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RESUMO

7

A microencapsulacdo é uma tecnologia para recobateriais solidos, liquidos ou
gasosos com a finalidade de permitir maior estidille e liberacdo controlada de ativos
em condicBes especificas, bem como, mascarar aspeensoriais indesejados.
Portanto, o objetivo do trabalho foi microencapsolao de bacuri utilizando o método
de coacervacdo complexa, avaliar a influéncia daslicdes de recheio, temperatura e
velocidade de homogeneizacdo no rendimento e mficié do processo. As
microcapsulas foram caracterizadas quanto ao tasmragdio, morfologia (microscopia
Otica e eletronica de varredura). Nove formulac@as, triplicata, foram produzidas
utilizando gelatina e goma arabica como materiapaiede. As microcapsulas foram
analisadas em relacdo ao conteudo de compostokctenécarotenoides e atividade
antioxidante. Os resultados mostraram que a meltreentracédo de recheio (6leo) em
relacéo ao total de polimeros (gelatina e goma@pafoi de 10 g para 5g de polimeros,
nessas condicbes se obteve rendimento de micrdagapsormadas de 82,55%,
eficiéncia do encapsulamento do 6leo de 70,72%manho de particulas menores que
51 um de formato esférico. O alto contelido de eamtles foi observado no 6leo e
mantido nas microcapsulas, influenciando na atdedantioxidante. Microcapsulas
umidas e liofilizadas das duas melhores formulaghesnuiram significativamente a
formacdo de edema e do numero total de leucocwokvado pleural, em ratos. A
presenca das microcapsulas na acéo anti-inflaraatorfirmou a liberacdo gradual do
0leo. Em conclusdo, o estudo mostrou que a coag@veomplexa € uma técnica
viavel, as microcapsulas possuem atividade antoxele o 6leo microencapsulado é

um agente anti-inflamatério natural.

Palavras-chave:Microencapsulacadttalea phaleratavart., coacervacdo complexa.
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ABSTRACT

Microencapsulation is a technology for coatingadiiquid or gaseous in order to allow
more stability and controlled release of activeamnats in specific conditions, as well as
sensory masking undesirable aspects. Thereforeplfextive of this study was to
microencapsulate bacuri oil using the complex coat®mn method, and analyze the
influence of the conditions of filling, temperatuaed speed of homogenization on yield
and process efficiency.The microcapsules were cltemaed for mean size and
morphology (optical and scanning electron microggopNine formulations, in
triplicate, were produced using gelatin and gumbiaraas wall material. The
microcapsules were analyzed in relation to the antof phenolic compounds,
carotenoids and antioxidant activity. The resulsveed that the best concentration
filling (oil) in relation to the total of polymergelatin and gum arabic) was 10 g for 5 g
of polymer. In this condition of the process, theld of formed microcapsules obteined
was 82.55%, the oil encapsulation efficiency was7Z@, and the particles size were
smaller than 51pum in a spherical shape. The higiteat of carotenoids was observed
in oil and kept in microcapsules, which influenabe@ antioxidant activity. Wet and
lyophilized microcapsules from the two best forntiokas, significantly decreased the
formation of edema, and the total number of leuk®dg pleural lavage in rats. The
presence of the microcapsules in the anti-inflanonyatiction confirmed the gradual
release of oil. In conclusion, the study showed the complex coacervation is a viable
technique, the microcapsules have antioxidant igtand microencapsulated oil is a

natural anti-inflammatory agent.

Keywords: Microencapsulatiomttalea phalerataviart., complex coacervation.
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O cerrado brasileiro ocupa aproximamente 25% ditégo nacional e neste
bioma encontram-se diversas espécies frutiferasainga ndo foram devidamente
estudas, a insercdo desses frutos no estudo wereaifno desenvolvimento de novos
produtos propociona fontes com alto valor nutrieicconsequentemente a valorizagéo
do cerrado.

A presenca de metabdlitos secundarios biologicanerivos como, por
exemplo, carotenoides e compostos fendlicos, nesggsais, podem trazer beneficios
a saude ou efeitos fisiol6gicos desejaveis, conmdatle vitaminica A, atividade
antioxidante, fortalecimento do sistema imunologieoa prevencdo de doencas
degenerativas como cancer, doengas cardiovasculalegeneracdo macular,
inflamagdes cronicas, entre outras.

A Attalea phalerataMart. conhecida como bacurizeiro € uma palmeira da
familia Arecaceaecomumente encontrada no Brasil mais precisamergdstados de
Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. O seu fruto é&tidafdo de casca (exocarpo),
polpa (mesocarpo) e améndoa (endocarpo). O dleaidxtda polpa do fruto é usado
pelas populacdes locais como tdnico capilar e adikaar dores nas articulacoes.
Estudos fitoquimicos mostram que o fruto possui s composi¢cdo quantidades
consideraveis de carotenoides, que sao pigmentmungores da vitamina A, tendo
como principais carotenoideslecaroteno er-caroteno. Entretanto, algumas limitagdes
relacionadas a estabilidade desses compostos EEterbservadas, como por exemplo,
a oxidagéo e exposicdo ao calor. Para minimizargaadiacdo destes compostos novas
tecnologias tém sido empregadas, como a microenlea@d®, que além de proteger
compostos sensiveis contra as condigdes adversamidopode promover a liberacao
controlada e mascarar aspectos sensoriais indesejggdie alguns compostos

apresentam.
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A microencapsulagcdo € uma técnica bastante coasalidna industria
farmacéutica, nas ultimas décadas tem se destémadti@m na inddstria de alimentos e
de cosméticos sendo aplicada para diversas findgddentre os métodos empregados
na producdo de microcdpsulas, o processo de ce@déervcomplexa € 0 mais
empregado na conservacao de compostos bioativesrpes em 6leos, uma vez que
permite recobrir o material ativo com o material pigede formando uma capsula
verdadeira. O processo consiste na interagdodniea entre dois polimeros de cargas
opostas, onde um complexo entre esses polimerasnéado ao redor de goticulas ou
particulas do material ativo suspenso ou emulsmnadmeio da reacao.

Diante disso, considerando o alto teor de carotisopresentes no 6leo de
bacuri e os beneficios que estes aportam a saudeniauo objetivo do trabalho foi
desenvolver e caracterizar microcapsulas de Olebaderi utilizando a técnica de
coacervacdo complexa, e avaliar as propriedadediN@sin vitro e in vivo do 6leo e
das microcépsulas produzidas.

Os resultados do estudo sdo apresentados em duisil@a No capitulo 2
constam os parametros utilizados no processo deenicapsulacéo por coacervacao
complexa e as propriedas fisicas, quimicas e k&t vitro do das microcapsulas do
Oleo de bacuri. O capitulo 3 se refere a aplicag@omicrocdpsulas de 6leo de bacuriem

ratos e sua acao anti-inflamatoria.
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Artigo |

Artigo escrito nas normas do periédico Food Chemisy
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Resumo

Este estudo tem por objetivo produzir e caractenmai@grocapsulas de 6leo de bacuri
pela técnica de coacervacdo complexa e avaliar flaéicia do processo nas
propriedades fisicas, no contelddo de composto$iwmsa na atividade antioxidante do
material microencapsulado. As microcapsulas forampgradas com diferentes
concentracdes de Oleo (5, 7,5 e 10 @), temper&i@as0 e 60 °C) e velocidade de
homogeneizacgéo (12000, 15000 e 18000 rpm). Gelatgwana arabica foram utilizadas
como agentes encapsulantes. Os resultados mostcarara melhor concentracdo de
recheio (6leo) em relacdo ao total de polimerofatiga e goma arabica) foi de 10 g
para 59 de polimeros, nessas condicbfes se obtextmento de microcapsulas
formadas de 82,55%, eficiéncia do encapsulamentdetode 70,72%, tamanho médio
de particulas abaixo de 51 um e formato esféricalt@®conteddo de carotenoides foi
observado no 6leo e mantido nas microcapsulasueindiando na atividade

antioxidante.

Palavras-chave: Coacervacdo complexa; gelatina, goma arabidtglea phalerata

Mart.; compostos bioativos

1. Introducéo

A Attalea phalerata Mart. conhecida como bacurizeiro € uma palmeira
comumente encontrada no Brasil, mais precisameastestados de Mato Grosso do Sul
e Mato Grosso. Pertence a famiieecaceaee seus frutos sdo de forma arredondada,
oval ou achatada, constituidos de polpa e semeaotesstiveis (Barreto et al., 2009).

Sousa et al. (2011) destacam principalmente adatle antioxidante dos

compostos fenodlicos e os carotenoides presentesesiduos de polpas de frutos
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tropicais, entre eles o bacuri. Esses constituieteseus efeitos benéficos a saude
despertam o interesse de estudos na comunidadéficeenEntre as atividades
bioldgicas atribuidas a esses compostos estadadeftimento do sistema imunolégico
(Gomes, 2007) e a diminuicdo de doencas degeresativmo o diabetes, problemas
cardiovasculares, processos inflamatérios, entreosu(Rodrigues-Amaya, 2010).
Entretanto, algumas limitages relacionadas a iédede desses compostos podem ser
observadas, como por exemplo, a oxidacao lipidioaescurecimento enzimético. Na
tentativa de evitar a degradagdo destes compost@grasn tecnologias como a
microencapsulacgéo (Kralovec et al., 2012).

A microencapsulacédo permite recobrir particulapeguenas gotas de material
liguido formando microcapsulas, que protegem setedoo da exposicao direta a luz,
agua e calor pelos agentes encapsulantes (Cocalg 8007; Ferreira et al., 2009),
além de favorecer a liberacdo controlada dos damg#s, sob condi¢cbes especificas,
bem como reduzir a volatilidade de liquidos (Mesezteal., 2013), mascarar o gosto de
componentes amargos (Alvim & Grosso, 2005) e pgdora vida Util do material de
recheio Nori et al.,, 201), permitindo que os produtos microencapsuladobat®n
melhor aplicabilidade.

O processo de microencapsulacdo exige o revestintenmaterial (ntcleo ou
recheio) com um ou varios agentes encapsulanteerfaiade parede) que pode ser
formado por diferentes polimeros. Entre os hidrdidels utilizados como material de
parede, as proteinas e polissacarideos sédo essudadofrequéncia entre 0s mais
empregados na microencapsulacao de oOleos estdatiagge goma arébica (Peng et al.,
2014; Piacentini et al., 2013ps agentes encapsulantes influenciam no tamaaso d

microcapsulas, e o processo € finalizado com agsetajue pode ser obtida, entre

18



outras técnicas, por liofilizagdo, atomizacdo eveepao (Maisutthisakul & Gordon,
2012).

Dentre as técnicas de microencapsulacao para éeoscervacdo complexa é a
mais empregada. A coacervacdo complexa consistegaracdo entre dois polimeros de
cargas opostas (material de parede), onde um crmeidre esses polimeros é formado
ao redor de goticulas ou particulas do materigbdtiecheio), levando a formacgéo de
microparticulas (Alvim & Grosso, 2005; Zuanon et 2D13).0 emprego de gelatina e
goma arabica como materiais encapsulantes tem adosser eficiente na estabilidade
de compostos bioativos, desde que controlados aeratura, incidéncia de luz e
umidade (Qv et al., 2011; Quan et al., 2013). Dewédmportancia destes compostos na
saude e a necessidade de conhecimento das conidieéssde processo, 0 objetivo do
presente trabalho foi produzir e caracterizar noc@psulas de 6leo de bacuri pela
técnica de coacervacdo complexa e avaliar a inflaédo processo no contetdo de

compostos bioativos e na atividade antioxidantedterial microencapsulado.

2. Material e métodos

2.1. Material

Frutos de bacuri Attalea phalerataMart.) frescos, selecionados sadios e
maduros, definidos pela coloracdo amarela do frptoprio para consumo foram
coletados no municipio de Bonito — MS (Hotel Calsqndatitude 21° 10’ 19.1;
longitude. 056° 26' 58.0 e altitude 6m. A exsiaddaespécie encontra-se depositada no
Herbéario da UFGD n° DDMS5033. Goma arébica puradt)ee gelatina tipo A (Fluka

Analytical) foram utilizados como agentes encapgels
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2.2. Preparo da amostra

Apés a selecao, os frutos sadios foram lavadosgera éorrente e higienizados
com solucdo de dicloroisociarunato de sodio didtabio 0,66% (teor de cloro ativo
3%). Em seguida os frutos foram descascados e Igasios, posteriormente a polpa foi
desidratada em estufa a 40 °C com fluxo de ar%lens durante 72 horas. O material
desidratado foi triturado, peneirado em malha cdmertara de 0,200 mm para
uniformizagdo do po, posteriormente, foi acondiatbm em embalagens poliméricas e

armazenado a temperatura ambiente.

2.3. Extracao do oleo

O Oleo do bacuri foi obtido por extracdo solidasltp com solvente hexano
P.A. (Vetec), na propor¢cdo de uma parte de polpp@para 3 partes de solvente 1:3
(p/v) sob continua agitacdo (150 rpm) durante % dim temperatura ambiente. O
produto foi filtrado e o solvente removido em evaplor rotativo IKA (modelo RV 0,5
basic), sob presséao reduzida a 50 °C. O 6leo fé@obescondicionado em frasco ambar e

armazenado a 9+2°C.

2.4. Preparacéo e Otimizacao das microcdpsulas

As microcapsulas de 6leo de bacuri foram prepargoele método de
coacervagdo complexa em meio aquoso (Alvim & GrogXi05), com algumas
modificacdes. Misturou-se o 6leo sob agitacdo emtstcom 100 ml de solucdo de
gelatina (2,5%) previamente hidratada e aqueci#l&atnar uma emulséo, a qual foram
incorporadas 100 ml de solugcdo de goma arabicathii (2,5%) e agua deionizada
(400 ml). Logo, corrigiu-se o pH com &cido clorédri(0,1 M) até alcancar o pH 4,0. O

material foi resfriado gradualmente até 10 °C.
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Foram produzidas microcdpsulas a partir de novendtacdes, definidas no
delineamento fatorial 32 (Tabela 1), com trés varidveis independentes: eiech
(quantidade de O6leo de bacuri), velocidade de hemsigacdo e temperatura. As
variaveis dependentes (resposta) foram o rendimendo eficiéncia da
microencapsulacdo, o tamanho das microcdpsulastel@o de compostos fendlicos e
de carotenoides e a atividade antioxidante.

Tabela 1. Delineamento fatorial 2para obtencéo de microcapsulas por coacervacéo

complexa de 6leo de bacuri.

Variaveis Independentes Pontos Fatoriais Pontor@lent
-1 +1 0
Recheio (g) 5 10 7.5
Temperatura (°C) 40 60 50
Velocidade de homogeneizacéo (rpm) 12000 18000 500

2.5.Rendimento do processo de microencapsulacéo

O rendimento (R) foi calculado a partir da sepavadas fases obtidas na
microencapsulacdo (sobrenadante e sedimento). &®capsulas foram centrifugadas
a 15000 rpm (centrifuga Simplex Il ITR) para rapigenpactacao e o sobrenadante foi
retirado e peneirado em malha com abertura de On@m5para separacédo total do
sobrenadante e sedimento (microcapsulas). O settimiem entdo pesado e o

rendimento calculado através da equacgéo 1 (Baddsercadante, 2009).

MS (base seca)

%) =
(%) MT (base seca) X

100 Equacao 1

Onde: MS é a quantidade de microcapsula sedimeritgda MT € a massa

tedrica constituida de goma arabica+gelatina+d@eo (
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2.6.Eficiéncia de microencapsulacao

A eficiéncia de microencapsulacao (EM) foi detemulia considerando o teor de
lipidios totais (Bueno & Grosso, 2008). A eficiénddi definida como a quantidade de
Oleo presente em um grama de microcapsula em ecelac@uantidade de 6leo

inicialmente inserido no processo de microencagéolaconforme equacao 2.

OEM i
EM(%) = o < 100 Equacio 2

Onde: OEM ¢ a quantidade de oleo extraido das n@psulas formadas (g)

e OIM é a quantidade de dleo inserido (Q).

2.7.Morfologia e tamanho

A morfologia da superficie externa das microcamssufai avaliada por
microscopia Optica utilizando um microscépio acdplaa uma camera fotografica
(Nikon Eclipse — 200). As amostras de cada fornéidafpram fixadas em laminas,
recobertas com laminulas e obtidas as fotomicrizgrafParticulas visivelmente
aglomeradas foram descartadas. O tamanho das apsuas foi determinado pelos
didametros transversais e longitudinais das padscuisualizadas nas fotomicrografias
ampliadas. Foram analisadas 150 microcapsulascaswdas particulas ndo esféricas o
tamanho foi padronizado pela média dos diametras.imagens e os dados foram

analisados pelsoftwarelmage Pro Plus 4.0.

2.8.Determinacao de compostos bioativos
2.8.1. Compostos Fendlicos
A quantificacdo de compostos fendlicos foi real&awm o reagente Folin-

Ciocalteau, de acordo com George et al. (2005)xitate foi preparado com 2 g de
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amostra (microcapsulas ou 6leo) e 50 ml de acd@Btd), a mistura foi centrifugada a
15000 rpm por 15 min e retirado o sobrenadanteab fguconsiderado o extrato. Uma
aliquota de 0,5 ml do extrato foi misturada conby de agua destilada, 2,5 ml de
solugcdo aquosa do reativo Folin-Ciocalteau (10%®,Ge ml de carbonato de sodio
(7,5%). A mistura foi incubada por 5 min em banharma 50 °C e, ap0s resfriamento
(25 °C) a absorbancia foi medida a 760 nm (esdetbrmetro Biospectro), usando-se
agua destilada como referéncia (branco). Os comgdsholicos foram determinados
por interpolacdo das absorbéncias das amostrasaconta curva de calibracdo
construida com padrdes de acido galico (0,025;50,0845; 0,055 e 0,065 mg/ml). A
equacao da curva de calibracdo do &cido galic€ fei13,0100A+0,0478, onde C é a
concentragdo do &cido galico, A é a absorbanci®@ rfim com coeficiente de
correlacdo (R) de 0,999. Os resultados foram egpgesm mg de equivalentes de acido

gélico (EAG)/g de extrato. Cada determinacdo falizada em triplicata.

2.8.2. Carotenoides totais

As amostras (microcapsulas ou 0Oleo) foram pesa?idsg) e maceradas em
almofariz com auxilio de celite (0,5 g) para fdailia extracdo dos carotenoides, em
seguida adicionou-se acetona a 10 °C até exticir dopigmento, a mistura foi entéo,
filtrada a vacuo. O extrato foi recolhido e tramsfe para um funil de separacdo
contendo 40 ml de éter de petroleo. A misturadweatla lentamente com agua destilada
até a completa remogéo da acetona. O extratoafosferido para um bal&o volumétrico
(50 ml) e o volume completado com éter de petrORealizaram-se as leituras de
absorbancia a 450 nm (espectrofotdmetro Biospeditsy de petréleo foi utilizado
como branco (Rodriguez-Amaya, 2010). O conteldoadletenoides foi calculado pela

Equacéo 3.

23



AXD x10*

C(ug/9) = e X m(g)

Equacao 3

Onde,\ é a absorbancia (hnm), D é a diluicdo (ml§ o fator de3-caroteno em

éter de petréleo (2592) e m a massa da amostra (Q)

2.9. Determinacio da atividade antioxidante peldddé ABTS

O extrato foi preparado a partir da mistura de &gnicrocdpsulas e 50 ml de
solucdo hidrometandlica (50%). ApOs repouso de 60 oymaterial foi centrifugado
(4000 rpm) por 15 min e o sobrenadante retiradosédmento foi adicionada 40 ml de
acetona (70%) para realizar a segunda extracadnslegse o procedimento da 12
extragdo. Os sobrenadantes das duas extragdes riastnrados, transferidos para um
baldo (100 ml) e o volume completado com agualddati obtendo-se o extrato.

O radical ABTS (2, 2 AZINO BIS-3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonacid
diammoninum) foi formado pela reacdo de ABTE mM) com persulfato de potassio
(140 mM), a mistura reagiu por 16 h a temperatunbiante e na auséncia de luz,
obtendo-se a solugdo radicalar. Para as analiseslugdo radicalar foi diluida em
etanol até absorbancia de 0,70 (x 0,05) a 734 rspe@rofotbmetro Biospectro).
Aliquotas de 30 pl de extrato foram adicionadasva 8a solucéo diluida de ABTSé
as absorbancias da mistura foram registradas apdie.6A atividade antioxidante foi
calculada utilizando-se da curva-padrao de 6-Hid2g 7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox). A curva-padrédo foi preparaagartir de solugbes etanodlicas de
Trolox nas concentragdes de 100; 500; 1000; 152008 uM (Rufino et al., 2010). A
equacao da curva foi C = -0,0002A+0,3049, com cazfte de correlacao (R) de 0,999,

onde C é a concentracdo de Trolox, A é a absodanei34 nm. Os resultados foram
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expressos em mM de Trolox/g de amostra. Cada dei@gao foi realizada em

triplicata.

2.10. Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras foram recobertas em um Sputter CodBdtARON, Modelo:
SC7620, Marca: VG Microtech (Uckfield, Inglaterr@).espessura da camada de Au,
seguiu a equacéao: Espessura = K.i.V.t, onde K=A%1MA.Volt.s; i=3 mA; V=1 Volt e
t=180 s. (92 A°). As amostras recobertas foram isagds em um Microscopio
Eletrbnico de Varredura com Detector de Energigp®msiva de raios X, Modelo MEV:
Leo 440i, Modelo EDS: 6070, Marca MEV/EDS: LEO Etea Microscopy/Oxford
(Cambridge, Inglaterra). Utilizou-se tensdo de exeglao igual a 10 kV ecorrente do

feixe igual a 100 pA para obtencao das micrografias

2.11. Analise estatistica

As formulacdes foram produzidas de acordo com inemnento fatorial 2
constituidas de 9 experimentos, em triplicata. Aslias obtidas foram avaliadas pela
andlise variancia (ANOVA), a comparacao das méoiazalizada pelo teste de Tukey

(P<0,05). Os célculos estatisticos foram efetuadas mrelgrama Statistica 8.0.

3. Resultados e discussao

3.1. Rendimento e Eficiéncia

A Tabela 2 mostra o efeito da quantidade de Olserido, da temperatura de
processo e da velocidade de homogeneizacdo dagmdsendimento, na eficiéncia e

no tamanho das microcapsulas.
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Tabela 2 Efeito da quantidade de recheio (6leo), da teaipeax e da velocidade de
homogeneizacdo no rendimento, na eficiéncia e martho de microcapsulas do dleo

da polpa de bacuri obtidas por coacervagdo complexa

Variaveis independentes Variaveis dependentes*
Ensaio Recheio Temperatura Velocidade| Rendimento Eficiénciada Tamanho
(9) ({®)] (rpm) (%) encapsulacéo

(%) (Lm)
1 5 40 12000 88,83 1,08 32,07+2,67 86,80
2 10 40 12000 | 85,40+1,94 50,38+ 3,49 59,77
3 5 60 12000 79,8%#0,25 50,76+ 2,64 33,59
4 10 60 12000 7483329 18,786+0,18  452%
5 5 40 18000 67,58 1,26 20,66+ 1,01 38,37
6 10 40 18000 | 82,80£2,07 65,63+1,85 83,68
7 5 60 18000 7406 1,46  4456+394  453%
8 10 60 18000 | 82,85+0,26 70,72+090  50,8%
9 7,5 50 15000 72,863,90 34,88+1,89 34,42

*Valores médios dos ensaios realizados em trigliciMédias seguidas de letras

diferentes na mesma coluna diferem estatisticanpaiteteste de Tukey (P<0,05).

Os ensaios 1, 2, 6 e 8 apresentaram rendiment@ a@n80%, destes, apenas 0

ensaio 1 diferiu significativamente<{®,05). A temperatura influenciou na separacéo de

fases, pois no geral, os melhores resultados fotaidos a 40 °C. Segundo Prata et al.

(2006), temperaturas mais baixas favorecem a gSgparale fases, bem como,

temperaturas altas reduzem o rendimento devido usmeerto da solubilidade dos

polimeros e, consequentemente, dos complexos fosngRemunan-Lopez &



Bodmeier, 1996). Entretanto, vale ressaltar quieres elevados de rendimento ndo séo
correlacionados com alta eficiéncia, pois nem todasmicrocapsulas apresentam
recheio (6leo) em seu interior.

Em relagdo a eficiéncia da microencapsulacdo do fieam encontrados
valores entre 18,76% e 70,72%. Os ensaios 6 e 8iféoam entre si (P>0,05), porém
foram significativamente diferentes dos demais a@lnde 5%, apresentando maior
eficiéncia (65,63% e 70,72%, respectivamente). €£3s@smos ensaios (6 e 8)
apresentaram também valores elevados de rendintemo, retratado na Tabela 1.

Célis & Grosso (2009) num estudo sobre o efeitoetizulacdo induzida pela
transglutaminase e o glutaraldeido sobre as pdguiess de microparticulas obtidas por
coacervacdo complexa, concluiram que a fluidez ldo parece ter contribuido na
eficiéncia da encapsulacao em fungéo do aumentengaeratura. No presente estudo, o
aumento da temperatura parece nao ter influenciagmificativamente essa
caracteristica, porém a quantidade de recheio (@@gyelocidade de agitacdo (18 000

rpm) foram as variaveis que mais influenciaram.

3.2. Tamanho

Os diametros médios das capsulas coacervadas ael@lbacuri variaram de
33,59 a 86,80 um (Tabela 2), caracterizando-as caneoocapsulas por possuirem
tamanho inferior a 500 pum (Favaro-Trindade et &@08). Os diametros das
microcapsulas formadas (10,00 a 90,00 um) foranebemtes aos observados por Nori
et al. (2011) na microencapsulacdo de extrato @eafis por coacervagcdo complexa.

A morfologia das microcdpsulas variou significathente (R0,05) em funcao

da temperatura e da velocidade de homogeneizag@&ooddpsulas mais homogéneas
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foram obtidas nas condi¢cbes de processo de 10rgatkeio, 60 °C e 18000 rpm de
velocidade de homogeneizagao (Figura 1A).

A velocidade de homogeneizacdo da emulsdo foi anpetro importante na
formacdo das microcapsulas, altas velocidades nendefornecer emulsées mais
estaveis, o que resulta em microcapsulas com esistctas morfolégicas uniformes
(Laine et al.,2011). No estudo, com a reducéo dacade de homogeneizacdo a
estrutura morfologica das microcapsulas ndo faiagfnente formada (Figura 1B) e
com a reducdo da temperatura de 60 para 40°C hfodsivel observar a formacgéo de

capsulas (Figura 1C).
i %

Figura 1. Microcapsulas coacervadas com oOleo de bacuri casdicbes de
coacervagao: (A) recheio 10 g, temperatura 60°focidade de homogeneizacdo 18000
rpm; (B) recheio 10 g, temperatura 60 °C, veloctddd homogeneizagdo 12000 rpm;

(C) recheio 10 g, temperatura 40 °C, velocidadkeairogeneizacado 18000 rpm.

O pH e o uso de diferentes polimeros influencianmmamanho das particulas

coacervadas. De acordo com Gorji et al. (2012) oipiiiencia na formacdo de
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microcapsulas por coacervacao complexa, os ineekirgs indicam que emulsdes com
pH menor que 4,15 favorecem a formacdo de microt@pdde menor tamanho. A
reducdo do pH causa intensa interagcdo eletroskticta as proteinas e polissacarideos
em meio aquoso e 0s polimeros apresentam-se cogascapostas, ligando-se
eletrostaticamente o que favorece a obtencdo deocdjosulas de menor tamanho
(Nakagawa & Nagao, 2012; Lv et al, 2013). Nestadzsto pH da emulsé&o foi mantido
constante (4,0), o que possibilitou a obtengéo ieocapsulas na maioria dos ensaios

realizados. Além de afetar no tamanho, o pH tampéde influenciar no rendimento

das microcépsulas (Wang et al., 2014).

3.3. Superficie de Resposta

Os parametros de processo de microencapsulaca@esg@eificos, assim, o
rendimento e a eficiéncia da microencapsulacéo rpodariar, pois ambos séo
influenciados pela composicao quimica e viscosiadeacheio (6leo) (Jun-Xia et al.,
2011, Cheng et al., 2010; Wieland-Berghausen g2@02). Para avaliar os efeitos do
recheio, da temperatura e da velocidade de homazgede na eficiéncia (Figura 2), se
consideraram as condi¢cbes de processo do ensdi® § 60 °C e 18000 rpm) por
apresentar microcdpsulas com morfologia mais bdimidie que as do ensaio 6.

A Figura 2A mostra os efeitos da quantidade deeaieck da velocidade de
homogeneizagéo na eficiéncia da microencapsulaé@c®@. O aumento da quantidade
de recheio so teve efeito quando se aumentou aigatite de homogeneizagéo (Figura
2), esse fato pode ter ocorrido devido a grandentglaale de 6leo, mostrando que a

agitacéo favorece a superficie de contato entteamados polimeros encapsulantes.
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Figura 2. Eficiéncia na formacao de microcapsulas do Ole@alpa de bacuri. A)

recheio vs velocidade a 60 °C; B) recheio vs teaipest em 18000 rpm; C) temperatura

vs velocidade com 10 g.
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A influéncia do recheio e da temperatura, na foéoagde microcapsulas
coacervadas a 18000 rpm, € observada na FigurA 2Bciéncia da encapsulacéo foi

maior com o0 aumento do recheio, independente dpeetura.

A Figura 2C mostra a influéncia da temperatura e védocidade de
homogeneizacdo na encapsulacdo de 10 g de Odlecadei.bObserva-se maior
eficiéncia com o aumento da temperatura e da \dddei de homogeneizacao, o que
pode ser justificado pela alteracédo da viscosidiadéleo e maior fluidez. A reducédo da
viscosidade, com o aumento da temperatura, tambiéab$ervado por Grangeiro et al.
(2007), os autores atribuiram esse fato ao auméasodistancias intermoleculares

provocadas pelo aquecimento.

Aparentemente quanto menor a viscosidade do 6lgor marendimento de
microcapsulas formadas, possivelmente pelo maistoda@mento das particulas do
fluido, o que permite distribuicdo mais homogénea garticulas de 0Oleo e maior
disponibilidade do reticulado. A influéncia da \dswade do oOleo na
microencapsulacdo foi apresentada por Prata e aralddwres (2006), no estudo de
microcapsulas produzidas por coacervacdo complexetd oleos (vetiver, améndoas e
0 Oleo mineral) com viscosidades diferentes, osrastobtiveram maior eficiéncia de

encapsulacao (91,8%) para o 6leo menos viscoso déleetiver).

3.4. Compostos bioativos e atividade antioxidante

O teor de carotenoides nas microcapsulas vario 99 a 166,40 ug/g de
microcapsula em massa seca (Tabela 3). O contegldardtendides no 6leo bruto de
bacuri foi de 394,84 ug/g de Oleo (massa seca).peAda de carotenoides nas
microcapsulas pode ser atribuida a exposicao daetaxigénio durante a formacao da

emulsdo, em funcdo da velocidade de homogeneizacgae pode ter provocado a
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oxidacao deste biocompositéntretanto, os ensaios 2 (10 g 40 °C 12000 rpm{1€ §

40 °C 18000 rpm) apresentaram retencao de 42,13B8/66%, respectivamente.

Tabela 3 Carotenoides totais, compostos fendlicos e attaedantioxidante (AA), das
microcapsulas do Oleo da polpa de bacuri obtidascpacervacdo complexa, em

diferentes condi¢cbes de processo.

Carotenoides (ug Compostos AA (UM
Ensaio /g microcapsula*)| fendlicos (mg trolox/g
GAE/g microcapsula*)
microcapsula*)
1 (5 g 40 °C 12000 rpm) 8454 6,16 41,44
2 (10 g 40 °C 12000 rpm) 16640 6,87 70,45
3 (5 g 60 °C 12000 rpm) 59,90 8,33 77,30
4 (10 g 60 °C 12000 rpm) 3258 3,17 7,7G
5 (5 g 40 °C 18000 rpm) 1929 3,80 44,54
6 (10 g 40 °C 18000 rpm) 140779 11,14 114,94
7 (5 g 60 °C 18000 rpm) 6783 9,3d 37,97
8 (10 g 60 °C 18000 rpm) 7790 15,16 159,54
9 (7,5 g 50 °C 18000 rpm) 78172 12,44 46,63

*Valores médios dos ensaios realizados em triglicMédias seguidas de letras

diferentes na mesma coluna diferem estatisticanpatteteste de Tukey (P<0,05).

A principal causa de perda ou destruicdo de cavates durante o
processamento € a oxidacdo (Rodriguez-Amaya, 2&L8ggradacao de carotenoides
por oxidacdo também foi observada por Castelo Br&i€orres (2011).

No que se refere aos compostos fendlicos, o éldmderi apresentou (20,73 mg
EAG/g de oleo bruto. Rufino et al. (2010) na potfgabacuriin natura, quantificou
13,65 mg EAG/g de polpa, valor inferior ao encadraneste estudo. O teor de
compostos fendlicos encontrado no 6leo de améntlmasitras espécies mostra que o

bacuri apresenta valores maiores, para a castaml@tth Couepia edulisPrance),
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Costa-Singh et al. (2012) obtiveram 2,02 mg GAE/@kEo. No dleo extraido da pecan
(Carya illinoensisWwang.), Alasalvar & Shahidi (2009), reportaram80ig GAE/g de
0leo. Contudo, a quantidade de carotenoides no&les microcapsulas foi maior em
relacdo aos compostos fendlicos, o que pode sdifigado pela caracteristica
hidrofilica dos compostos fendlicos. Essa hidrofiihde pode dificultar a sua
determinacdo em oOleos, diferentemente dos caralesiogue fazem parte das fracdes
lipofilicas (Castelo-Branco & Torres, 2011). Embareaioria dos compostos fendlicos
sejam hidrossoluveis e estejam ligados aos agUeatisgroteinas, os tocoferois sédo os
compostos fendlicos encontrados, principalmentesementes oleaginosas (Shahidi et
al., 1992).

A maior retencdo de compostos fendlicos nas mipsadas foi observada nos
ensaios 6 (10 g 40 °C 18000 rpm), 8 (10 g 60 °@MA8Pm) e 9 (7,5 g 50 °C 15000
rpm), com 53,74%, 60,00% e 73,13%, respectivamerfie.velocidade de
homogeneizacdo ndo exerceu influéncia na reterqmd@m, a quantidade de Oleo
inserida no processo foi significativa_(P<0,05)sN@aicrocapsulas obtidas a 40 °C com
10g de recheio (ensaio 6) o teor de carotenoidésmfaior (140,79 ug/g de
microcapsula) e a 60 °C (ensaio 8) os compostodlitfes (15,16 mg GAE/g de
microcapsula). Esses resultados demonstram quepetatura exerce maior influéncia
na quantidade de carotenoides do que em comp@stékcbs e, consequentemente, na
atividade antioxidante. O wuso de altas temperatupmgle fornecer maior
biodisponibilidade dos compostos fendélicos e deiragcarotenoides, pois ao utilizar
altas temperaturas ocorre ruptura das célulaseealfio desses compostos. (Raupp et
al., 2011; Re et al., 2002).

Os valores da atividade antioxidante pelo métodoT®B em diferentes

condicdes (quantidade de recheio, temperaturaceidede de homogeneizacéo) variou
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entre 7,7 e 159,54 uM trolox /g de massa seca deadipsulas (Tabela 3). Nos ensaios
6 (10 g 40 °C 18000 rpm) e 8 (10 g 60 °C 18000 mpjvidade antioxidante foi maior

as demais, o resultado da atividade antioxidartiEanalto potencial antiradicalar das
microcapsulas do 6leo de bacuri, demonstrando @ridpcia bioativa dessa espécie

nativa do cerrado brasileiro.

3.5. Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 3 mostra as micrografias obtidas por nsicopia eletronica de
varredura das microcapsulas do ensaib06g 40 °C 18000 rpm) e 8 (10 g 60 °C 18000
rpm). Pelas imagens € possivel observar a fornea@@mdada das microcdpsulas como
evidenciado na analise de microscopia Gtica, bemoca@ resisténcia das mesmas ao
tratamento térmico empregado no preparo das arsqsdra realizacdo das analises. As
imagens demonstram que as particulas ndo se agmegarantendo sua formulacao
original, isso pode ter colaborado no maior teor adenpostos fendlicos dessas
formulagbes quando estes foram analisados, bem oommaior teor de carotenoides
observado pelo ensaio 6 (Figura 3 a e b). Nao faraservadas rachaduras, o que é um
bom indicativo de que o recheio foi protegido, geadsim, os resultados sugerem que
as condicdes de processo do ensaio 6 e 8 podeeiantikzadas para a producdo de
microcapsulas, desde que as caracteristicas doiahd recheio sejam semelhantes as

utilizadas neste estudo.

34



[} O
I EHT=10.80 KV LRAC /FEQ
Mag= 2.50 K X 1 Probe= 50 pA D= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP

EHT=10.066 kV . LRAC/FEQ
Mag= 2.58 K X I Probe= 50 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP

EHT=10.00 KV LRAC/FEQ . .
Mag- 2.50 K X 1 Probe= 58 pA  WD- 25 mm  Detector- SEL UNICANP EHT=10.00 kU LRAC/FEQ

Mag= 2.50 K X 1 Probe= 50 pA Wh= 25 mm Detector= SE1 UNICAMP

C D

Figura 3. Micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica déarredura das
microcapsulas coacervadas em magnitudes de 2.51&x8 Aensaio 6 (10 g 40 °C 18000

rpm), C e D, ensaio 8 (10 g 60 °C 18000 rpm) .

Concluséao

A microencapsulacdo por coacervacdo complexa ded#ebacuri com maior
rendimento (82,55%) e eficiéncia (70,72%) foi oatidom 10g de recheio, nas
condi¢cOes de temperatura e velocidade de homogeadeizde 60 °C e 18 000 rpm,
respectivamente. Nessas condigbes, as microcapapiesentaram 50,81 pum de
tamanho.

Quando compostos fendlicos e carotenoides foramliadea, melhor
desempenho foi observado nas microcapsulas obtidsscondicdes de 10 g 40 °C
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18000 rpm. Os carotenoides foram os compostos ivisatjue predominaram nas
microcapsulas, apresentando retencdo de 42,46%ekagéo ao Oleo bruto, e alto
potencial antiradicalar. A microscopia eletronida varredura mostrou a forma
arredondada das particulas analisadas, bem costalilidade das mesmas, o que pode

ter contribuido para os valores encontrados paafesmulacao.
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RESUMO

7

Attalea phalerataMart. € uma palmeira da familia d#secaceae O seu fruto,
conhecido como bacuri, possui atividade antioxiglaobm destaque aos carotenoides e
compostos fendlicos que sdo degradados pela oxidaamicroencapsulacdo por
coacervagdo complexa € uma técnica que minimizaefsito, pois o 6leo é revestido
por agentes encapsulantes permitindo a retenc@ordpostos bioativos presentes. Os
objetivos do presente trabalho foram determinativddade antioxidante, os teores de
carotenoides e compostos fendlicos no 6leo da paddphacuri, obter microcapsulas
umidas e liofilizadas do o6leo, bem como avaliar atepcial anti-inflamatério e
diurético. Durante a etapa de microencapsulacadwehauretencdo de 32,89% dos
carotenoides e apos a liofilizacdo retencdo de726,6A administracdo oral de 1000
mg/kg do 6leo, da microcapsula Uumida e liofilizadianinuiu significativamente a
formacdo de edema de pata apos 0,5 e 1 h da inpg&marragenina. Entretanto,
somente a administracao oral de microcapsula Urediaziu 0 edema nos tempos de 2
e 4 h apls a carragenina. Além disso, no modeldaleisia, a administracdo oral de
1000 mg/kg do Oleo, microcapsula umida e liofilaadiminuiu significativamente a
migracdo de leucdcitos para a cavidade pleural. aWdicdo diurética, foi verificado
que a administracéo oral de 1000 mg/kg do Oleanidaocapsula umida ou liofilizada
nao apresentaram eficacia em aumentar a excrecaonaeou de eletrolitos. Assim, o
presente estudo mostrou que o 6leo € um agenténBiamnatorio natural, mas sem
atividade diurética. As alteracfes tecnoldgicas@eéseo, principalmente da formulacéo
umida, parecem prolongar a atividade anti-inflamatprovavelmente por aumentar a
biodisponibilidade do(s) composto(s) ativos presgnt Os resultados nos levam a
concluir que a microencapsulacdo proporciona um eaton da estabilidade e

preservacdo dos componentes ativos.
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Palavras-chave: Attalea phalerata Mart., inflamagdo, microencapsulacao,

biodisponibilidade.

Introducao

O processo inflamatério representa a primeira lidbaresposta de defesa do
organismo a patdgenos ou a estimulos nocivos bairido para a protecao e reparo do
organismo. A migracdo de leucdcitos, principalraems neutréfilos, para o local de
lesdo contribui para a producdo e liberacdo decin@s e quimiocianas que
acompanham o processo inflamatorio e que regulemeracao célula-célula (Wright et
al., 2014).

Tratamento de doencas inflamatorias se baseia andgmparte a interromper a
sintese ou a acdo de mediadores que impulsionaspasta do hospedeiro a leséo.
Anti-inflamatérios néo-esteréides, esterdides é-l@ataminicos, por exemplo, foram
desenvolvidos nesta base. Embora tais inibidorasféenecido o principal tratamento
para a asma e artropatias inflamatorias, a utdiaag limitada por conta dos efeitos

adversos desse farmacos (Gilroy et al., 2004)

Dentre as plantas promissoras como agente ardiiafiorio natural estéttalea
phalerata Mart. (Arecaceae), conhecida popularmente como utifacé facilmente
encontrada no Cerrado e na América do Sul, ap@esaasocarpo (polpa) e sementes
comestiveis (améndoa) (Corréa et al., 2012). Dedaccom Hiane (2003), a coloracdo
amarelo-alarajando se refere a presenca de caiidsnona polpa, principalmente de

beta-caroteno, alfa-caroteno, luteina, zeaxantlitmpeno. Estudos cientificos mostram
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que os carotenoides apresentam acgao antioxidamt&gpndo o organismo de danos
celulares provocados pelo estresse oxidativo (SMaves, 2001; Rodriguez-Amaya,
2010), além de auxiliar na eficiéncia do sistemariene na prevencdo de doencas
cronicas (Hiane, 2003; Choo et al, 2010; Rodrigem’ya, 2010).

A atividade farmacoldgica dos carotenoides em wiem sendo estudada, e ja
pode ser observada por Batista et al (2010) nandigéo do processo inflamatorio
local caracterizado pela formacdo de edema tecmlushdo utilizado o éleo de pequi
(Caryocar cariaceunWittm) no processo de cicatrizacao de ferida cwtéema ratos.
Por outro lado, Lescano & Sanjinez-Argandoiia (2048)ficaram a atividade anti-
edematogénica de microcapsulas de 6leo de boc#Asmcomia aculeata(Jacq.)
Lodd.), por meio de modelos experimentais de peure edema de pata em ratos.
Contudo, at¢é o momento ndo foram encontrados seletentificos sobre a acgéo
farmacoldgica do 6leo de bacuri.

Outro ponto importante sdo limitacdes em relacdoesdabilidade dos
carotenoides bioativos que podem ser observadas) c@ oxidacao e degradacgao pelo
calor desses compostos (Liu et al.,, 2012). Na tigatale tornar compostos mais
biodisponiveis e consequentemente minimizar suaradagdo, desenvolveram-se
tecnologias como a microencapsulacdo por coacevyvegiplexa (Kralovec et al.,
2012).

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabsdlo quantificar carotenoides
e compostos fendlicos do 6leo e microcapsulaéttidea phalerataviart., avaliar sua
acdo antioxidante por ABTSe analisar a atividade anti-inflamatoria e diwatem

modelos experimentais em ratos.
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Material e Métodos

Material

Frutos deAttalea phalerataMart. foram coletados no Hotel Cabanas do
municipio de Bonito — MS, longitude, 21 ° 10 '19 ®S, latitude 056 ° 26 '58 0,0,
altitude 6 m e selecionados no estadio de maturagdniro, definido pela cor amarela.

O 6leo doAttalea phaleratavart. foi obtido por extracdo sélido-liquido com
solvente hexano P.A. (Vetec), na proporcdo de uante mle polpa desidratada em po
para 3 partes de solvente 1:3 (p/v) sob continitac@®p (150 rpm) durante 7 dias em
temperatura ambiente. O produto foi filtrado e ¢vesate removido em evaporador
rotativo IKA (modelo RV 0,5 basic), sob pressdoumda a 50°C.

As microcapsulas de 6leo de bacuri foram prepanadiasoacervacdo complexa
em meio aquoso de acordo com Lima et al. (2014). gfeparada a emulséo
misturando-se 10 g de Oleo de bacuri ch@® mL de solucdo de gelatina (2,5%)
previamente aquecida e hidratada a 66 o auxilio de um homogeneizador ultra-
turrax a velocidade constante de 18000 rpm durhmten. Logo,foi incorporado 100
mL de goma arabica hidratada (2,5%) e agua desidaif400 mL). Em seguida foi
corrigido o pH com &cido cloridrico (0,1 M) parat&ba emulsdo com pH 4.0.
Finalmente, o material foi gradualmente resfriado leanho de gelo até alcancar a
temperatura de 10 °C. ApGs o resfriamento o matii@armazenado a temperatura de
— 18°C.

A-carragenina, solucdo salina tamponada com fosfB®S), reagente de
Bradford e dexametasona foram adquiridos da SigidaeACo. ® LLC (St. Louis,

MO, EUA).
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Liofilizac&o

Microcapsulas previamente congeladas a -18 °C fticdilizadas a temperatura
— 50 °C em liofilizador (Modelo: Savant Micromodalg Marca: Thermo Sciencitific)
acoplado a bomba de vacuo (Modelo: PLV 200 Bombaateio e Marca: Thermo

Sciencitific) até remogdo completa da agua e fo&male microcdpsulas em po.

Compostos fendlicos

Inicialmente foi preparado um extrato a partir ded2 6leo/microcapsulas de
bacuri misturados com 50 ml de acetona (95%), ¢ritegadas a 15000 rpm por 15
min. O sobrenadante do material centrifugado fonsaterado o extrato. Para a
quantificacdo dos compostos fendlicos, uma aliqdet@,5 ml do extrato foi misturada
com 0,45 ml de 4gua destilada, 2,5 ml de soluc@osagdo reagente Folin-Ciocalteau
(10%) e 2,0 ml de carbonato de sodio (7,5%). A umésfoi incubada por 5 min em
banho-maria a 50 °C e, apés resfriamento (25 °@hsarbancia foi medida a 760 nm
(espectrofotbmetro Biospectro), usando-se agudlatisicomo referéncia (branco). Os
compostos fendlicos foram determinados por integ@m das absorbancias das
amostras contra uma curva de calibracdo constrddasolucdo de acido galico em
diferentes concentracdes. Os resultados foram ssggseem mg de EAG (equivalentes

de &cido galico) g de extrato. Cada determinaca@#ftizada em triplicata.

Carotenoides

A extracdo de carotenoides constituiu na maceragi@,5g de amostra em
almofariz com auxilio de celite e acetona (10 &g, completa extracdo do pigmento.
Apos a extracdo, a mistura foi filtrada a vacuocaedferida para um funil de separagéo

contendo 40 ml de éter de petréleo. Procedeu-sem@gdo da acetona com agua
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destilada. O extrato (éter de petréleo + pigmenfos)transferido para um baldo
volumétrico (50 ml) completando-se o volume conr ée petréleo. Absorbancia do
extrato foi lida a 450 nm em espectrofotbmetro maiospectro), éter de petroleo foi
utilizado como branco (Rodriguez-Amaya, 2010). Ohteddo de carotenoides foi
calculado pela Equacéo:

AXD x10*

e xm(g) M

C(ug/9) =

Onde,A € a absorbancia (nm), D é a diluicdo (md)éeo fator dgi—caroteno em

éter de petréleo (2592) e m é a amostra seca (Q).

Atividade antioxidante pelo método ABTSe+

Os extratos foram preparados a partir das microd@p$5 g) com solvente (50
ml) na proporgéao de 1:10 (m/v). A extracao foi immda com metanol 50% (solvente)
apos repouso do material por 60 min, logo o mat&iaentrifugado(4000 rpm) por 15
min e 0 sobrenadante retirado. Ao sedimento fordiciacmado 40 ml de acetona (70%)
para realizar a segunda extracdo de acordo conoeegimento da 12 extracdo. Os
sobrenadantes das duas extragfes foram misturmdosferidos para um baldo (100
ml) e o volume completado com agua destilada.

O radical ABTS (2,2 AZINO BIS-3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonicid
diammoninum) foi formado pela reacdo de ABTE mM) com persulfato de potassio
(140 mM), a mistura reagiu por 16 h a temperatunbiante e na auséncia de luz,
obtendo-se a solucdo radicalar. Para as analiseslugdo radicalar foi diluida em
etanol até absorbancia de 0,70 (x 0,05). As abeoids foram medidas a 734 nm
(espectrofotbmetro Biospectro) ap6s 6 min da adigéoextrato. Uma curva de
calibracdo foi preparada a partir de solucdes étamsdéde Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametil chroman-2-acido carboxilico) nas coneaidtes de 100; 500; 1000; 1500 e
2000uM (Rufino et al., 2010).0s resultados forampressos em mM de Trolox/g de

amostra. Cada determinacéo foi realiza em trigicat

Animais

Para os testes anti-inflamatérios foram utilizadasiundongo$Swiss(20 a 25
g) machos (n = 5 por grupo) e para a avaliagacetioar foram utilizado ratogVistar
machos (200 a 250 g). Os animais foram fornecidae piotério da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD). Os animais fonamtidos em gaiolas coletivas
(5 animais por gaiola) sob temperatura controlé&fa#1 © C) e ciclo de luz (12 h
claro/escuro), tratados com agua e dieta comeadidibitum. O projeto foi aprovado

pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA/UF&ID o protoco de 021/2013.

Modelo edema de pata induzido pela carragenina

Os animais foram divididos em grupos experimenfaiss 5 animais/grupo),
com o grupo 1 (controle) que foi tratado por viala@om veiculo (1,0 ml/kg de soro
fisiologico a 0,9% de solucao salina). Diferentaggs de ratos receberam por via oral
0 Oleo bruto dé\. phalerata(300, 700 e 1000 mg/kg) ou microcapsulas de Gheinld e
liofilizada obtidos de A. phalerata Mart. (1000 naigsolvida em solugéo salina a 0,9%.
O grupo de controle positivo recebeu dexametasonma dose de 1 mg/kg por via
subcutanea. Apos 1 hora dos respectivos tratamenmsoanimais receberam na pata
posterior direita, 50 pL de solugéo salina a 0,%tendo 300 pg de carragenina. O
mesmo volume de solugéo salina foi administradopata esquerda. O edema foi
mensurado em ambas as patas com o auxilio de tisnpdenetro digital apés 0,5, 1, 2

e 4 h da aplicagéo de carragenina (Winter, eto#l2;1. Kassuya, et al, 2005; Formagio,
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Kassuya et al., 2013). A diferenca entre as patasxpresso em pL sendo considerado

como edema.

Modelo de pleurisia induzido pela carragenina

Os animais foram tratados via oral com o 6leo buad\. phalerata(1.000
mg/kg) e a formulagdo umida e liofilizada (1.000/rkg ) € 0 grupo controle positivo
recebeu 1 mg/kg de dexametasona via subcutdnea Apa hora a pleurisia foi
induzida por injecao de 0,25 mL de uma suspens&@amagenina (20Qg) na cavidade
intrapleural. A carragenina € diluida em solugdmaadamponada com fosfato (PBS,
pH=7.4) (Vinegar, et al., 1973). Quatro horas apdsducéo de pleurisia, 0s animais
foram eutanasiados com cetamina (100 mg/kg) e c¢laxmina (10 mg/kg) e o exsudado
inflamatdrio foi coletado através de um lavado deidade pleural com Tampado PBS.
Apés a coleta do material foi realizado deslocameetvical dos animais. Do lavado
obtido, uma aliquota de 5@ foi diluida em solucdo de Turk (01:20) e usadeapa

determinar o nimero total de leucécitos em camanfdaelibauer.

Modelo de diurese

Na avaliacdo da atividade diurética rawéstar machos foram divididos 5
grupos (n=5), no grupo |, grupo Il e lll, foram admtradas as doses de 300, 700 e
1000 mg/Kg de éleo de bacuri, respectivamente. @paiV recebeu solucdo salina
0,9% e o grupo V recebeu furosemida 25 mg/Kg. iRaalse a avaliacdo da diurese de
acordo com a metodologia de KAd# al, (1984). Os ratos foram mantidos em gaiolas
metabdlicas por um periodo de adaptacdo de 6 hoseguidas 12 horas de jejum. No
inicio dos experimentos 0s animais receberam uinesarga de solugéo salina (NaCl

0,9%) a 5% do peso de cada animal. Quarenta e pimugtos apds a administracao da
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sobrecarga, os diferentes grupos foram tratadosasonespectivos tratamentos, grupo
controle positivo (grupo V) recebeu a furosemidantmle negativo (grupo IV) a
solucao salina e os grupos |, 1l e 1l receberardases de 300, 700 e 1000 mg/kg. Apos
realizada todas as administragfes o volume dagi@narinaria foi avaliado durante 8
horas, em diferentes tempos, sendo eles de 14h2bh, e 8h a partir da administracéo

dos tratamentos.

Andlise estatistica

Os valores sé@o expressos como média * erro padra@@dia (SEM). Andlise de
variancia foi realizada pela ANOVA seguido peladede Student-Newman-Keuls, foi
avaliada as possiveis diferencas entre os grupssdif&rencas foram consideradas

significativamente em p <0,05.

Resultados e Discusséo

Os valores obtidos (Tabela 1) mostraram que hoadegdo dos compostos
bioativos e da atividade antioxidante com o pra@ento. O teor de carotenoides do
Oleo (236,88 pg de carotenoides/g de amostra rm) ébeluziu com o0s processos de
microencapsulacdo e liofilizacdo, mantendo retengi® 32,89% e 25,67%,
respectivamente. Os carotenoides sdo sensiveis xagEnmw, luz e calor por
apresentarem ligacbes duplas conjugadas (Gonnetalg2010), durante a
microencapsulacdo, o processo é conduzido a 60%C irsensa agitacdo com
consequente incorporacdo de oxigénio, o que jcatii degradacdo dos mesmos.
Durante a liofilizacdo, também houve reducdo d®52b, nos carotenoides, porém o
conteudo de compostos fendlicos quantificados nasoapsulas umidas foi mantido

nas liofilizadas.
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Embora a liofilizacdo seja uma técnica de secagee melhor conserva
constituintes nutricionais e substancias bioatigagen & Kumar, 2012), além de
proporcionar maior tempo de estocagem, observau-degradacdo dos carotenoides
durante a liofilizagdo, que pode estar atribuidaxposi¢cdo a luz durante o processo,
pois a torre do equipamento é transparente e oaetadiofilizacdo foi de 48 horas,
outro fator que possa ter contribuido para a degé&wé a formacao de grandes cristais
de gelo devido a baixa taxa de congelamente na etagerior a liofilizacdo. Esses
cristais podem ter influenciado no tamanho dos $awados durante a secagem
subsequente, o que explica a diminuicdo dos caviotes apods a liofilizacdo, sendo que
com o aumento da porosidade das microcapsulaseoo@ior exposi¢cdo do material
encapsulado e consequentemente a diminuicdo delmimtle carotenoides e atividade
antioxidante.

Os compostos fendlicos sofreram reducao de 20,78@&Ig de amostra no 6leo
bruto para 15,16 mgAG/g de amostra nas microcépsuiadas e 15,99 mgAG/g de
amostra nas microcapsulas liofilizadas, tendo meeducdo quando comparados aos
carotenoides, sendo isso devido ao fato que algpmgostos fendlicos podem se tornar
mais biodisponiveis quando expostos a temperatleamdas (Raupp et al., 2011). A
atividade antioxidante sofreu reducdo apoOs a iliafffio, possivelmente alguns
compostos hidrofilicos que possam exercer atividaddgioxidante além dos
carotenoides e compostos fendlicos foram retirddioante a etapa de secagem.

O uso da carragenina vem sendo aplicado em divaredslos experimentais de
inflamac&o, auxiliando no desenvolvimento de drogasi-inflamatorias, sendo o
modelo de edema de pata induzido pela carragenmimamodelo classico, tendo a
resposta inflamatéria medida pela formacgéo do ed&iha et al., 2010). O modelo de

edema induzido pela carragenina ¢ um modelo danaitdo aguda acompanhada de
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inducdo de ciclooxigenase (COX)-2, prostaglandi@asttase, aumento de citocinas
pro-inflamatérias e outros mediadores inflamatéfi®amad et al., 2001; Guay et al.,
2004, Song et al., 2009, Okine et al., 2012) em3atéras apds a injecado na pata do
animal. Os resultados do presente estudo demongftena injecao intraplantar
aumenta o edema na pata dos animais nos tempds B® 4 horas apos a injecao de
carragenina corroborando com os resultados mostraaloteratura.

A administracdo oral da dose de 1000 mg/kg, masdad doses de 300 ou de
700 mg/kg (resultados ndo mostrados), do Oleo bdeoA. phalerata reduziu
significativamente o edema nos tempos 0,5 e 1 hpis a injecdo de carragenina
(Figura 1). De forma semelhante a formulagdo Ilkdda produzida por
microencapsulacao por coervarcdo complexa do @ebd. gphaleratana dose de 1000
mg/kg. Entretanto a formulagcdo Umida produzidarpi@roencapsulacao por coervarcao
complexa do 6leo prolongou o efeito anti-edematmgeque foi verificado além dos
tempos 0,5 e 1 h também nos tempos 2 e 4 h aggsagenina (Figura 1).

As redugdes no tempo de 0,5 h foram de 42+16% qudodratamento com o
Oleo bruto, e de 95+9% e 83+4% quando do tratam@srtoas microcapsulas umidas e
liofilizadas, respectivamente (Fig 1A). No tempoldk as inibicdes das microcapsulas
Umidas foram mais significativas, sendo de 93 + @&ndo comparadas com as
microcapsulas liofilizadas 57 = 23% no tempo de(Hilp. 1B). De maneira similar, o
grupo tratado com dexametasona, anti-inflamatérie deferéncia reduziu
significativamente o edema, como esperado, umawez um efetivo anti-inflamatorio
esteroidal. Desta forma, demonstra-se que o Oleto bite A. phalerataapresenta
substancias que permanecem no organismo de fomitada e inibem o edema de

carragenina. Outro ponto importante é que a forgddaumida produzida por
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microencapsulacdo por coervargdo complexa desse alenenta o tempo de
permanéncia dos compostos bioativos.

Na pleurisia, a administracdo oral do éleo brutcAd@haleratae também de
microcapsulas umidas e liofilizadas, todos na dies&€000 mg / kg inibiu de maneira
significativa o processo inflamatorio, evidenciagela reducdo da migracdo de
leucdcitos para a cavidade pleural, com inibicdo98@®7 + 1% para o Oleo dé.
phaleratg de 89 + 1% para as microcapsulas umidas e 454t (3ra microcapsulas
liofilizadas, 4 horas apdés a administragcdo do agdiugistico (Fig 2). O modelo
experimental de pleurisia induzida por carrageméma a capacidade de representar os
principais eventos da inflamacdo aguda de mangi#as & que ocorre em humanos,
assim este modelo pode ser considerado muito retéciea investigacao de efeitos anti-
inflamatérios em substancias potenciais (Jantz don 2008). Muitos anti-
inflamatdrios esteroidais como a dexametasona epia®s a propriedade de causar a
inibicdo da migracdo de leucocitos. Dessa formanaestra-se que 0S compostos
presentes no 6leo bruto e também nas microcapshiiams deA. phalerataapresentam
uma acdo contra a migracdo de leucdcitos além dieedematagénica que foi
evidenciado no edema de pata.

No modelo de avaliagcdo da atividade diurética 0809l testados nao
apresentaram atividade em aumentar a excrecaondeour de alterar a composi¢cao dos
eletrolitos presentes. Dessa forma, o 6leo de ba@orapresenta potencial diurético.

Os resultados do presente estudo mostraram queoobdlito, microcapsulas
umidas e liofilizadas de bacuri foram capazes dezie os parametros de inflamacéo
quando administrados oralmente em ratos. Apos alizagdo deste trabalho,

demonstrou-se qu&. phalerataMart. é de fato promissora para o desenvolvimeeto
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fitoterapicos e como fonte de diversas substanciesessita-se de um estudo

fitoquimico mais aprofundado.
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Legendas

Tabela. 1 — Valores de compostos fendlicos, carotédes e atividade antioxidante
para o 6leo bruto, microcapsulas umidas e liofilizdas em condi¢des de 10g, 60 ° C

e 18 000 rpm agitacao.

Figura. 1 — Efeito da administracdo oral do 6leo lrto e microencapsulado no
edema de pata induzido por carragenina em ratos. Canimais receberam o 6leo de
A. phalerata bruto, microcapsulas Umidas e liofiliadas (1000 mg / kg), a
dexametasona (DEX - 1 mg / kg, sc) ou veiculo e a&@pol h, uma
injeccaointraplantar de carragenina (300 ug / rato) foi realizada. Apresenta-se a
inibicdo de resposta nos tempos de 0,5 h (a), depaoie 1 h (b), 2 h (c) e 6 h (d). As
barras expressam a média + SEM de 6-7 animais, emraparagdo com o veiculo
(V) vs grupo tratado. ** P <0,01, *** P <0,001, ANO/A de uma via seguida por

Student-Newman-Keuls.

Figura. 2 — Efeito da administracdo oral do 6leo hito e microencapsulado na
emigracao de leucocitos e extravasamento de plasinauzido por carragenina no
modelo de pleurisia em ratos. Os animais receberamoleo de A. phalerata bruto,
microcapsulas umidas e liofilizadas (1000 mg / kgdlexametasona (1 mg / kg, sub-
cutanea) ou veiculo e ap6s 1 h, injetou-se carregea (300 pg / rato), intrapleural.
O exsudato foi coletado 4 horas ap0s a injecdo daragenina. O total de leucécitos
que migraram, bem como, o extravasamento de plasmaduzido por Cg foi
analisado. As diferencas entre os grupos foram ansados por andlise de variancia
(one-way ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newmd&euls. Valores de p
<0,05 foram considerados significativos. * P <0,0%5* P <0,01, *** P <0,001.
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Tabelas

Tabela 1
Oleo bruto Microcapsula Microcapsula
Umida liofilizada
Carotenoides
, 236,88* 77,90* 60,80
(g de carotenoids/g de
amostra em base seca)
Compostos Fendlicos (m
P (Mg 50 73+ 15,16 15,99
AG/g de amostra em base
seca)
Atividade Antioxidante
- 159,54* 67,36
(UM de trolox/ g de
amostra)
*Lima, Sanjinez-Argandofia & Kassuya, 2014.
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4 hour after carrageenan
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Figura 2
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Capitulo IV

Conclusao Geral
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Considerando os objetivos propostos e os resultatdtidos neste trabalho,
conclui-se que:

A microencapsulacdo por coacervacdo complexa de de bacuri nas
condi¢des de processo de 10g de recheio (6leohpgude polimeros realizados a 60 °C
e homogeneizacgdo de 18 000 rpm, apresentou renirdemicrocapsulas formadas de
82,55% , com eficiéncia de encapsulacdo alta 2%0)7e tamanho de particulas
menores que 51 pum, considerando-se o processentdci

A coacervacdo complexa favoreceu a retencdo de6%2dos carotendides,
principais compostos biativos presentes no Olebaimiri e manteve o alto potencial
antiradicalar.

A acdo anti-inflamatoéria do 6leo microencapsuladodd e liofilizado de bacuri
foi verificada em ratos. A administracdo oral deode das microcapsulas inibiu de
maneira significativa o processo inflamatorio enerad de pata e pleura. O dleo
microencapsulado manteve a estabilidade do prim@pivo e apresentou acao anti-
edematogénica.

Por fim, conclui-se que é possivel microencapsolleo de bacuri utilizando o
método de coacervagdo complexa, uma vez que fdiro@uo que os compostos
bioativos sdo mantidos pelo recobrimento da gelatirgoma arabica, verificada pela

acao anti-inflamatoria, ap0s ingestao oral em ratos
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