do reativo de Folin-Ciocalteau (10%)
+ 2,0 mL de solucdo aquosa de carbonato de sodio (7,5%), os quais foram incubados em
banho-maria a 50°C por 15 minutos, logo resfriados com banho de gelo e realizadas as
leituras de absorbancia em espectrofotometro (Varian - Cary 50) a 760 nm. Antes das
analises, o equipamento foi calibrado com agua destilada. A quantidade total de fenois
de cada extrato foi quantificada por meio de curva padrdo preparada com acido galico
usado como padrdo nas seguintes concentragdes: 25, 35, 45, 55 e 65 mg/uL. As leituras
foram realizadas em triplicata. Os valores das absorbancias em funcdo da concentragéo
foram plotados em um grafico e a partir da equacdo da reta obtida da linearizacdo dos
dados, foram obtidos os valores das constantes a e b e substituidos na Equacédo 1 para o

calculo do teor de polifendis totais.

(Abs —b)
TPT = —A

m

Equacdo (1)

amostra

Onde Abs é a absorbancia média da amostra, Mymostra € @ Massa da amostra

considerando a diluicédo utilizada (g) e a e b sdo as constantes obtidas da linearizagdo
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dos dados da curva padréo. Os resultados foram expressos como equivalente de acido

galico em mg/100g de amostra em base Umida.

4.4.2 Carotenoides totais

Para a determinacéo de carotenoides totais da polpa, do 6leo e das microcapsulas
foram utilizados 1,5 g a 5 g de amostra em almofariz, maceradas com 50 mL de acetona
resfriada. Filtrou-se amostra com funil de Buchner, repetindo as operagbes de
maceracgdo e filtracdo até o desaparecimento completo da cor. Os carotenoides totais
extraidos foram transferidos para um funil de separacdo com 40 mL de éter de petroleo.
O extrato contendo os carotenoides foi adicionado ao funil, lavando com &gua destilada,
para retirar a acetona, por meio da separacdo em duas fases, uma superior de éter de
petréleo com os carotenoides, e uma inferior de agua mais acetona. Descartou a camada
inferior e continuou a lavagem até terminar de passar toda a solucdo de carotenoides.
Quando todo o pigmento ficou contido no éter lavou-se a solugdo mais 4 vezes com
agua destilada, para que toda a acetona fosse retirada. Recolheu a solucdo de
carotenoides em baldo de 50 mL recoberto com papel aluminio para a preservacdo dos
carotenoides. Os extratos foram avaliados através de espectrometria utilizando a
absorbéancia de 450 nm (B-caroteno).

Para calcular a concentracdo de carotenoides totais (Ct) utilizou-se a Equacdo 2.

Equacdo (2)

4
- (@J: Abs xV x10

1%
g Elcm * X Mamostra

Onde, Abs ¢ a absorbancia no pico maximo de absor¢édo, V é o volume final da
amostra (ML), Mamostra € @ Massa da amostra (g), E 1on™ " & 0 coeficiente de extingdo (B-
caroteno = 2592 em éter de petréleo (RODRIGUEZ-AMAYA, et al. 2010).

4.4.3 Determinacéo da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH+ e ABTSe
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Para avaliar a capacidade antioxidante da polpa foi obtido o extrato a partir da
mistura de 5 g do material com 40 mL de solugdo de metanol 50 %, homogeneizado e
deixado em repouso por 60 minutos a 25°C, em seguida centrifugado a 15000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um baldo (100 mL), adicionando-se 40
mL de acetona (70%). Para obtencdo do extrato do 6leo e microcépsulas foi utilizado
acetona P.A, pois a mesma apresentou melhor miscibilidade para o éleo da bocaiuva
quando comparado com o metanol. Apds homogeneizacgdo, incubou-se por 60 minutos
a 25°C e, novamente, foi centrifugado a 15000 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes
das duas extracdes foram misturados e completado o volume com agua destilada.

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPHe foi
preparada a curva padrdo com a solucdo de DPPHe em diferentes concentracgdes (0, 10,
20, 30, 40, 50 e 60 uM). Logo, o extrato da amostra foi diluido com agua destilada,
obtendo-se diferentes concentragbes. Para a leitura no espectrofotdmetro (515 nm)
foram misturados 0,1 mL do extrato diluido com 3,9 mL de solugdo metanolica de
DPPHe. Foi realizado o mesmo procedimento para a leitura da solugdo controle
(acetona/agua/metanol). As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram
expressos em g amostra (polpa, 6leo)/g DPPHs.

Para determinar a capacidade de eliminar os radicais livres de ABTSe, utilizou-
se 0 método descrito por Rufino et al. (2010). Foi preparado o oxidante (persulfato de
potéassio 2,45 mM) com o ABTSe e incubou-se no escuro por 12 a 16 horas, a solucao
foi entdo diluida até uma absorbancia de 0,7 £ 0,01 em 734 nm para formar o reagente
de teste. As misturas reacionais contendo 30 pL de amostra e 3 mL de reagente foram
incubadas 30°C durante 6 minutos e as leituras de absorbéncia realizadas a 734 nm. Foi
preparada uma curva padrdo utilizando o Trolox como padrdo em diferentes
concentragdes (100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM). A percentagem de inibicdo foi
calculada em relacdo a curva padrdo de Trolox. Os resultados foram expressos em g
Trolox/g de amostra. O espectrofotdmetro foi previamente calibrado com etanol P.A.

As andlises foram realizadas em triplicata.

4.5 Processo de microencapsulacao por coacervagdo complexa
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Apos ensaios preliminares e através de outros trabalhos descritos na literatura, as
microcépsulas foram produzidas de acordo com método descrito por Alvim e Grosso
(2010) empregando o delineamento fatorial completo (Tabela 1). As microcapsulas
foram produzidas utilizando como materiais de parede solucdes de gelatina e goma
arébica na concentracdo de 2,5 %. Para a formagdo do recheio, foi usado o 6leo de
bocaiuva, nas concentragdes de 5 g, 7,5 g e 10 g, onde a solucéo de gelatina a 40, 60 e
50°C foi misturada ao 6leo de bocaiuva (recheio) e homogeneizada em Ultraturrax
durante 1 minuto (a 12000, 15000 e 18000 rpm de velocidade). A emulsdo foi
adicionada a solugdo de goma arébica a 40, 60 e 50°C, em seguida, foi adicionada 400
mL de &gua deionizada a mesma temperatura (40, 60 e 50°C) mantendo-se todo o
processo sob agitacdo. O pH foi ajustado até atingir pH 4.0, utilizando-se solugdes de
HCI12,5e 0,1 N. Apds o ajuste de pH foi feito o resfriamento das solu¢bes contendo as
microcapsulas, utilizando banho de gelo para o resfriamento gradual do sistema,
mantido sob agitacdo magnética lenta e constante, até que a temperatura atingisse
aproximadamente 10°C. Apos as microcapsulas decantarem o sistema foi mantido em

geladeira. Todos os ensaios foram realizados em triplicata totalizando 27 ensaios.

Tabela 1. Delineamento fatorial completo com trés variaveis (recheio, temperatura e
velocidade de homogeneizacdo) para a microencapsulacdo do Oleo de bocaiuva em
triplicata.

Variaveis (Repeticéo 1) Variaveis (Repeticao 2) Variaveis (Repeticdo 3)
Ensaio Recheio Temp. Vel. | Ensaio Recheio Temp. Vel. | Ensaio Recheio Temp. Vel

(9) (°C)  (rpm) (9) (°C)  (rpm) (9) (°C)  (rpm)
1 5 40 12000 | 10 5 40 12000 | 19 5 40 12000
2 10 40 12000 | 11 10 40 12000 | 20 10 40 12000
3 5 60 12000 | 12 5 60 12000 | 21 5 60 12000
4 10 60 12000 | 13 10 60 12000 | 22 10 60 12000
5 5 40 18000 | 14 5 40 18000 | 23 5 40 18000
6 10 40 18000 | 15 10 40 18000 | 24 10 40 18000
7 5 60 18000 | 16 5 60 18000 | 25 5 60 18000
8 10 60 18000 | 17 10 60 18000 | 26 10 60 18000
9 7,5 50 15000 | 18 7,5 50 15000 | 27 7,5 50 15000
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4.5.1 Rendimento

O rendimento do processo de microencapsulagdo foi calculado através do peso
das fases obtidas, apds o repouso minimo de 12 horas em geladeira a 4 °C. Apoés a
coacervacao, as capsulas produzidas e precipitadas, e apds o repouso, centrifugadas em
velocidade (15000 rpm/ 5 minutos) para acelerar o processo de compactacao, separadas
e pesadas. O conteudo de umidade das microparticulas foi determinado
gravimetricamente (AOAC, 1984). O rendimento do processo de microencapsulacao foi
calculado como porcentagem de material seco precipitado em relacdo a massa seca

inicial (massa dos polimeros em base seca + o recheio oleoso utilizado).

4.5.2 Eficiéncia da encapsulacéo

A eficiéncia da encapsulacdo (EE) do 6leo da bocaiuva foi determinada através
da quantificacdo do dleo presente nas microcapsulas em relacdo a quantidade original
utilizada para a producdo das particulas e expressas percentualmente. Foi calculada
como a quantidade de 6leo recuperada por grama de capsula em relacdo a massa do 6leo
inicialmente inserido (Equacdo 3). A quantidade de recheio encapsulada pelas
microparticulas coacervadas produzidas, segundo o delineamento fatorial completo, foi
determinada pelo teor de lipideos totais, de acordo com o método Bligh e Dyer com

algumas adaptacoes.

6leo (g)/ particula em base seca(g) 3
EE (%) =— — — %100 Equacéo (3)
0leo (g)/solido total inicial (g)

4.5.3 Tamanho e distribuicdo das microcapsulas
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A determinacdo do tamanho e a distribuicdo das microcdpsulas Umidas foram
realizadas seguindo a técnica da analise de imagem por microscopia Otica, no
Laboratorio de Insetos e Vetores da FCBA/UFGD. Foram analisadas 150 microcépsulas
de cada ensaio, em microscépio 6ptico (Nikon Eclipse — 200), equipado com software
Image Pro Plus 4.0 para obtencdo das imagens. As laminas contendo as microcapsulas
foram cuidadosamente preparadas e os campos de contagem foram aleatoriamente
distribuidos de modo a varrer toda a lamina, a observacéo e captacdo das imagens foram
realizadas em objetiva de 10x. Particulas visivelmente aglomeradas foram excluidas da
quantificagéo.

4.6 Andlise biologica

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos (200-300 g), mantidos no
Biotério Setorial da Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS) da UFGD em temperatura
controlada (22 + 2°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e ragao.
Os animais foram retirados do biotério e mantidos no laboratério para adaptacdo por um
periodo de pelo menos 1 h antes do inicio dos experimentos, sendo utilizados somente
uma vez em cada teste. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as
orientacdes para os cuidados com animais de laboratorio e consideracfes éticas com 0s
protocolos experimentais aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/UFGD (N° do Processo 005/2010 e 016/2012). Para avaliacdo biologica do 6leo
de bocaiuva microencapsulado, foram escolhidos as formulacGes dos ensaios 7
(EE=97%), 8 (EE=94%) e 9 (EE=93%), pois 0s mesmos apresentaram maior eficiéncia

de encapsulacao.

4.6.1 Pleurisia

Grupos distintos de ratos foram tratados por via oral (1 hora antes da pleurisia)

nas doses de 100, 300 ou 700 mg/kg com Oleo in natura e o veiculo (solucdo
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fisioldégica+tween). No grupo controle positivo, foi administrado dexametasona na dose
de 1 mg/kg por via subcutanea (60 minutos antes da pleurisia).

A pleurisia foi induzida por injecdo de 0,25 mL de uma suspensdo de
carragenina (200 pg) na cavidade intrapleural, de acordo com a técnica descrita por
Kassuya et al. (2009). Um grupo denominado naive foi tratado apenas com a solucdo
salina e ndo recebeu carragenina (Cg) intrapleural. A Cg foi diluida em solucgéo salina
tamponada com fosfato (pH 7,4) e injetada ap6s uma hora dos tratamentos com 0leo e
dexametasona. Quatro horas ap6s a inducdo de pleurisia, 0s animais foram eutanasiados
utilizando cetamina e Xxilasina e ap0s anestesia com decapitacdo com guilhotina, o
exsudato inflamatério foi coletado. O volume de exsudato foi medido, onde uma
aliquota de 50 pL foi diluida em solugdo de Turk (1:20v/v) e usada para determinar o
namero total de leucocitos em camara de Neubauer. Além disso, foi realizado no

exsudato a dosagem de proteinas totais pelo métodos de Bradford (Bradford, 1976).

4.6.2 Edema de Pata

Grupos distintos de ratos da linhagem Wistar foram tratados por via oral com o
0leo in natura e com o0 6leo microencapsulado Ensaio 7 (EE=97%), Ensaio 8 (EE=94%)
e Ensaio 9 (EE=93%) 1 hora antes do edema na dose de 300 mg/kg e com veiculo e
dexametasona (Dex, 1 mg/kg). Apds uma hora, 0s animais receberam, na pata direita,
uma injecdo intraplantar (i.pl) com 100 uL de salina estéril (veiculo) contendo
carragenina (Cg - 300 ug). A pata esquerda recebeu 0 mesmo volume do veiculo.
Depois de 30, 60, 120 e 240 minutos apos a injecdo de Cg, ambas as patas foram
medidas com auxilio de um micrométro digital (Digimess) e pela a diferenca entre as

duas patas mensurou-se o edema.

4.6.3 Estudo para a avaliacdo da atividade diurética
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A avaliacéo da atividade diurética foi realizada de acordo com a metodologia de
Kau et al., (1984). Utilizaram-se cinco grupos diferentes de animais (n=5/por grupo),
sendo mantidos em gaiolas metabdlicas por um periodo de adaptacdo de 6 horas, e
seguidas 12 horas de jejum. No inicio dos experimentos os animais receberam uma
sobrecarga de solugdo salina (NaCl 0,9%) a 5% da massa de cada animal. Apds 45
minutos da administracdo da sobrecarga, os diferentes grupos foram tratados com 0s
respectivos tratamentos; grupo controle recebeu solucdo salina; grupo extrato recebeu
6leo nas doses de 100, 300 e 700 mg/kg, para as microcapsulas Ensaio 7 (EE=97%),
Ensaio 8 (EE=94%) e Ensaio 9 (EE=93%) foi utilizada dose de 300 mg/kg e grupo
controle positivo recebeu furosemida na dose de 10 mg/kg. Apos a realizacdo de todas
as administragdes o volume da excrecdo urindria foi avaliado durante 8 horas, em

diferentes tempos (1, 2, 4, 6 e 8 horas).

4.7 Analise estatistica

Os resultados do rendimento do 6leo de bocaiuva, da caracterizagdo das
microcapsulas, da avaliagdo dos compostos bioativos e a andlise bioldgica foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e para comparagdo entre as medias foi
utilizado o teste de Tukey (p<0,05). Nas analises farmacoldgicas as diferencas entre os
grupos foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo

teste de Student-Newman-Keuls, ao nivel de 5%(*), 1%(**) e 0,1 %(***).
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Resultados e Discussao



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas fisicas e nutricionais do fruto

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas biométricas dos frutos. Os didmetros
transversal e longitudinal caracterizam formato arredondado. A polpa da bocaiuva
apresentou 49% da massa do fruto inteiro (22,07 + 3,69g), 0 que indica a possibilidade
para o0 aproveitamento tecnolédgico e sua utilizacdo na agroindustria. As outras partes do
fruto inteiro representam 19,12% casca, 24,28% endorcarpo e 6,25% améndoa. Esses
valores sdo semelhantes aos obtidos por outros autores (CHUBA; SANJINEZ-
ARGANDONA, 2011, HIANE et al., 2006) para a mesma espécie.

Tabela 2. Caracteristicas biométricas do fruto da Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.

Caracteristica biométrica *Média = DP Valores de referéncia

Hiane et al., (2006) Chuba; Argandonia,

(2011)
Diametro transversal (mm) 34,17 + 2,32 - 33,39+ 1,26
Diametro longitudinal (mm) 34,68 + 2,62 - 34,68 + 1,55
Fruto inteiro (g) 22,07 + 3,69 21,83 +2,48 21,83 + 1,49
Casca (g) 4,22 +1,00 4,68 + 1,07 4,54 + 0,48
Polpa (g) 11,00 £ 2,19 9,61+1,17 8,98 + 1,07
Semente (Q) 5,36 £ 0,97 6,72+ 1,23 8,31+£0,61
Améndoa (g) 1,38 + 0,44 0,83 0,23 1,35+ 0,09

* Valor médio de 100 frutos e desvio padrdo (DP)

A composicdo nutricional, acidez, pH e atividade de agua da polpa sdo
mostradas na Tabela 3. Os componentes majoritarios foram os lipideos (23,62 + 1,10
%) e as fibras (13,89 = 1,00 %). De modo geral, os frutos de palmeiras como licuri

(Syagrus coronata (Martius) Beccari), guariroba (Syagrus oleracea) e pindé (Syagrus
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romanzoffiana) apresentam alto teor de lipideos (COIMBRA; JORGE, 2011;
CREPALDI et al., 2001). O contetdo de proteinas, embora menos expressivo, foi
superior ao encontrado por Hiane et al. (2006) e Silva et al. (2008), para a mesma
espécie.

Através da caracteriza¢do nutricional da polpa da bocaiuva pode-se observar a
quantidade de lipideos totais 23,62 %, que foi fator importante na microencapsulacéo,
visto que a técnica de coacervacdo complexa é indicada para substancias lipidica e a
escolha da técnica de microencapsulacdo depende no material ativo a ser encapsulado
(SHINDE; MANGAL, 2011).

Tabela 3. Componentes nutricionais, acidez, pH e atividade de agua da polpa do fruto
da Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd.

Componentes Média = DP Valores de referéncia
Hiane et al. (2006) Silva et al. (2008)
Umidade (%) 48,76 £ 1,92 52,99 + 2,88 34,32 + 0,13
Residuo mineral fixo (%) 1,50 + 0,23 1,51 + 0,06 1,78 £ 0,02
Lipideos (%) 23,62 +1,10 8,14 + 1,45 14,93 £ 0,21
Proteinas (%) 531+0,77 1,50 + 0,04 2,76 £ 0,21
Acucares (%) 6,92 + 1,26 9,54 + 2,48 35,06 £ 0,40
Fibras (%) 13,89 £ 1,00 13,73 £ 4,07 11,14 £ 0,33
Acido Ascorbico (mg/100g) 15,41 + 0,34 - -
Acidez titulavel (%) 0,27 £ 0,03 - -
pH 6,00 + 0,00 - -
Atividade de Agua 0,988 + 0,00 - -

DP = desvio padrao

Os frutos sdo caracterizados como levemente acidos por apresentar pH 6,0 e
baixa acidez (0,27%), sendo esses resultados semelhantes aos encontrados por Chuba e
Argandofia (2011). O conhecimento desses parametros € importante para promover a
microencapsulacdo do Oleo extraido da polpa, visto que as caracteristicas do sistema

como o pH, intervém na producdo das microcapsulas (SINGH et al., 2010).
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O teor de acido ascérbico (15,41 mg/100g) foi superior ao licuri (Syagrus
coronata (Martius) Beccari), que apresentou tragos de vitamina C (CREPALDI et al.,
2001) e, superior ao buriti (0,7 mg/100g) e bacuri (0,5 mg/100g) quantificados por
Barreto et al. (2009).

As variacBes encontradas em frutos da mesma espécie podem ser atribuidas ao
tipo de solo, condigbes climaticas, periodo de coleta e outros fatores edafocliméaticos
(KIM et al., 2003).

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da composicdo de minerais
encontrados na polpa de bocaiuva.

Tabela 4. Teores de minerais na polpa da bocaiuva Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd.

Minerais Média * Desvio padrao

Macronutriente

Calcio (mg/g) 1,13 £ 0,03
Magnesio (mg/g) 1,23 £0,02
Potassio (mg/g) 3,32 £ 0,00
Micronutriente

Cobre (ug/g) 1,37 £0,01
Manganés (ug/g) 3,21 £0,02
Ferro (ug/g) 41,34 + 0,06
Zinco (1g/g) <LQ*

Dados apresentados com média £ desvio-padréo de trés replicatas. <LQ* Limite de
Quantificacdo = 3,33 pg/g (Zn)

Dentre os elementos macronutrientes analisados, 0 que apresentou maior
concentracdo foi o potassio, seguido do magnésio e do calcio (Tabela 4). Comparando
0s teores de minerais da polpa com os obtidos por Ramos et al. (2008), observou-se que
o teor do célcio foi superior (0,62 mg/g).

Embora a concentracdo de minerais seja menor que a ingestdo diaria
recomendada para adultos (ANVISA, 1998), a polpa da bocaiuva pode ser considerada

fonte de minerais, pois apresentou teores significativos de alguns micronutrientes como
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0 cobre, ferro e manganés, estes participam de importantes vias de transporte de
proteinas, corroborando com a importancia da ingestdo desses micronutrientes. Por
outro lado a deficiéncia de minerais tem sido apontada como causas favoraveis para
diversas doengas cronicas (BA et al., 2009).

Os principais eletrdlitos celulares no corpo humano sdo sédio, potéssio,
magnésio, fosfato e em menor quantidade o calcio que sdo facilmente fornecidos pela
ingestdo de frutas bem como a ingestdo de leite e seus derivados (CLERICI,
CARVALHO-SILVA, 2011). Neste contexto, este estudo fornece informagfes que
aumentam as perspectivas de consumo da bocaiuva, e possibilitam a prevencdo de

desnutricdo e doencas degenerativas.

5.2 Composicéo dos acidos graxos

Os &cidos graxos encontrados no 0leo da polpa da bocaiuva sdo apresentados na
Tabela 5. Para efeito de comparagdo, foram caracterizados os acidos graxos do 6leo
obtido por prensagem (a frio) e com solvente hexano. O 6leo da polpa da bocaiuva foi
constituido de &cidos graxos saturados (25,01%) e de 4&cidos graxos insaturados
(74,99%), dos quais 68,51% foram monoinsaturados e 6,48% poliinsaturados.

Os acidos graxos insaturados desempenham importantes fun¢ées como, por
exemplo, na manutencdo do sistema imunoldgico em processos inflamatdrios
(MENENDEZ et al., 2006; WEATHERILL et al., 2005) e acdo antimicrobiana
DEBMANDAL; MANDAL, 2011). Os valores encontrados no 0leo de bocaiuva

sugerem acdo efetiva nessas patologias.

Tabela 5. Composicdo dos acidos graxos do 6leo da polpa de Acrocomia aculeata
(Jacg.) Lodd.

Acidos Graxos (%) Oleo extraido da
polpa do fruto
Por prensagem
Acido capraico (C 6:0) 0,13
Acido caprilico (C 8:0) 0,14
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Acido caprico (C 10:0) 0,10

Acido laurico (C 12:0) 0,59
Acido miristico (C 14:0) 0,39
Acido pentadecanoico (C 15:0) 0,03
Acido palmitico (C 16:0) 20,11
Acido palmitoléico (C 16:1) 2,56
Acido margarico (C 17:0) 0,08
Acido heptadecenoico (C 17:1) 0,11
Acido estearico (C 18:0) 3,09
Acido oleico (C 18:1) 65,68
Acido linoleico (C 18:2) 5,46
Acido alfa-linolénico (C 18:3) 1,02
Acido araquidico (C 20:0) 0,21
Acido gadoléico (C 20:1) 0,16
Acido behénico (C 22:0) 0,06
Acido lignocérico (C 24:0) 0,08
Acidos graxos saturados (%) 25,01
Acidos graxos monoinsarutados (%) 68,51
Acidos graxos poliinsaturados (%) 6,48

Na Tabela 5 observa-se que predominam &cido oléico, acido palmitico e &cido
palmitoléico. Os acidos graxos poliinsaturados predominantes na polpa foram o acido
linoleico (5,46%) e o &cido linolénico (1,02%). Santoso et al. (1996) em 6leo de Cocos
nuciferas (Arecaceae), obtiveram valores de 7,18% para o acido linoleico e de 1,59%
para o acido linolénico, os quais sdo proximos aos encontrados neste estudo. Ao 6leo de
Cocos nuciferas tem sido atribuido propriedades medicinais como antibacteriana,
antifngica, antiviral, antiparasitaria, antioxidante, hipoglicemica, imunoestimulante e
hepatoprotetora, correlacionadas aos acidos graxos (DEBMANDAL; MANDAL, 2011).

O acido graxo linoleico representa a familia 6mega 6 (w-6) e € essencial na
dieta, sua falta no organismo resulta em sintomas clinicos adversos, como erupgéo
cutdnea escamosa e crescimento reduzido. E precursor do &cido araquidénico,
componente da membrana de lipideos estruturais (THE NATIONAL ACADEMIES
PRESS, 2005). O &cido linolénico, da familia 6mega 3 (®-3), é precursor do &cido
eicosapentendico e do acido docosahexendico. A falta do acido linolénico na dieta pode
resultar em anormalidades neuroldgicas e crescimento deficiente. Os acidos linoleico e
linolénico, entre outras funcdes, sdo importantes na formacdo de prostaglandinas,

tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos, que desempenham papel importante na
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mediacdo de reacbes imunoldgicas alérgicas e inflamatdrias (BORA; MOREIRA, 2003;
THE NATIONAL ACADEMIES PRESS, 2005), diante disso, as quantidades

encontradas na polpa da bocaiuva reforcam a importancia na satde humana.

5.3 Avaliacao dos compostos bioativos

O contetdo de polifendis totais dos extratos obtidos pelo método de Folin-
Ciocalteu apresentam valores para a polpa de 690 mg de acido galico/100g de polpa, € 0
6leo de 3,90 mg de &cido galico/100g de Oleo da bocaiuva. Rufino et al. (2010)
encontraram valores de polifenois totais de 755 mg EAG/100 g de polpa de jucara, 454
mg EAG/100g de polpa de acai e 338 mg EAG/100g de polpa de carnauba, todos
pertencentes & mesma familia. Diante disso, a polpa de bocaiuva apresenta elevado
contetdo de polifenodis em relagéo aos frutos de Arecaceae.

Com base nos resultados, vale salientar que o0s compostos fendlicos
desempenham papel importante na promocdo da salude e na prevencdo de doencas
relacionadas com a diferenciagdo celular, desativacdo da pro-carcinogenese,
manutencdo do DNA, reparacdo de N-nitrosaminas e no metabolismo do estrogénio.
Seu efeito antioxidante esta relacionado com a sua capacidade sequestrar radicais livres
(SHAHIDI, 2004).

No que se refere aos carotenoides totais a polpa apresentou 229,01 pg/g em
massa seca da polpa desidratada e o 6leo 364,43 pg/g de Gleo extraido da polpa
desidratada. O contetido de carotenoides na polpa foi menor devido ao teor de umidade,
a presenca de fibras e outros constituintes. No geral, as frutas das palmaceas sao fontes
de carotenoides (COIMBRA; JORGE, 2011; CREPALDI et al., 2001; HIANE et al.,
2003).

Visto que os carotenoides sdo tidos como potentes agentes na reducdo do risco
de cancer, inflamacéo e no tratamento da aterosclerose (RODRIGUES-AMAYA et al.,
2008; XU et al., 2012). Essas atividades fisiologicas tém sido atribuidas as suas
propriedades antioxidantes, especificamente, a capacidade de sequestrar o oxigénio
singleto e interagir com os radicais livres (RODRIGUES-AMAYA et al., 2008). No
Brasil, conforme portaria n°® 33, de 13 de janeiro de 1998 da ANVISA, o Ministério da
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Saude recomenda a ingestdo diaria de 4,8 mg de B-caroteno (BRASIL, 1998).
Evidéncias cientificas tém mostrado que 0s nutrientes essenciais e 0S compostos
bioativos parecem complementar-se, auxiliando na reducdo do risco de doencas
degenerativas (FINLEY, 2005).

5.3.1 Capacidade antioxidante

O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual
ocorre a acdo dos antioxidantes. O método de sequestro do radical livre DPPHe ou
ABTSe pode ser utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos
ou de um extrato em curto periodo de tempo (PRADO, 2009). Diante disso ambos 0s
métodos foram empregados para avaliar a capacidade antioxidante da polpa e 6leo da
bocaiuva.

O potencial dos diferentes extratos (polpa e 6leo) da bocaiuva em sequestrar
radicais livres foi expresso como concentracdo final do extrato necessaria para inibir a
oxidacdo de 50% do radical DPPHe. Para o radical ABTSe os valores sdo expressos
como a capacidade antioxidante equivalente a 1 mM do Trolox, e os resultados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Capacidade antioxidante, pelo método DPPH+ e ABTSe, da polpa e dleo de
bocaiuva.

Analises Polpa Oleo
DPPHe (g de amostra/g DPPH) 13,19 67,86
ABTSe (ug Trolox/g de 10,61 184,65
amostra)

*Resultados apresentados em base seca.

A polpa da bocaiuva apresentou maior inibi¢do ao DPPHe em relagdo ao 6leo.

Entretanto, os valores obtidos pelo método ABTSe indicam que o 6leo apresenta maior
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atividade antioxidante. Isto pode ser explicado porque no ensaio com DPPHe se utilizou
metanol (50%) como solvente, conforme descrito na metodologia (RUFFINO et al.
2010). No entanto, Castelo-Branco e Torres (2011), indicam que Sd0 necessarias
adaptacdes para amostras lipidicas, visto que o metanol é um solvente polar, sugerindo
o uso de acetato de etila. No método ABTSe foi utilizada a acetona P.A para a obtengéo
do extrato, o que favoreceu a miscibilidade do 6leo e, consequentemente a melhor
extracdo verificada pelos valores obtidos da capacidade antioxidante.

Contudo, Rufino et al. (2010) avaliando a capacidade sequestradora de radicais
livres de extratos da polpa de acai (Euterpe oleracea) e de jussara (Euterpe edulis)
obtiveram valores de 598 e 606 g/g DPPHe«, respectivamente. Desta forma, o estudo
indica alto potencial antioxidante nos extratos da bocaiuva.

Componentes bioativos como fenolicos, carotenoides e flavondides s&o
importantes antioxidantes (FINLEY, 2005). Park et al., (2011), verificaram uma forte
correlacdo entre atividade antioxidante e os compostos fenolicos. No entanto, agdes
sinérgicas de outros compostos antioxidantes presentes nos extratos ndo podem ser
descartadas. Até 0 momento ndo foram encontrados trabalhos cientificos que relatem a
atividade antioxidante da bocaiuva. Os frutos de bocaiuva podem ser uma boa fonte de
compostos antioxidantes. Contudo é necessaria a caracterizagdo das substancias que
apresentam capacidade antioxidante, assim como, estudos in vivo para elucidar os

mecanismos de acéo.

5.4 Microencapsulacao

5.4.1 Obtencao das microparticulas coacervadas

Na Tabela 7 sdo apresentados o rendimento a eficiéncia da encapsulacéo e o
tamanho das microcéapsulas de 6leo de bocaiuva obtidas a partir do delineamento
fatorial completo, os experimentos foram realizados em triplicata totalizando 27

ensaios, os resultados estdo expressos com os valores da média de cada ensaio.
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A coacervagdo complexa ocorre em condi¢Ges extremamente especificas para
que os pares poliméricos tenham balan¢o de cargas produzidas, entre outros fatores,
como pelo ajuste fino do pH, obtendo-se alto rendimento de microcapsulas. Assim, o
coacervado é formado na forma de precipitado e esse precipitado é o responsavel pelo
aprisionamento do 6leo na fase coacervada.

Embora ndo tenha sido observado efeito individual significativo das variaveis
estudadas (Tabela 7) (recheio, temperatura e velocidade de homogeneizag¢do), 0 maior
rendimento da microencapsulacdo (99,02%) foi obtido nas condigdes de 7,5 g de
recheio, 50°C e 15000 rpm (Ensaio 9). Contudo, ndo houve diferenca significativa entre
os rendimentos obtidos para os ensaios 2, 4, 5, 7, 8 e 9. No entanto, sugerem que a
formacdo de microcapsulas depende da tensdo superficial, que por sua vez dependem da
intensidade da agitacdo (PRATA, 2006).

Tabela 7. Rendimento e eficiéncia da microencapsulacdo e tamanho das microcéapsulas
do 6leo de bocaiuva obtidas por coacervacdo complexa, em diferentes condicbes de
processo.

Variaveis Respostas
Ensaio Recheio Temperatura Velocidade | Rendimento  Eficiénciada Tamanho
9 (°C) (rpm) (%0) encapsulacao (Hm)
(%0)
1 5(-1) 40 (-1) 12000 (-1) | 69,55 + 8,46 68,44 + 1,00 238,51°
2 10 (1) 40 (-1) 12000 (-1) | 94,65 +7,06™ 89,92 +2,14  384,99°
3 5(-1) 60 (1) 12000 (-1) | 82,24 2,74 86,41 +2,77°  277,14°
4 10 (1) 60 (1) 12000 (-1) | 88,25 +5,92° 59,77 +1,37°  382,65°
5 5 (-1) 40 (-1) 18000 (1) | 90,05 +4,72™ 87,67 +2,14° 439,18
6 10 (1) 40 (-1) 18000 (1) | 64,50+1,89° 76,36 +153" 639,57
7 5(-1) 60 (1) 18000 (1) | 95,89 +3,15° 97,86+1,29° 265,91
8 10 (1) 60 (1) 18000 (1) | 96,61 +0,46° 93,72+192* 320,37
9 7,5 (0) 50 (0) 15000 (0) | 99,02 +1,21°  9419+346% 320,49

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%

Teste de Tukey.
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A formacdo de uma grande quantidade de massa coacervada ndo significa
necessariamente a encapsulacdo do dleo, sendo necessaria avaliar a eficiéncia da
encapsulacdo. A eficiéncia da encapsulagdo corroborou com o rendimento, obtendo-se
valores entre 59,77% e 97,86%. Wieland-Berghausen et al. (2002) reportaram que a
propor¢do  ativo-material polimérico foi um fator importante na eficiéncia de
encapsulagdo. Diminuindo a concentragdo do recheio, se aumenta a chance de o0s
polimeros cobrirem as gotas de material, o que permite maior eficiéncia. Além disso,
verificaram que a eficiéncia aumenta em sistemas mais viscosos quando relacionado
com o material encapsulado. Isto explica a alta eficiéncia observada na formacdo das
microcéapsulas de 6leo de bocaiuva.

Rabiskova et al. (1994) obtiveram altas porcentagens de encapsulacdo de
esqualeno em capsulas coacervadas de goma arabica e gelatina. A eficiéncia de 93,2 a
99,6% foi obtida. Segundo os pesquisadores, a eficiéncia de extracdo esta diretamente
relacionada com o nimero de extracfes e o tipo de solvente utilizado. No presente
estudo a extragdo foi realizada pelo método de Bligh e Dyer, essa metodologia produz
um rendimento superior aos demais métodos, esta capacidade de extracao esta atribuida,
ao processo de homogeneizacao vigorosa (BRUM et al., 2009).

Bueno et al. (2011), estudaram a microencapsulacédo do oOleo de salmdo com
material de parede gelatina suina e gelatina de peixe, observaram efeito significativo da
concentracdo de recheio sobre a eficiéncia de encapsulacdo, no entanto ndo foi
observado efeito significativo (p>0,05) quanto comparado ao material de parede sobre a
eficiéncia da encapsulacao.

A avaliacdo dos resultados obtidos pelo planejamento indicou que as variaveis:
recheio, temperatura e velocidade, influenciaram sinergicamente no rendimento do
processo, como observado nos ensaios 7, 8 e 9, evidenciando a importancia dos fatores
avaliados.

Contudo, a concentracdo do recheio na formacdo da emulsdo e as interacdes
entre as variaveis estudadas, ndo apresentaram efeito significativo (p>0,05) sobre a
eficiéncia da encapsulacdo. A eficiéncia da encapsulacdo obtida foi elevada, os valores
apresentados foram de 59,77 + 1,37% até 97,86 + 1,29%. Os resultados encontrados
foram superiores aos obtidos por Maji e Hussain (2009) na microencapsulacdo de 6leo

essencial produzido com quitosana e gelatina apresentando eficiéncia de 32 a 60%.
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5.4.2 Morfologia

O tamanho médio das microparticulas coacervadas Umidas contendo Oleo de
bocaiuva determinados por microscopia Otica sdo apresentados na Tabela 7. As
microcéapsulas apresentaram tamanhos entre 238,51 e 384,99 um, o que é esperado para
microcépsulas produzidas por coacervacdo complexa, que de acordo com Favaro-
Trindade et al. (2008) podem variar de 1 a 500 pum. No entanto, na formulagdo do
ensaio 6 (Tabela 7), pode-se observar que o didmetro médio foi 639,57 um, esta
diferenca pode ser devido as condi¢Ges do processo, na qual inclui as condicbes de
preparo da emulsdo e velocidade de esfriamento, caracteristicas fisicas e quimicas dos
materiais de parede, bem como a tensdo superficial e o grau de hidrofobicidade do
material de recheio utilizado. Foram descritos na literatura didmetros médios variando
entre 39 até 680 um para particulas obtidas por coacervacdo complexa (BUILDERS et
al., 2008; PRATA et al., 2008).

A Figura 2 mostra duas micrografias correspondentes aos ensaios com maximo
rendimento (ensaio 9, Figura 2A) e minimo rendimento das microcapsulas (ensaio 6,
Figura 2B). As microcapsulas de 6leo da bocaiuva obtidas com material de parede
constituido de gelatina e goma arabica, nas condicdes de recheio (7,5 g), temperatura
(50°C) e velocidade de homogeneizacdo (15000 rpm) apresentaram formato
arredondado. O material de parede e a presenca do 6leo no nicleo podem ser claramente

observados (Figura 2A).
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Figura 2. Micrografias das microcapsulas de éleo de bocaiuva coacervadas com goma
arabica e gelatina. Condicdes de coacervacdo: (A) recheio, 7,5 g, temperatura, 50°C e

velocidade de homogeneizacdo, 15000 rpm. (B) recheio 10 g, temperatura 40°C e
velocidade de homogeneizagéo,18000 rpm.

Mendanha et al., 2009, no encapsulamento de caseina hidrolisada tendo como
material de parede a pectina, também obtiveram formato arredondado. Em condic6es de
menor temperatura (40°C) e maior conteudo de recheio (10g) o tamanho das
microcéapsulas foi significativamente maior (ensaio 6) e o formato variado (Figura 2B).
Favaro-Trindade et al. (2008) indicam que o tamanho das microcapsulas
produzidas por coacervagdo complexa, utilizando como material de parede gelatina e
goma ardbica é influenciado por diversos fatores, tais como taxa de agitacdo,
viscosidade da solugdo, recheio/polimero, quantidade de &gua. Neste estudo, a
temperatura influenciou significativamente no tamanho da microcapsula. As Figuras 3A

e 3B mostram que quanto menor a quantidade de recheio (6leo) menor é o tamanho da
microcapsula.
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Figura 3. Influéncia da temperatura sobre o tamanho médio das microcapsulas. (A)
Temperatura de 40°C, (B) Temperatura de 50°C, (C) Temperatura de 60°C.

Com o aumento da temperatura do processo de coacervagéo, observa-se reducéo
do tamanho da microcdpsula (Figura 3C). A coacervacdo a 60°C forneceu
microcépsulas menores sendo também influenciadas pelo recheio. A velocidade de
homogeneizacdo entrou como varidvel significativa no processo. De acordo com Prata
(2006), a alta temperatura aumenta a solubilidade dos polimeros e consequentemente
dos complexos formado sendo um dos principais fatores que interferem na conformacao

das moléculas do complexo, sendo um pardmetro chave para a encapsulagao.

5.4.3 Compostos bioativos nas microcapsulas

Os carotenoides e 0os compostos fenolicos podem sofrer alteragdes durante o
processo de microencapsulacdo devido a temperatura e a velocidade de
homogeneizacdo. Neste contexto, os teores de carotenoides totais, compostos fenolicos
e a atividade antioxidante das amostras foram determinadas no material
microencapsulado de todos os ensaios.

O efeito dos fatores recheio, temperatura e velocidade de homogeneizacéo sobre
o0s carotenoides presentes nas microcapsulas esta representada na Figura 4. As variaveis
significativas foram a velocidade de homogeneizacdo e a interacdo temperatura-

velocidade de homogeneizacéo.
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Figura 4. Grafico de Pareto dos efeitos e interacfes das variaveis temperatura (°C),
recheio (g) e velocidade de homogeneizacdo (rpm) sobre os carotenoides na producao
das microcapsulas, ao nivel de 95% de confianca (p=0,05). Erro puro= 1457,042.

Temperaturas elevadas podem contribuir com perda consideravel dos
carotenoides, 0 aumento da mesma é relatada como uma das causas da degradacédo deste
composto bioativo (RODRIGUEZ-AMAY A, 2008), justificando a sua influéncia neste
estudo.

Os resultados corroboram com encontrados por Ying-Qv e Jiang (2011), na
microencapsulacdo do carotenoide luteina por coacervacdo complexa, onde houve a
diminuicdo da taxa de retencdo da luteina com o aumento da temperatura. Foi
observado que a temperatura teve efeitos notaveis sobre o principio ativo encapsulado.

Verifica-se ainda a interacdo da velocidade de homogeneizacdo com a
temperatura sobre os carotenoides. Este fato pode estar relacionado a agitacdo, onde
ocorre o cisalhamento gerando gotas coacervadas menores, além da incorporacdo de
bolhas de ar durante a agitacdo, pois segundo Rodriguez-Amaya (2008), a presenca de

oxigénio é um dos fatores que contribuem para a degradacdo dos carotenoides.
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Na determinacdo dos compostos fendlicos presente nas microcapsulas
produzidas ndo foi observado efeito significativo na interacdo das variaveis nas

formulagGes como mostrado na Figura 5.

Recheio e Velocidade }

Recheio e Temperatura

(3) Velocidade

Temperatura e Velocidade |

(2) Temperatura |

(1) Recheio |

p=0,05

Figura 5. Grafico de Pareto dos efeitos e interagbes das variaveis temperatura (°C),
recheio (g) e velocidade de homogeneizacdo (rpm) sobre os compostos fendlicos na
producdo das microcapsulas, ao nivel de 95% de confianca (p=0,05). Erro puro=
0,0755049.

Esta observacdo corrobora com resultados encontrados por Nori et al. (2011)
para microencapsulacdo do extrato da prépolis, onde os pesquisadores verificaram que
ndo houve influéncia da temperatura sobre os compostos fenolicos.

A Figura 6 apresenta a interacdo entre o recheio- temperatura e temperatura-

velocidade sobre a atividade antioxidante através do método ABTSe.
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Figura 6. Grafico de Pareto dos efeitos e interagbes das variaveis temperatura (°C),
recheio (g) e velocidade de homogeneizacao (rpm) sobre a atividade antioxidante pelo
método ABTSe, ao nivel de 95% de confianca (p=0,05). Erro puro=0,16.

Para a atividade antioxidante, foram observados efeitos significativos da
interacdo recheio-temperatura e temperatura- velocidade. Este comportamento pode ser
explicado, pela acdo da temperatura no processo de degradacdo, através da ativacdo de
algumas reacgdes oxidativas (VOZ et al., 2010), e na distribuicdo do recheio que pode
estar fortemente associada com a estabilidade das emulsdes formadas pelas diferentes
combinagdes entre as variaveis (PRATA, 2006).

Analisando a atividade antioxidante e os carotenoides (Tabela 8), € possivel
sugerir que os carotenoides presentes nas microcapsulas foram preservados. Apesar da
degradacdo dos carotenoides em funcdo da temperatura e velocidade de
homogeneizacdo o material microencapsulado apresenta atividade antioxidante. Que foi

confirmada pela influéncia entre 0 composto e as variaveis propostas no planejamento.
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Tabela 8. Carotenoides totais e atividade antioxidante pelo método ABTS das
microcapsulas do 6leo de bocaiuva obtidas por coacervacdo complexa, em diferentes
condi¢des de processo. Valores da média das triplicatas.

Variaveis Respostas
Ensaio Recheio Temperatura Velocidade | Carotenoides Atividade
(9) (°C) (rpm) (ng/ g de antioxidante (pg
amostra) Trolox/g de amostra)
1 5(-1) 40 (-1) 12000 (-1) 148,70 2,64 +0,39
2 10 (1) 40 (-1) 12000 (-1) 212,24 1,52+0,18
3 5 (-1) 60 (1) 12000 (-1) 174,45 1,39 +0,12
4 10 (1) 60 (1) 12000 (-1) 85,35 2,69 +0,35
5 5 (-1) 40 (-1) 18000 (1) 198,42 1,38 +0,15
6 10 (1) 40 (-1) 18000 (1) 192,35 1,53 + 0,97
7 5(-1) 60 (1) 18000 (1) 178,71 1,89 + 0,05
8 10 (1) 60 (1) 18000 (1) 253,71 2,86 + 0,04
9 7,5 (0) 50 (0) 15000 (0) 229,29 2,60+0,34

Em estudo de Ying-Qv e Jiang (2011), apesar da influéncia de altas temperaturas
e luz sobre a luteina, a microencapsulacdo por coacervacdo complexa deste carotenoide
proporcionou maior estabilidade quanto a oxidacdo, luz, umidade e temperatura
ambiente.

Sabe-se que a atividade antioxidante, € o resultado de ac6es sinérgicas de varios
compostos, portanto, todos eles devem ser preservados. Neste contexto, para garantir
maior estabilidade do dleo da bocaiuva, a elaboracdo de microcapsulas utilizando a
técnica de coacervacdo complexa pode ser recomendado.

Diante dos resultados o processo de microencapsulagdo com 5g de recheio,
temperatura de 60°C e velocidade de homogeneizacdo 18000 rpm, foi considerado o
mais eficaz para obter microcapsulas de Oleo de bocaiuva com maior rendimento,
eficiéncia e menor tamanho, prosseguindo-se as analises in vivo com microcapsulas

obtidas na melhor condicdo de processo.
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5.5 Avaliacédo Farmacoldgica

O uso tradicional de plantas medicinais como a bocaiuva para o tratamento de
doengas renais, cardiovasculares e inflamatdrias no Brasil é frequentemente comum
como uma alternativa na medicina popular. Entretanto, normalmente plantas sdo usadas
sem levar em consideracdo os aspectos farmacoldgicos (BOUANANI et al., 2010),
entdo a validacdo experimental se faz necessaria.

Nesse sentido alguns modelos experimentais sdo realizados em animais de
laboratorio. Foram testados o 6leo extraido da prensagem nas doses de 100, 300, 700
mg/Kg.

No primeiro teste de pleurisia induzida pela carragenina, foram testadas doses de
100, 300, 700 mg/kg, via oral em ratos. Esse teste permite avaliar dois parametros
importantes no processo inflamatorio: a migragdo de leucocitos e o extravasamento
proteico. A injecdo de carragenina induziu uma reacdo inflamatdria aguda verificada ao
ser comparada o grupo controle (que recebeu a injecdo de carragenina na pleura) e
grupo naive (que recebeu salina na pleura). Os resultados mostram que o 0Oleo foi eficaz
na inibicdo da migracao de leucdcitos e do extravasamento plasmatico.

Na Figura 7A verifica-se que houve aumento significativo da migracdo de
leucocitos em cerca de 8 vezes no grupo controle em relagdo ao grupo naive. Alem
disso, os resultados demonstram que a administracdo via oral do 6leo de bocaiuva nas
doses de 300 e 700 mg/kg inibiu de maneira significativa a migracdo leucocitaria
induzida pela carragenina para a pleura dos ratos. As inibi¢cdes foram de 91 + 3%, 81 +
16%, respectivamente. A administracdo do anti-inflamatério dexametasona apresentou
uma inibicdo de 96 + 2% (Figura 7A).
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Figura 7. Efeito do Oleo de bocaiuva sobre amigracdo leucocitaria (A) e
extravasamento plasmatico (B) induzido pela carragenina no modelo de pleurisia em
ratos. Os ratos (n=5) foram tratados, uma hora antes da injecdo de Cg, com bleo de
bocaiuva (nas doses de 100, 300 e 700 mg/kg, v.0.), dexametasona (1 mg/kg, s.c.) ou
veiculo. O exsudato foi coletado apds 4 horas, apds a injecdo de carragenina. Os
leucdcitos totais que migraram, bem como, o extravasamento plasmatico induzido pela
Cg foram analisados. As diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de
variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Valores
de p<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001.

Em relacdo ao extravasamento plasmatico, ambas as doses de 300 e 700 mg/kg

foram estatisticamente significativas em induzir a redugdo do extravasamento
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plasmético em relacdo ao grupo controle. As inibi¢es observadas foram de 98 + 2% e
de 100%, respectivamente. Como esperado O grupo de animais tratados com
dexametasona inibiu 100% do extravasamento plasmatico pleural induzido pela
carragenina (Figura 7B).

O tratamento com o 6leo de bocaiuva in natura inibiu a formacdo do edema nas
doses de 300 mg/kg, com inibicdes de 35 + 8% ap06s 1 hora e de 67 + 7% ap0s 2 horas
da injecdo intraplantar de carragenina, mas apds as 4 horas ndo houve a indugdo do

edema (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do dleo de bocaiuva sobre o edema de pata de pata apos 1 hora (A), 2
horas (B) e 4 horas (C) da injecdo intraplantar de carragenina. Os animais foram
tratados com o 6leo, na dose de 300 mg/kg via oral (v.0) ou veiculo, ou ainda
dexametasona (DEX) uma hora antes de injecdo intraplantar de caragenina (300
pg/pata). Cada coluna representa a média £ EPM. As diferencas entre os grupos foram
analisadas por analise de variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05 e ***
P<0.001.
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Figura 9. Efeito do microencapsulado obtido do 6leo de bocaiuva sobre o edema de
pata apds 1 hora (A), 2 horas (B) e 4 horas (C) da injecdo intraplantar de carragenina.
Os animais foram tratados com o 6leo microencapsulado, na dose de 300 mg/kg via oral
(v.0) ou veiculo uma hora antes de injecéo intraplantar de carragenina (300 pg/pata).
Cada coluna representa a média = EPM. As diferencas entre os grupos foram analisadas
por analise de variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. ** P<0.01.

Por outro lado o tratamento com o microencapsulado do 6leo de bocaiuva do
ensaio 7 (EE=97%), ensaio 8 (EE=94%) e ensaio 9 (EE=93%) inibiu significativamente
a formacgdo do edema na dose de 300 mg/kg, com inibicdes de 18 + 4% (ensaio 7), 25 +
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3% (ensaio 9) e 23 + 3% (ensaio 8) apds 4 horas da injecdo intraplantar de carragenina,
mas ndo em outros pontos de mensuracdo do edema (Figura 9). Demonstrando assim
que a formulacdo do microencapsulado manteve a estabilidade do principio ativo e
apresentou a acao anti-edematogénica. Provavelmente o principio ativo foi liberado de
maneira mais lenta, pois somente as 4 horas apds a carragenina a atividade foi
verificada.

A Dexametasona, droga de referéncia utilizada como controle positivo, inibiu a
formacdo do edema em 62 + 1% apds 1 hora e de 70 + 1% apds 2 horas da injecdo
intraplantar de carragenina (Figura 9).

5.5.1 Efeito diurético do 6leo de bocaiuva

O 6leo de bocaiuva (300 e 700mg/kg) causou aumento significativo na excrecédo
urinaria de liquidos (Figura 10). Da mesma maneira, 0 aumento na excrecdo de liquidos
foi observado com medicamento furosemida.

Um diurético é uma substancia que aumenta a taxa da excrecao urinaria (ROSE,
1991). Muitos diuréticos que séo utilizados clinicamente agem reduzindo a taxa de
reabsorcdo de sodio dos tubulos, os quais causam natriurese (aumento da excrecao de
s0dio), que por sua vez causa diurese (aumento da excrecdo de agua) (CARTER, 2012).
O uso clinico mais comum dos diuréticos é para reduzir o volume do fluido extracelular,
especialmente em doencas associadas com edema e hipertensdo (FRAZIER; YAGER,
1973).

Como citado anteriomente, a bocaiuva tem sido usada popularmente no
tratamento de doencas cardiovasculares. Até onde se sabe, somente nosso grupo de
pesquisa tem buscado dar suporte a este uso etnofarmacoldgico, e na literatura somente
uma publicacdo da planta Acrocomia mexicana comprova as propriedades anti-

diabéticas dessa espécie.

59



49 —— Controle (Sol. Fisiologica+Tween)
-& Oleo 700 mg/kg

—— Oleo 300 mg/kg

-+ 06leo 100 mg/kg

34 ¢ Furosemida

Excrecdo urinaria (mL/100g p.c)

Tempo (h)

Figura 10. Variagdo do tempo de excre¢do urinaria em ratos tratados com diferentes
doses (100, 300 e 700 mg/kg) de 6leo de bocaiuva e furosemida (10 mg/kg) como droga
de referéncia. O volume urinario foi medido em 1, 2, 4, 6, e 8 horas apds o tratamento.
Valores acumulados sdo apresentados como media £ EPM por 5 ratos em cada grupo.
Os asteriscos indicam o nivel de significancia em comparacdo com 0 grupo controle
(one-way ANOVA seguido por Newman-Keulstest)*P<0,05; **P<0,01.

O oleo de bocaiuva microencapsulado na dose de 300mg/kg causou aumento
significativo na excrecdo urinaria de liquidos (Figura 11). O tratamento com o
microencapsulado do éleo de bocaiuva do ensaio 7 (EE=97%) também aumentou de

forma significativa a excrecéo urinaria quando comparado ao grupo controle.
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Figura 11. Variacdo do tempo de excrecdo urinaria em ratos tratados com diferentes
microcapsulas Ensaio 7, Ensaio 9, Ensaio 8 (300 mg/kg) de 0leo de bocaiuva. O volume
urinario foi medido em 1, 2, 4, 6, e 8 horas apds o tratamento. Valores acumulados séo
apresentados como média + EPM por 5 ratos em cada grupo. Os asteriscos indicam o
nivel de significAncia em comparagdo com o grupo controle (one-way ANOVA seguido
por Newman-Keulstest) *P<0,05.

Demonstrando assim que a formulacdo no ensaio 7 (EE=97%) do
microencapsulado manteve a estabilidade do principio ativo, quando comparado com o
ensaio 9 (EE=93%) e ensaio 8 (EE=94%). Provavelmente esta acdo esta relacionada a
eficiéncia de encapsulacdo, pois foi 0 ensaio que apresentou o maior resultado bem
como a preservacdo dos compostos bioativos, onde o emprego do biopolimero aumenta
a protecdo do ativo (OLIVEIRA et al., 2012), bem como a presenca de minerais como

potéassio que exerce papel importante na regulacdo da bomba de sodio e potassio.
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Capitulo VI

Conclusao



6 CONCLUSAO

O 6leo da polpa da bocaiuva apresentou predominancia de &cidos graxos
monoinsaturados, em especial do &cido oléico. Dos acidos graxos poliinsaturados
essenciais para a dieta humana a bocaiuva apresentou percentual para o cido linoleico e
linolénico.

Os carotenoides foram os compostos bioativos mais relevantes no 6leo de
bocaiuva e a capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS’, corroborou com
esses resultados.

A aplicacdo da técnica de coacervacdo complexa para microencapsular o 6leo da
bocaiuva foi eficiente produzindo em torno de 64 a 99% de microcépsulas e 59 a 97%
de 0leo encapsulado. As microcapsulas apresentaram tamanho médio e forma esférica
bem definida. A temperatura foi o parametro que influenciou significativamente na
morfologia das microcapsulas, a esfericidade das microcapsulas foi obtida na
temperatura de 50 e 60°C.

A coacervacdo complexa auxiliou na preservacdo dos carotenoides e na
atividade antioxidante. No planejamento experimental houve interacdo da temperatura e
recheio na preservagdo dos carotenoides. Para a atividade antioxidante as variaveis que
interferiram foram recheio-temperatura e temperatura-velocidade.

A acdo anti-inflamatoria e diurética do 6leo de bocaiuva foram verificadas em
edema de pata e pleura induzido por carregenina. O 6leo microencapsulado manteve a
estabilidade do principio ativo e apresentou acdo anti-edematogénica, bem como
atividade diurética. A microencapsulacdo demonstrou potencial na biodisponibilidade

do 6leo da bocaiuva.
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