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RESUMO

O dleo de buriti (Mauritia flexuosa) apresenta grande potencial funcional por
apresentar elevados teores de carotenoides, acido oleico e compostos fendlicos.
Entretanto, a lipossolubilidade e facil oxidacdo dos compostos bioativos limitam
a aplicacdo como ingrediente em alimentos. Com base nisso, 0 objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito isolado e conjugado de gelatina suina e
alginato de sodio na encapsulacéo do oleo de buriti, e 0 efeito na solubilidade e
potencial antimicrobiano. O 6leo vegetal foi fornecido pela empresa Plantus S.A.
e, foi submetido a caracterizacdo quimica (perfil de acidos graxos e compostos
fendlicos) e avaliacdo da atividade antimicrobiana. A encapsulacao foi realizada
pela técnica de emulsificacdo 6leo/agua, utilizando Tween 20 como tensoativo.
Os encapsulados obtidos foram caracterizados por MEV, FTIR, Difracdo a Laser,
Potencial Zeta, DRX, e eficiéncia de incorporacdo (%). Além disso, foram
avaliados quanto a solubilidade e potencial antimicrobiano comparado ao 6leo
bruto. O perfil de acidos graxos mostrou predominio de acido linoleico w-6
(53,36%) e acido palmitico (25,75%). O composto fendlico que apresentou maior
concentracéo foi a quercetina [20,53 (0,37) pg/g]. O estudo de caracterizacéo
mostrou que os encapsulados a base de gelatina (OGS) apresentaram formato
esférico, superficie lisa e pouca aglomeracao, comparado ao obtido por meio da
combinacéo de agentes encapsulantes (OAG). O FTIR indicou novas interacdes
quimicas presentes nos encapsulados devido a formacdo de novas bandas
vibracionais, principalmente para OGS que apresentou maior atenuacdo das
vibracBes presentes no 6leo bruto. As eficiéncias de encapsulacéo obtidas para
OGS e OAG foram, respectivamente, de 86,80% e 71,91% (p<0,05). Quanto a
solubilidade em &agua, OGS apresentou maior percentual [89,83 (2,59)%]
comparado a OAG [42,84 (2,21)%] e ao 6leo de buriti puro [3,91 (0,39)%]. Em
relacdo a inibicdo do crescimento (%) de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumonia, OGS preservou a atividade antimicrobiana do oOleo de buriti puro
(p>0,05). Portanto, a encapsulacdo do o6leo de buriti em gelatina foi uma
estratégia promissora para aumentar o potencial de utilizagdo do 6leo como
ingrediente em alimentos.

Palavras-Chaves: Acidos graxos; Compostos fendlicos; Emulsificacdo O/A;

Oleos vegetais.



ABSTRACT
Buriti oil (Mauritia flexuosa) presents great functional potential because it
presents high levels of carotenoids, oleic acid and phenolic compounds.
However, the liposolubility and oxidation of the bioactive compounds limit
application as an ingredient in food. Based on this, the objective of the present
study was to evaluate the isolated and conjugated effect of porcine gelatin and
sodium alginate on buriti oil encapsulation, and the effect on solubility and
antimicrobial potential. The vegetable oil was supplied by Plantus S.A. and was
submitted to chemical characterization (profile of fatty acids and phenolic
compounds) and evaluation of antimicrobial potential. The encapsulation was
performed by the oil/water emulsification technique, using Tween 20 as a
surfactant. The encapsulates obtained were characterized by MEV, FTIR, Laser
Diffraction, Zeta Potential, XRD, and incorporation efficiency (%). In addition, they
were evaluated for solubility and antimicrobial potential compared to crude oil.
The fatty acid profile showed predominance of linoleic acid (53.36%) and palmitic
acid (25.75%). The phenolic compound that presented the highest concentration
was quercetin (20.53 (0.37) pg/g). The characterization study showed that the
encapsulates based on gelatin (OGS) presented spherical shape, smooth surface
and low agglomeration, compared to that obtained through the combination of
encapsulating agents (OAG). The FTIR indicated new chemical interactions
present in the encapsulates due to the formation of new vibrational bands, mainly
for OGS that presented greater attenuation of the vibrations present in the crude
oil. The encapsulation efficiencies obtained for OGS and OAG were, respectively,
86.80% and 71.91% (p <0.05). In relation to water solubility, OGS had a higher
percentage [89.83 (2.59)%] than OAG [42.84 (2.21)%] and pure buriti oil [3.91
(0.39 )%]. Regarding the inhibition of growth (%) of Pseudomonas aeruginosa
and Klebsiella pneumonia, OGS preserved the antimicrobial activity of pure buriti
oil (p>0.05). Therefore, it can be concluded that the encapsulation of buriti oil in

gelatin was a promising strategy to increase the potential of buriti oil use in foods.

Key words: Emulsification O/W; Fatty acids; Phenolic compounds; Vegetable oils.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos vegetais sdo destinados na industria a elaboracdo de
diversos produtos, como margarinas, maioneses, cremes vegetais, a fim de
contribuir na cremosidade e sabor desses produtos.t?

Oleos da regido Amazonica, por outro lado, tém sido investigados
pelas propriedades fisico-quimicas de seus constituintes que os promovem a
aplicacdes com fins comerciais ndo somente na area de alimentos, como
também na cosmética e/ou farmacéutica.*

Dentre esses 6leos pesquisados, o 6leo de buriti € um deles, cujo
fruto, o buriti, € oriundo do buritizeiro (Mauritia flexuosa), uma palmeira nativa da
Regido Amazdnica, que pode ser inclusive, encontrada no Cerrado, Regides
Nordeste, Centro-Sul do Brasil, sazonalmente; e, em toda a América do Sul.*®°

Este fruto é conhecido por sua polpa de forte coloracdo amarelo-
alaranjado, da qual é extraido o 6leo com alta e predominante concentracdo de
carotenoides, principalmente de B-caroteno, a-caroteno e zeaxantina.® Além
disso, este 6leo se destaca pelas caracteristicas antioxidantes e pelo alto teor de
acido graxo oleico, o qual, o classifica como um éleo monoinsaturado.*"8

Esses compostos bioativos presentes no 6leo de buriti, por sua vez,
promovem a este produto uma importante capacidade antioxidante, associando
seu consumo a potenciais propriedades antioxidantes, com consequente apelo
mercadolégico em alimentos.>1°% Além disso, estudos mostram o potencial em
relacdo ao uso deste 6leo como vermifugo e antimicrobiano.1t12.13

A dificuldade de dispersdo em agua dos O6leos, os sabores
indesejaveis e a instabilidade de alguns compostos bioativos, frente a exposicao
de fatores ambientais, dificultam a aplicacao dos 6leos vegetais, como o de buriti,
em alimentos. Para reverter esta problematica, a utilizacdo da encapsulacdo
para proteger os 6leos contra a oxidacdo lipidica e controlar a liberacdo de
substancias bioativas, como o0s carotenoides e compostos fendlicos, é de
interesse crescente.41516

A utilizagdo do alginato de sodio e gelatina suina como agentes
encapsulantes nesta tecnologia, por sua vez, tem sido citada por autores, frente
ao baixo custo e por serem biodegradaveis, biocompativeis e atoxicos,

caracteristicas favoraveis a aplicacéo em alimentos.1”:18
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Além disso, estudos que obtiveram micro e nanoencapsulados a base
de Oleos vegetais, mostraram resultados promissores na aceitabilidade em
relacdo aos aspectos sensoriais, na estabilidade oxidativa dos acidos graxos
essenciais, bem como na protecdo de compostos fendlicos presentes nos
6leos.19:20

Esta técnica aplicada a tecnologia dos alimentos € uma conquista
tecnologica de grande valia ao permitir a utilizacdo desses e outros produtos
como ingredientes alternativos em matrizes alimentares.>162

Com base nisso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
isolado e conjugado da gelatina suina e alginato de sodio na encapsulacao de
Oleo de buriti, visando produzir um insumo capaz de preservar as propriedades

do dleo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar o 6leo de buriti encapsulado em diferentes

agentes encapsulantes, e avaliar a solubilidade e o potencial antimicrobiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os acidos graxos do 6leo de buriti.

e Quantificar o teor de compostos fendlicos presentes no 6leo de buriti.

e Promover a encapsulacdo do 6leo de buriti, utilizando gelatina suina,
alginato, e a combinacdo destes como agentes encapsulantes.

e Caracterizar as particulas obtidas por métodos fisicos e quimicos.

e Determinar a eficiéncia de incorporacao do 6leo nas particulas obtidas.

e Avaliar a solubilidade do 6leo de buriti na forma bruta e encapsulada.

e Determinar a atividade antimicrobiana no 6leo de buriti na forma bruta

e encapsulada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 BURITI (Mauritia flexuosa)

O buriti da espécie Mauritia flexuosa € um fruto proveniente do
buritizeiro, uma palmeira nativa do Brasil e pode ser localizada em todo o Sul da
América. A palmeira pertence a familia das Arecaceaes, sendo encontrada em
matas de terra firme, matas inundadas, ambientes degradados e planicies
Umidas a beira de rios.*52?

Suas palmeiras estdo presentes em maior propor¢cao na regiao
Amazonica, porém devido ao seu grande mecanismo de dispersdo, podem ser
encontrados sazonalmente inclusive em alguns Estados do Nordeste, podendo
variar a composicao das partes do fruto e rendimento médio da polpa e de seus
subprodutos, como o 6leo.?223:24

Atualmente, o buritizeiro fornece materiais para uma variedade de
aplicacdes que abrangem desde produtos cosméticos, medicinais, artesanais a
alimenticios a populagdo regional.?32526 Dentre os produtos alimenticios
derivados do buriti destacam-se sucos, licores, sorvetes, vinhos, doces e 6leos,
atrativos pela forte coloracédo alaranjada.?®

O dleo de buriti, por sua vez, pode ser obtido exclusivamente a partir
da polpa do fruto e/ou da polpa juntamente com as cascas, resultando em um
produto de coloracdo vermelho-alaranjada (Figura 1).4?* Segundo Carvalho e
colaboradores9 ele pode ser obtido por diferentes métodos de extracdo
considerados convencionais, capazes de influenciar nas caracteristicas do
produto. Por possuir uma aplicacdo ampla e variada, esse 6leo vegetal tornou-
se de grande interesse nas industrias de cosméticos e de produtos alimenticios,

devido a sua composicdo quimica.*?3
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Figura 1. Fruto e Oleo de buriti. Fonte:
http://www.dicasdouro.com/2016/06/beneficios-do-oleo-de-buriti.html Disponivel
em: 18.03.18

3.2 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE BURITI

O valor nutricional de 6leos vegetais como o de buriti pode variar
conforme a sua composi¢do quimica.® Autores afirmam que fatores como
sazonalidade, estacdo do ano, clima, area geografica, composi¢ao do solo, além
das condi¢des de producdo, forma de colheita da matéria-prima, tipo de extracéo
e armazenamento sdo capazes de influenciar no produto final.?’

O grau de estabilidade do produto, caracteristicas sensoriais e
concentracfes dos constituintes quimicos dos 6leos, como &cidos graxos,
substancias bioativas, sdo exemplos de resultados que podem ser influenciados

nas condicGes em que as matérias-primas estdo expostas.?”:2829

3.2.1 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo compostos organicos do tipo tetraterpenoides,
por possuirem oito unidades de isopreno totalizando 40 atomos na cadeia.® Sdo
pigmentos naturais com alto poder antioxidante e/ou atividade pro-vitamina A,
também responsaveis pelas coloracbes amarela, laranja e vermelha de varios
vegetais, fontes destes pigmentos.2®

Esta propriedade marcante nos carotenoides € em consequéncia de
uma distinta caracteristica em suas estruturas, que consistem em um extenso
sistema de duplas ligacdes conjugadas trans entre os atomos de carbono,

proporcionando-lhes a capacidade croméfora - Figura 2.3°
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Figura 2. Estruturas quimicas dos grupos de carotenoides. Fonte: Rodrigues-
Amaya (1997).

O grande numero de duplas ligacdes conjugadas torna estes
pigmentos com alta reatividade, de facil oxidacdo e isomerizacdo, com
consequente alteracdo na coloracdo do produto e, até mesmo, a destruicdo
destes antioxidantes no alimento.3%:3233

O 6leo de buriti (Mauritia flexuosa), por sua vez é reconhecido como
uma das fontes brasileiras mais ricas de carotenoides; dentre os carotenos estéo
0 B-caroteno e a-caroteno e, dentre as xantofilas esta a zeaxantina como 0s
principais componentes. 2634

O teor de B-caroteno pode chegar a 90% da composicdo total dos
carotenoides presentes no 6leo de buriti, sendo encontradas concentracdes de
20 pg/g a 110,46 ug/g.26-32

Godoy e colaboradores®* obtiveram concentragdes de até 446 pg/g de
carotenoides totais, dos quais 364 pg/g corresponderam ao S-caroteno, com
maior concentracdo na casca que na polpa do fruto.®>3¢ Por estar presente em
uma matriz oleosa, a biodisponibilidade pode ser aumentada no organismo.3’
Entretanto, como o buriti € uma matéria-prima de origem vegetal, a composi¢cao
pode variar especialmente em fungéo da safra, local de producao, condi¢gbes de

crescimento da palmeira e maturacéo do fruto.*38
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3.2.2 ACIDOS GRAXOS

O buriti além de possuir uma polpa com coloracdo laranja tem
caracteristica oleosa, representado pelo teor de lipidios totais, segundo maior
componente do fruto.3°

O principal 4cido graxo encontrado no 6leo de buriti € o0 oleico com
concentragfes acima de 70%, um monoinsaturado pertencente a familia do
dmega-9, com beneficios a salide humana quando consumido.323.40

Manh&es®®, ao comparar o 6leo de buriti ao azeite de oliva e 6leo de
canola, observou que além do teor de acido oleico acima dos demais, a
concentracdo do acido linolénico (w-3) foi superior comparada ao azeite de oliva.
No estudo realizado por Albuquerque® com 6leo de buriti, também foram
observadas elevadas concentracdes do acido linolénico (2,2%) e de linoleico
(2,4-3,9%).

Os &cidos graxos poli-insaturados das familias 6mega-3 e 6mega-6
sao essenciais ao organismo, apresentando diversos beneficios como atividade

anti-inflamatéria e anti-agregacéo e anti-plaquetaria.*!

3.2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenodlicos sdo substancias de ampla distribuicéo,
complexidade e variada estrutura quimica. Nos vegetais, eles podem ser
metabdlitos secundarios, associados a estratégia de defesa das plantas.#?

Esses compostos atuam como potenciais antioxidantes, ao impedir a
oxidacao de constituintes ingredientes da matriz vegetal, em especial de lipidios
nos 6leos vegetais. Tal acdo ocorre por meio da capacidade de doacédo de
hidrogénio ou de elétrons destes compostos estabilizando os radicais livres ao
inibir a cadeia de iniciacdo - ou interrompendo a cadeia de propagacédo das
reacdes oxidativas promovidas por estas substancias instaveis.*344

Os compostos fendlicos apresentam, em sua estrutura, varios grupos
benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas.*
Dentre as classes, estdao os flavonoides, que compreendem um grupo de
compostos fenolicos amplamente distribuidos nas frutas e nas hortalicas,

apresentando-se sob muitas formas como flavondis, flavonas, flavanonas,
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catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas.*®

Na classe dos néo-flavondides estdo os derivados dos acidos
hidroxicindmico e hidroxibenzdico. A atividade antioxidante esta relacionada com
a posicao dos grupos hidroxilas (OH") e também com a proximidade do grupo
carboxila (-COOH) em relagédo ao grupo fenil.#’

Os principais compostos fendlicos nao-flavonoides derivados dos
acidos hidroxicinAmicos sdo os ésteres dos acidos caféico, cumarico e ferulico.
Quanto aos derivados dos acidos hidroxibenzoicos, podem-se destacar os
acidos salicilico, galico, elagico, protocatéico e vanilico.*®

Para os 0leos vegetais, como os 6leos de palma e azeite de oliva,
pesquisadores relataram que a concentracdo de compostos fendlicos pode ser
influenciada por fatores ambientais, processo tecnoldgico de obtencédo, época do
cultivo, genética botanica e outros fatores, podendo afetar a capacidade
antioxidante desses 6leos.*°

Dentre os Oleos vegetais mais investigados tem-se o azeite de oliva
extra-virgem conhecido por sua complexa constituicdo e perfil de compostos
fendlicos de diferentes grupos, os quais qualificam este produto como alimentos
com propriedades antioxidantes e capazes de prevenir as Doencas Crbnicas
N&o-Transmissiveis.?’

Pesquisas envolvendo concentracdo e perfil de compostos fendlicos
totais em Oleo de buriti apontam uma promissora capacidade antioxidante
associada a esses compostos bioativos, pela presenca em sua constituicdo dos

grupamentos flavonoides e ndo-flavonoides.>
3.3 ENCAPSULACAO

A técnica de encapsulacdo vem sendo empregada na industria para
resolver problemas relacionados a estabilidade de substancias naturais, como
0S compostos bioativos, pigmentos e micronutrientes.'4'> Consiste em um
processo de empacotamento, no qual se utiliza um agente encapsulante, com a
finalidade de atuar como um filme protetor e isolar a substancia ativa (nucleo),
evitando os efeitos de uma exposi¢éo inadequada. Tal revestimento é capaz de
desfazer-se sob um estimulo especifico, liberando a substancia de interesse no

local desejado. 515253
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Segundo Shahidi e Han%*, existem seis motivos principais para o uso
da encapsulacéo na industria alimenticia: (1) reduzir a reatividade do material do
ndcleo com o ambiente; (2) reduzir a velocidade de evaporacdo ou de
transferéncia do material de nacleo para o meio; (3) facilitar a manipulacdo do
material encapsulado; (4) promover a liberacdo controlada; (5) mascarar sabor
e odor desagradaveis e; (6) promover a dispersdo homogénea do material
encapsulado em uma formulac&o alimenticia.

No processo de encapsulacdo, podem ser formadas capsulas ou
esferas. A primeira caracteriza-se pela formacdo de um nucleo concentrado na
regido central e circundado, de forma continua, pelo material de parede. Por
outro lado, nas esferas o ativo encontra-se disperso de forma homogénea na
matriz polimérica. As particulas resultantes, por sua vez, podem ser classificadas
conforme o tamanho obtido em micro (1 — 100 um) ou em nanoparticulas (1-100

nm).>>

3.3.1 TECNICAS DE ENCAPSULACAO

Inimeras sao as técnicas de encapsulacao, cuja escolha dependera
de fatores, como: propriedades fisicas e quimicas do material a ser encapsulado
e do agente encapsulante, aplicacdo do produto final encapsulado, tamanho de
particula almejado, mecanismo de liberacdo controlada, custo e escala de
producdo.t

Os métodos de encapsulacdo sdo categorizados em quimicos
(polimerizacéo interfacial e inclusdo molecular), fisicos (spray cooling, spray
drying e extrusdo) e fisico-quimicos (emulsificacdo com coacervacao de
solvente).53:56.57

A emulsificacao é relatada por pesquisadores como um método fisico-
quimico, uma estratégia eficaz para promover a encapsulacdo de compostos
bioativos lipofilicos, sendo cada vez mais utilizada na indastria farmacéutica e
alimenticia. 585960

Este método caracteriza-se por promover o aumento da absorcéo de
substancias imisciveis em agua pela sua dispersdo em solu¢des aquosas, por
meio de dispositivos mecanicos, como homogeneizadores ultrassénicos,

podendo resultar em nanoemulsées. 6162
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As emulsdes podem ser de dois tipos: a emulsao simples e multipla.
As emulsBes simples caracterizam-se por sistemas formados por gotas de 6leo
dispersas em uma fase aquosa, 6leo/dgua (O/A), ou quando sistemas em que a
fase aquosa encontra-se dispersa na fase apolar, agua/éleo (A/Q).53:56.63

As emulsdes multiplas, por sua vez, possuem estruturas mais
complexas que as simples e, sdo subdivididas em 6leo/agua/éleo (O/A/O), em
cujo 6leo é disperso primeiramente na agua e, posteriormente a emulsédo é
dispersa em outra fase oleosa e, a emulsdo agua/dleo/agua (A/O/A), na qual a
agua é dispersa em fase oleosa e, a emulséo resultante é dispersa em outra fase

aquosa. 86465

3.3.2 AGENTES ENCAPSULANTES

De acordo com Azeredo?®, a natureza do material encapsulante é um
dos principais fatores, capazes de influenciar na estabilidade do material
encapsulado. A escolha deveréa ser feita com base nas propriedades fisicas e
quimicas do nucleo e da parede, compatibilidade do nucleo com a parede,
mecanismo de liberacdo controlada e, fatores econdmicos. Outros fatores,
também cruciais na analise e definicdo do material de parede, sdo: eficiéncia de
encapsulacao, estabilidade durante a estocagem, grau de protecédo do nucleo e
caracteristicas microscoépicas da superficie.6.67

E de extrema importancia que o agente encapsulante ndo seja capaz
de reagir com o nucleo. Tais agentes podem ser utilizados como encapsulantes
de ingredientes alimenticios, como: dextrina, amido, proteinas, alginato e

lipidios.586°

3.3.2.1 ALGINATO

O alginato é um biopolimero aniénico composto de cadeias lineares
de alta massa molar, com segbes rigidas e regides flexiveis, de acido a-
Lglucurénico e B-D-mannurénico. Na presenca de ions, tais como Na++ (Figura
3), formam hidrogéis, filmes, esferas, micro e nanoparticulas, com capacidade

para encapsulamento de inUmeras substancias, principalmente com fins

e 69,70,71
farmacéuticos.



23

A maioria das microcapsulas produzidas tende a ter muita porosidade,
permitindo facil e rapida difusdo em agua e outros fluidos dentro e fora da

capsula, e consequentemente maior necessidade de técnicas mais

72,73,74
apuradas.

o ONa o o ONa NH,
o} o 0 HO 0
o} OH NH, 0= ONa
)

OH NaO—%

Figura 3. Estrutura molecular do alginato de sodio. Fonte:
https://www.researchgate.net/figure/Molecular-structure-of-both-monomers-and-
sodium-alginate fig7 284234116. Acesso: 17 jan 2019.

3.3.2.2 GELATINA

A gelatina é uma proteina desnaturada resultante da hidrolise do
colageno, com aplica¢Bes nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Devido a capacidade de transformacdo de sélido a gel, de forma reversivel,

pesquisadores investigam a combinacéo da gelatina com alimentos funcionais.”

De origem animal essa proteina pode ser obtida de diversas fontes
como bovina, suina, frango e peixes. Autores afirmam que a maioria das
gelatinas comerciais, sdo obtidas a partir de ossos e peles de mamiferos —
bovina e suina; entretanto, vem sendo avaliada também a utilizacdo de gelatinas
derivadas de peles, ossos, escamas de peixes.’®

Esta proteina possui um peso molecular entre 15000 a 400000 KDa,
sendo constituida de uma mistura de amino&cidos, glicina, prolina e
hidroxiprolina, que diferem em suas concentracbes conforme a espécie e
interagem via ligacdes peptidicas - Figura 4.7’ Fatores como espécie, raca,
idade, tipo de alimentagcdo do animal, e condicdes de armazenamento da

matéria-prima sao capazes de afetar as propriedades e processos de producao
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24

da gelatina.”®8°

0 0 0 0 OH
N I I I
C—NH—CH—C—NH—CHQ-C—NH—('I;H—C—N
|C|) H {I:l) (CHZ)S {?HZJZ
2
—NH—C—-NH-C—C~N I C=0  GTNH-CH—G-N
| ]
CHs ?:NHQ 0 0 0
NH, ¢
. _ 0
Figura 4. Estrutura molecular da gelatina. Fonte:

https://www.researchgate.net/fiqure/Figure-S1-The-molecular-structure-of-
gelatin-adopted-from-Reference-16-in-the-main figl 255765767. Acesso: 17
jan 2019.

Ela apresenta um comportamento anfotérico, capaz de distinguir-se
em dois tipos, conforme o ponto isoelétrico e o tipo de extracao realizada quando
em solucéo, o qual se caracteriza pela capacidade de se comportar como acido
e base. Em solucdes acidas, a gelatina € carregada positivamente e, em solucao
basicas, é carregada negativamente.”®

Existem dois tipos de gelatina, aquelas obtidas de peles e ossos de
diferentes origens através de pré-tratamento acido (Tipo A) e; as do Tipo B, as
quais séo obtidas de peles e 0ssos bovinos através de pré-tratamento alcalino.8!
Estes tipos de gelatinas provocam diferencas em suas propriedades fisico-
quimicas e reoldgicas e, consequente especificidade em suas aplicacbes. A
gelatina Tipo B possui um ponto isoelétrico (pl) de aproximadamente 5,0,
enquanto que a do Tipo A varia o pl entre 7,0 e 9,0.7° Pesquisas apontam a
capacidade da gelatina em atuar como emulsificante em emulsdes 6leo em agua,

sendo promissora sua aplicacédo na area de alimentos. 828384

3.4 CARACTERIZACAO DE PARTICULAS

A caracterizacdo das particulas formadas ap0s encapsulacdo pode
ser realizada por técnicas, como: a Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourrier (FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Difracdo a Laser, Potencial Zeta e Difracdo de Raio X (DRX).

A técnica de FTIR consiste na deteccdo de bandas vibracionais

referentes aos diferentes grupos funcionais presentes nos materiais brutos e no
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encapsulado. O indicativo de que houve encapsulagcéo € constado por meio do
desaparecimento e/ou formacéo de novas ligacdes quimicas apés o processo.®

Para avaliar o estado amorfo ou cristalino de materiais encapsulados,
o0 DRX é a técnica escolhida. Com isso, a técnica permite a determinacao de
material com estrutura amorfa, quando sao observados picos alargados e néo
definidos, ou cristalina, na qual pode-se detectar picos bem definidos.86

A MEV é capaz de avaliar a superficie do material (superficie lisa,
rugosa, com fraturas, entre outras caracteristicas), e o tamanho fisico e
homogeneidade das particulas formadas. Por meio desta técnica, o feixe de
elétrons emitido pelo equipamento incide na superficie do encapsulado, sendo
capaz de produzir imagens detalhadas do material encapsulado, especialmente
se a substancia ativa foi protegida ou néo pelo agente encapsulante.8384

Em adicdo as técnicas para caracterizacdo de particulas tem-se a
Difracdo a Laser, que consiste em mensurar o tamanho das particulas obtidas
e/ou a distribuicdo dos diferentes tamanhos de particulas em uma amostra. Esta
técnica é baseada no principio de que uma amostra € atravessada por um raio
laser monocromatico na incidéncia de um feixe de luz paralelo sobre as
particulas dispersas. Em seguida, os detectores gravam o padrdo de
espalhamento resultante e os feixes de laser que nao incidiram em nenhuma
particula, baseada na teoria de Fraunhofer, na qual as particulas tem a
capacidade de interagir com a luz de um modo diferente que a interagdo da luz
com o meio, dependendo de sua dispersdo.8%°

A magnitude de repulsdo ou de atracdo eletrostatica ou de cargas
entre particulas pode ser avaliada por meio do Potencial Zeta. Ele caracteriza a
superficie das particulas, podendo fornecer informacées como estabilidade,
interacdes proteicas, permeabilidade celular e tempo de circulacdo.?® Essa
medida € dependente do meio dispersante em que as particulas se encontram
sendo determinadas as interacdes existentes entre seus grupos funcionais e o

meio aquoso, por meio de técnicas de eletroforese.®?
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL

O oleo de buriti da espécie Mauritia flexuosa foi produzido e fornecido
pela empresa de cosméticos Plantus S.A. (Nisia Floresta, no Rio Grande do
Norte, Brasil) com o certificado IBD (Inspecdes e Certificacfes Agropecudrias e
Alimenticias). As amostras foram transportadas sob protecdo de luz e
refrigeradas, sendo levadas para o0 Laboratério de Bromatologia do
Departamento de Farmacia, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte

(UFRN), onde foram armazenadas a 4°C.

4.2. OBTENCAO DO OLEO

As cascas e polpas do fruto foram processadas através de moagem
e em seguida deixadas em repouso por um periodo de 7 dias. Para a producéao
do Oleo por via biotecnologica foram adicionadas as cepas Pichia pastoris e
Lactobacillus subtilis (cedidas gentiimente pela Eucodes Bioscience, Viena,
Austria) sob temperatura de 35 °C por 60 dias de fermentacdo. Apds a
fermentacao, foi realizada a prensagem a frio do material produzido para separar
a fracado liquida (que contém o 6leo) do material residual sélido. O 6leo obtido
apos a prensagem foi centrifugado (Fran, Model CO30) por 9865 g a uma
temperatura de 30 °C, sendo esse utilizado para os estudos, conforme

fluxograma na Figura 5.
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Preparo do substrato

v

BURITI:
Casca + Polpa

!

Moagem e
Repouso por 07 dias

!

Processo Fermentativo por 60 dias

(Adicéo das cepas na densidade
de 10° células/mL)

}

Prensagem a frio (20 °C)

!

Extracédo do 6leo de buriti
(Fracao Liguida)

!

Centrifugacéo do 6leo bruto de buriti
(velocidade de 9865 g a 30 °C)

!

Oleo de Buriti
(objeto do estudo)

Figura 5. Fluxograma de obtencéo do 6leo de buriti por fermentacéao.

4.3 DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE
BURITI

Para analise do perfil de acidos graxos no Oleo de buriti, foram
utilizados 50 mg do 6leo, os acidos graxos foram metilados utilizando solucao
metandlica de hidroxido de sédio (0,5 N) e de cloreto de amdnia e acido sulfarico
em metanol (NH4CIl-H2SO4— MeOH) pelo método descrito por Hartman e Lago®,
para obtencéo dos ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES).

Em seguida, os FAMEs foram determinados por cromatografia gasosa
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(Thermo Scientific — CG/FID — FOCUS) com detector de ionizacdo de chama
(FID) no Laboratério Multiusuério de Nutricdo Animal da Escola Agricola de
Jundiai. Foi utilizada uma coluna capilar supelco SP2560 (100 m x 0,25 mm X
0,2 um) e, como gas de arraste o nitrogénio a um fluxo de 2,5 mL/minuto. As
temperaturas do injetor e detector foram 230 °C e 270 °C, respectivamente. A
programacao da temperatura da coluna foi a seguinte: 40 °C por 3 minutos, em
seguida foi aquecida a 180 °C por 5 minutos com uma taxa de 10 °C/minuto,
sendo novamente aquecida a 220 °C por 3 minutos com taxa de 10 °C/minuto e
por fim, a temperatura chegou a 240 °C mantida por 25 minutos com taxa de 20
°C/minuto.

O volume de amostra injetada foi de 1,0 pL com razéao Split de 10:1.
Os picos foram integrados, comparados com um padrdo de acidos graxos

Supelco™37 componente FAME MIX e expressos em percentagem (%).

4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OLEO DE BURITI

O 6leo de buriti foi submetido a caracterizacao fisico-quimica pelas
seguintes propriedades: indice de acidez (IA), indice de perdxido (IP), indice de
saponificacdo (IS), indice de iodo (l1), indice de refracdo (IR), Umidade volatil,
Impurezas insollveis em éter e, Cinzas.

Além disso, foram realizadas as determinacdes de Densidade relativa
e Viscosidade dindmica, nos Laboratorios de Tecnologia de Cosméticos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP) e, de Pesquisa
em Petréleo da UFRN, respectivamente.

4.4.1 INDICES DE ACIDEZ (IA) E DE SAPONIFICACAO (IS)

Os indices de acidez e saponificacdo foram determinados,
respectivamente por titulometria com hidroxido de sédio 0,1 M e acido cloridrico
0,5 M pelos métodos propostos pela Anvisa.* As andlises foram realizadas em

triplicatas e expressas em média e desvio-padréo.
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4.4.2 INDICE DE PEROXIDO (IP)

Determinado por titulometria com tiossulfato de sodio 0,001 N
proposto pela Anvisa®*, expresso em mg KOHg*. Os resultados foram realizados

em triplicatas e expressos em meédia e desvio-padréo.

4.4.3 INDICE DE IODO PELO METODO DE WIJS

Método baseado na AOCS® que, por titulacdo com tiossulfato de

s6dio 0,1 M, é expresso em cg 12g* com média e desvio-padro.

4.4.4 INDICE DE REFRACAO (IR)

Foi mensurado por meio de um refratbmetro (ABBE, Quimis®), a 20

°C, sendo os valores expressos em média e desvio-padréo, conforme a Anvisa.®

4.4.5 DETERMINACAO DE UMIDADE VOLATIL

Foi determinada por prévio aquecimento direto das amostras, em
triplicata, a 105 °C em estufa, conforme AOCS®, e pesagem até constancia do

peso. Os valores foram em percentagem (%).

4.4.6 IMPUREZAS INSOLUVEIS EM ETER

Foi realizada por meio do método gravimétrico, estabelecido por
AOCSY, utilizando estufa a 105 °C até obtencéo de peso constante. As andlises
foram realizadas em triplicata com os resultados expressos em porcentagem
(%).

4.4.7 RESIDUO MINERAL FIXO
Método em que consiste na incineracdo da amostra a 550 °C para

destruicdo da matéria organica e pesagem dos constituintes residuais até peso

constante®.
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4.4.8 DENSIDADE RELATIVA

Foi mensurada em triplicata a temperatura de 20 °C utilizando o
equipamento densimetro (Anton Paar® DAM 4500, Sdo Paulo, Brasil). Os

resultados foram expressos em kgm=3 por média e desvio-padréo.

4.4.9 VISCOSIDADE DINAMICA

Foi determinada a 25 °C por meio de um reémetro rotacional (Thermo-
Scientific, HAAKE MARS, Waltham, EUA), utilizando sensor Z41. As curvas
determinantes da viscosidade foram obtidas pelo método CR (taxa de
cisalhamento controlada) no intervalo de 7 a 1000 s, durante um minuto. As
analises foram realizadas em triplicata e expressas em média e desvio-padréo
(mPA.s™).

4.5 DETERMINACAO DE MINERAIS NO OLEO DE BURITI

Para determinac¢ao dos minerais no 6leo de buiriti foi utilizada a técnica
de espectrometria de emissdo Optica com plasma (ICP/OES), por meio do
espectrometro ICP-OES-ICAP 6000 Series, o qual detecta a radiacdo
eletromagnética emitida por ions excitados ou a&tomos neutros na regido UV-
visivel.

Foram determinados os macroelementos (fésforo, potassio, célcio e
magneésio) e microelementos (ferro, zinco, cobre, manganés e sodio) do 6leo de
buriti com base no estabelecido pela AOCS.%

Previamente foi realizada uma digestdo nitro-perclérica, ao diluir as
cinzas das amostras, em duplicatas, em 100 mL de &cido nitrico a 10%; a fim de
eliminar o material organico. Os resultados foram expressos em microgramas

por 100 g do produto (ug.100g™).
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4.6 DETERMINACAO DO PERFIL DE FENOLICOS PRESENTES NO OLEO
DE BURITI

4.6.1 OBTENGCAO DOS EXTRATOS HIDROFILICO E LIPOFILICO A PARTIR
DO OLEO DE BURITI

Para obtencdo dos extratos hidrofilicos e lipolificos do éleo de buriti
foram testadas trés metodologias, sendo elas: Espin e Soler-Rivas®, Bajoub e
colaboradores'® e Chaniot & Tzia'®!, a fim de avaliar qual extrato apresentou
maior concentracdo de fendlicos totais. A extracdo descrita por Espin e Soler-
Rivas® foi escolhida para o estudo, com modificacdes, para realizacdo da
caracterizacdo do potencial antioxidante do 6leo de buriti.

Os extratos secos do 6leo de buriti foram definidos como fracéo
hidrofilica (FH) e fracdo lipofilica (FL), conforme o fluxograma na Figura 6.
Mensurou-se 5,0 mL de 6leo, considerando uma proporcdo de 6leo de buriti:
metanol (1:1, v/v), para posterior agitagdo em vortex (Mod. AP59) por 1 minuto
e, centrifugacdo por 15 minutos a 7560 g em centrifuga refrigerada a 10 °C
(FANEM, Excelsa 4, Mod. 280R).

Ao precipitado foi adicionado 5,0 mL de hexano e efetuado o0 mesmo
procedimento de obteng&o da FH, a fim de se obter o extrato da FL. Os extratos
das FH e FL foram secos em rotaevaporador a vacuo (Butchi, R-100) em banho-
maria a 27 °C e, em fluxo de nitrogénio para a avaliagdo da capacidade
antioxidante e compostos fendlicos do 6leo de buriti obtido por via biotecnoldgica.
Este processo de obtenc¢éo dos extratos hidrofilicos e lipofilicos foi realizado nos
laboratorios de Bromatologia e Farmacognosia do Departamento de Farmacia
da UFRN.
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5.0mlL do Oleo de Buriti

Adicdo de 5,0 mL de Metanol

Coleta do Sobrenadante [~ Precipitado

(FH) \ (FL)

Adigdo de 5,0mL

de Metanol
Coleta do Sobrenadante Precipitado
- (FH) (FL}
Secagemda FH em Repeticdo da extracdo

Fotaevaporadora 27 °C —

até exaustdo de cor

Adicdo de 5,0 mL de Hexano

Coletada FL sem o

precipitado

Secagem da FL em

Rotaevaporador a 27 °C

Figura 6. Fluxograma do Protocolo de obtencéo dos extratos hidrofilico (FH) e
lipofilico (FL) do éleo de buriti.

4.6.2 ANALISE DO PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE

A avaliacdo do perfil de compostos fendlicos no 6leo de buriti foi
realizada no Laboratorio de Engenharia Bioquimica do Departamento de
Engenharia Quimica da UFRN. A amostra utilizada foi proveniente do extrato
seco da FH solubilizado em acetonitrila na concentracdo de 0,1 mg/mL,
previamente filtrada em membrana de 0,22 uym e submetida a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no cromatdgrafo Acella (Thermo
Scientific) acoplado ao detector por arranjo de diodo (PDA).

A separacdo foi realizada, conforme Kim, Seo, Kim e Ha!®? com
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modificacdes, usando-se uma coluna de fase reversa Shim-Pack CLC-ODS (M)
C18 constituida de silica modificada na superficie por grupos de octadesil, com
poros de 5,0 ym de didmetro e tamanho da coluna de 25 cm x 4,6 mm de
diametro interno, mantida a 40 °C. A composicao da fase mével consistiu em
agua (Fase A) e acetonitrila (Fase B), ambos contendo 1% de acido acético, com
fluxo de 1,0 mL/minuto. A eluicdo foi realizada usando um gradiente linear de 0
a 30% de B em 10 minutos, 30 a 70% de B em 5 minutos, 70 a 100% em 10
minutos, e por fim 100% de B mantido por 5 minutos.

Curvas de calibracdo foram realizadas com os padrbes da marca
Sigma® de &cido galico (280 nm), catequina (280 nm), &cido vanilico (280 nm),
acido siringico (280 nm), acido elagico (256 nm), vanilina (280 nm) e quercetina
(255 nm). Os resultados foram expressos em média e desvio-padrdo por pg.g*

de 6leo de buriti.

4.7  AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE BURITI

Para avaliacdo da capacidade antioxidante do Oleo de buriti foi
necessaria, primeiramente a realizacdo de alguns ensaios quimicos, como
definicdo da metodologia de obtencdo e teste de solubilidade dos extratos
obtidos a partir do 6leo para realizacao dos testes antioxidantes.

O teste de solubilidade foi realizado com dois solventes para diluicao
das amostras: agua, metanol e hexano, sendo para os extratos secos da FH os
solventes metanol:agua e, da FL, metanol:hexano, em 03 diferentes proporcdes
testes (40:60; 50:50 e 20:80).

Para os testes de solubilizacao dos extratos foi utilizado um ultrassom
(UltraCleaner, Mod. 1650) por 20 minutos para homogeneizacdo mais efetiva
das solucdes, na concentracdo de 1mg/mL.

As proporc¢des escolhidas para diluicdo das fragBes do 6leo de buriti
foram aquelas, que se apresentaram homogéneas, sendo selecionadas para a
FH e FL respectivamente, as propor¢des entre os solventes metanol:agua de
40:60 (v/v) e metanol:hexano 50:50 (v/v).
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4.7.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZIL
(DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com o método de
Nobrega et al.** com modificacdes para o uso de microplacas de 96 pocos. A
absorbancia foi medida em 517 nm usando um espectrofotometro (BioChrom
ASYS, UVM 340, Cambridge, UK). A curva de calibragéo foi construida com
concentracbes de 10 a 200 pM de Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico). Os resultados foram expressos em micromoles

de equivalentes de Trolox por grama de amostra (UMTE/Q).

4.7.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TCA)

Para TCA utilizou-se o método proposto por Pietro et al.1%® Foram
adicionados 100 pL de molibidato de aménio-acido sulfurico 40 mM, de fosfato
de so6dio 280 mM e 100 pL das solucdes dos extratos FH e FL em uma
concentracdo de 2 mg/mL e, posteriormente 700 pL de agua destilada nos tubos
de ensaio. Em seguida, os tubos foram agitados e incubados em banho-maria
(QUIMIS, Mod. Q334M-28) a 90 °C por 90 minutos para posterior leitura das
absorbancias por espectrofotometria (Bioespectro, Mod. SP-220) a 695 nm, em
triplicata.

Curvas de calibracao foram construidas nas concentracdes de 0,03
a 1,0 mg/mL de &cido ascérbico (AA), uma curva em metanol:agua (40:60 v/v) e

em metanol:hexano (50:50 v/v). Os resultados expressos em mg AA g.

4.7.3 TESTE DO PODER REDUTOR

Foi realizado conforme a metodologia descrita por Wang.'%* Foram
adicionados 100 pL da solucéo ferricianeto de potassio a 1% e 200 pL das
solucdes dos extratos FH e FL a 2 mg/mL, respectivamente em metanol:agua
(40:60 v/v) e, hexano:metanol (50:50 v/v) em tubos de ensaio. Os tubos foram
agitados e incubados em banho-maria (QUIMIS, Mod. Q334M-28) a 50 °C por
20 minutos. Em seguida, adicionou-se 180 pL de cloreto de ferro a 0,1% e 1,5
mL de tampé&o fosfato 200 mM (pH 6,6).

As absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro (Biespectro,
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Mod. SP-220), em triplicata, a 700 nm. Os resultados foram expressos em mg
acido ascorbico (AA) g* de dleo, conforme a curva de calibracdo construidas
para TCA.

4.7.4 TESTE DE SEQUESTRO DE IONS SUPEROXIDO

A capacidade de sequestro do radical superdoxido das fracbes
hidrofilicas e lipofilicas foi determinada de acordo com Bilan e colaboradores.%
Em resumo, 50 mM tampao fosfato (pH 7,8), 13 mM metionina, 10mM EDTA, 75
mM NBT (Nitrotetrazolium Blue Chlorid), 2 mM de riboflavina foram adicionados
aos extratos hidrofilicos e lipofilicos. Os tubos foram homogeneizados e
incubados a temperatura ambiente sob exposicéo da luz por 15 minutos. Tubos
com a mistura reacional semelhante foram guardados no escuro e usados como
controle. O tampao fosfato (pH 7,8) foi usado como branco. As absorbancias
foram medidas em espectrofotometro (Bispectro, Mod. SP-220) a 560 nm. Os
resultados foram expressos como % de inibicdo de ions superéxido de acordo
com a equacao: % inibicdo = (A controle — A amosttra) / (A controle — A branco)
x 100.

4.8 ENCAPSULAGCAO DO OLEO DE BURITI
4.8.1 OBTENGAO DO OLEO DE BURITI ENCAPSULADO

As particulas foram obtidas pela técnica de emulsificacdo O/A seguida
de coacervacgédo, McClements, et al.1%, com modificacdes.

Foram utilizados como agentes encapsulantes a gelatina suina
(Sigma®), o alginato de sddio de baixo peso molecular (Sigma®) e a combinacédo
desses dois e, o Tween 20 (Sigma®) foi usado como tensoativo, para obtencdo
das formulacdes de encapsulados a base de: 1. alginato de sédio e 6leo de buriti
(OAL), 2. gelatina suina e 6leo de buriti (OGS) e, 3. da combinacéo alginato de
sodio e gelatina suina e, oleo de buriti (OAG).

Para a fase oleosa, foram utilizados 10 mL de 6leo de buriti. J& as

duas fases aquosas foram formuladas como descrito abaixo:

* Fase aquosa 1 (FA 1) (90 mL) — constituida 1,5% de Tween 20
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solubilizado em agua destilada.
* Fase aquosa 2 (FA 2) (100 mL) — constituida de 4% (p/v) do agente
encapsulante e 1,5% de Tween 20 solubilizados em agua destilada. Sendo a

fase aquosa 2 da combinacao contendo, 3% GS (p/v) e 1% ALG (p/v).

O preparo da solucédo de alginato de sodio para a formulagdo OAL
consistiu na solubilizagcdo do mesmo em agua destilada sob agitacdo magnética
24 h a 50 °C e, ao final desse tempo a solucao foi filtrada em papel de filtro
qualitativo.

O preparo da solucao contendo gelatina suina para a formulacdo OGS
foi realizado sob agitacdo magnética por 1 h a 40 °C. Por fim, o preparo da
solucéo contendo alginato de sédio e gelatina suina para a formulagdo OAG, foi
realizado pela solubilizacdo do alginato de sddio a 50 °C por 24 h sob agitacao
magnética. Posteriormente, foi adicionada a gelatina suina a esta solu¢éo, sendo
solubilizada sob agitagdo magnética por 1 h a 40 °C. Ao final desse tempo, o pH
da solucéo foi ajustado para 5,5, utilizando HCI PA.

A emulsao foi obtida a partir da homogeneizacéo da FA 1 com a fase
oleosa, utilizando-se de um ultradisperssor a uma velocidade de 17.000 rpm/10
minutos (Ultra-Turrax, IKA®T18 basic).

Posteriormente, foi realizada a homogeneizacdo da FA 2 com a
emulsdo obtida, utilizando as mesmas condicbes descritas acima. Apoés o
processo de homogeneizacéo, as emulsdes foram desidratadas por liofilizacao
(LioTop L101) a -57 °C e pressao de 43 yHg para posterior caracterizagao das
particulas, determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, avaliacdo da
solubilidade e do potencial antimicrobiano. O processo de encapsulacdo foi
realizado no Laboratério de TecBioFar do Departamento de Farméacia da UFRN
e, no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do Departamento de Nutricdo da
UFRN.
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4.8.2 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS OBTIDAS
4.8.2.1 MICROSCOPIA DE VARREDURA (MEV)

A MEV no Laboratério de Caracterizacdo Estrutural de Materiais do
Departamento de Engenharia de Materiais da UFRN para determinar a
morfologia dos materiais encapsulados obtidos e seus tamanhos fisicos.

Os encapsulados foram suspensos em acetona e gotejadas em
placas de silicio fixadas com fita de carbono em stubs. A analise foi realizada em
diferentes amplia¢ges, utilizando alto vacuo, tensdo de 2 — 3 kV e sem
metalizacdo, em microscépio tipo MEV-FEG ZEISS (AURIGA).

4.8.2.2. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSPORTADA
DE FOURRIER (FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas na Central Analitica no Instituto
de Quimica da UFRN.

Os materiais brutos, 6leo de buriti, gelatina suina, alginato de sodio e
Tween 20 e, os encapsulados obtidos foram homogeneizados a brometo de
potassio (KBr), macerados e, prensados para a formacdo de pastilhas.
Posteriormente, foram registrados em transmitdncia e com regido do
infravermelho médio, de 400 a 4000 cm™. Foi utilizado o espectrometro da
Shimadzu, modelo FTIR-8400S, série IRAFFINITY-1, software IRSOLUTION,

versdo 1.60, com numero de varredura de 32 e resolugdo 4 cm™.

4.8.2.3 DIFRACAO A LASER

Para a determinacdo do tamanho de particula, 10 mg dos
encapsulados foram dispersos em acetona sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 2 minutos. Posteriormente, as dispersdes foram
adicionadas de 2 mL de formaldeido PA e agitadas por 30 minutos, para
promover a reticulacdo das particulas e facilitar a analise de tamanho de
particula, por promover a desaglomeracéo, com base no estudo realizado por
Medeiros, et al.1%’, com modificacdes.

Apds esse tempo, as dispersdes foram filtradas e a massa de

particulas retida, no papel de filtro qualitativo, foi coletada para a realizagdo da
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Difracdo a laser. Os materiais foram redispersos em 4 mL de acetona. Todas as
variaveis desse processo foram padronizadas por meio de ensaios de bancada.
Em seguida, as dispersdes foram dispostas em cubetas de vidro e lidas a 5
corridas/1 minuto, para a mensuracdo do diametro médio e o indice de
polidispersdo, no NanoBrook ZetaPlus Zeta Potencial Analyzer, software
Brookhaven Instruments — ZetaPALS Particle Sizing Software. Os experimentos
e as medicOes foram realizados em triplicata. Essa caracterizacao aconteceu no
Nucleo de Pesquisa em Petrdleo e Gas — NUPEG do Departamento de
Engenharia Quimica (DEQ) no Centro de Tecnologia (CT) da UFRN.

4.8.2.4 POTENCIAL ZETA

Para mensuracdo do Potencial Zeta, os encapsulados foram
dispostos em cubetas especificas munidas de eletrodos laterais. Foram
utilizados 10 mg de cada encapsulado liofilizado, os quais foram dispersos em 4
mL de acetona. Em seguida foram dispostos em cubetas especificas para a
mensuracao do Potencial Zeta, sendo realizadas 10 corridas em 01 minuto.

As andlises foram realizadas no NanoBrook ZetaPlus Zeta Potential
Analyzer, software Brookhaven Instruments — PALS Zeta Potential Analyzer, no
Nucleo de Petroleo e Gas (NUPEG) do Departamento de Engenharia Quimica
da UFRN.

4.8.2.5 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

Os agentes encapsulantes brutos e os encapsulados obtidos foram
analisados em um difratdmetro de raios X de alta resolu¢céo (SHIMADZU, modelo
XRD 7000), com gerador Seifert ID3000, para avaliar se a fase dominante nos
materiais é cristalina ou amorfa. Para esta analise, os materiais foram colocados
em uma porta amostras cilindricas e analisados em angulo de difragédo 2 e entre
0 e 100°.

As andlises de DRX foram realizadas no Laboratorio de
Caracterizacdo Estrutural de Materiais do Departamento de Engenharia de
Materiais da UFRN.
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4.8.2.6 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE INCORPORACAO (%)

O percentual de 6leo de buriti incorporado as particulas foi obtido a
partir da férmula: EI (%) = (rendimento do 6leo de buriti em particulas (g) / total
de 6leo de buriti utilizado no processo (g) x 100.198

Para a determinacdo do Oleo de buriti presente no interior das
particulas (g) foi realizada a determinacédo da quantidade de lipideos por meio
do método de Soxhlet.19° As andlises foram realizadas em triplicata e os valores

expressos em média e desvio-padréo.

4.9 ENSAIO DE DISPERSAO EM AGUA

Para o ensaio de dispersdo em agua baseou-se em Eastman e
Moore!?, com modificacdes. Foram pesados 200 mg e 20 mg, respectivamente
dos grupos encapsulados e do éleo bruto de buriti, em triplicatas, os quais foram
dispersos em 4 mL de agua destilada em tubos de ensaios. Em seguida, os tubos
foram levados para agitador orbital (QUIMIB® - Q816M20) por 48 horas a 27 °C
(x2°C)a120 rpm.

ApOs 48 horas o material foi centrifugado em centrifuga (CENTRIBIO)
a Forca G 3000 rpm por 5 minutos. A fracao lipidica foi separada da fracédo
solubilizada e transferida para capsulas de porcelana previamente taradas.

As capsulas foram acondicionadas em estufa a 105 °C por 5 h e,
pesadas para determinacdo do percentual (%) de material ndo solubilizado, o
qual foi subtraido do total de material submetido ao ensaio, para obtencédo do

percentual de 6leo de buriti e encapsulados (OGS, OAG) que solubilizou.

4.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROMIANA DO OLEO DE
BURITI E DOS ENCAPSULADOS OBTIDOS

A avaliacéo da atividade antimicrobiana foi realizada no 6leo bruto de
buriti e encapsulado na concentracéo inicial de 5,0 mg/mL solubilizados, em
metanol e hexano (50:50, v/v) e agua, respectivamente, para identificar qual a
concentracdo de melhor atividade antimicrobiana, conforme a metodologia
descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) com

modificaces. 11112
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Analisou-se a acdo antimicrobiana das fracbes duas trés cepas
bacterianas: Klebsiella pneumonia (ATCC10031) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853). Em uma placa de 96 pocos, 50 pL da suspenséo bacteriana com
densidade de 105 UFC/mL em caldo Mueller Hinton (MH, Himedia, India), foi
adicionada a solucédo do 6leo de buriti bruto e encapsulado (2,5 mg/mL) e os
antibiéticos vancomicina (0,4 mg/mL) e gentamicina (0,3 mg/mL) e incubada a
35 £ 2°C, sob agitacao a 200 rpm em agitador orbital (QUIMIB® - Q816M20),
sendo avaliada a densidade Optica a 595 nm em um leitor de microplacas (Epoch
Biotek, Winooski, EUA) nos tempos de 0 e 24 horas. Os po¢os com meio e
solugéo salina foram utilizados como controle de esterilidade do meio (controle

negativo de crescimento).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Graph Pad
Prism verséo 5.0. Para avaliar a eficiéncia de incorporacao do 6leo nas particulas
e a inibicdo do crescimento microbiano foi utilizado Teste t Student, para
comparar os resultados obtidos (p<0,05). Para comparar as concentracées de
Oleo de buriti e de encapsulados (OGS e OAG) solubilizados em agua foi
utilizada ANOVA e pés-teste de Turkey.

Foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p<0,05) para determinar
diferenca significativa entre os grupos avaliados e, os resultados foram

expressos em média e desvio- padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Considerada como uma técnica indispensavel a pesquisa,
desenvolvimento, ou simples Controle de Qualidade, a Cromatografia Gasosa
permite o conhecimento completo e a quantificacao e identificacdo de cada tipo
de &cidos graxos presente, por exemplo, em produtos alimenticios.13

A Tabela 1 mostra o perfil dos &cidos graxos encontrado no 6leo de
buriti obtido por via biotecnolégica. Observou-se um predominio do acido graxo
linoléico (53,36%), sendo superior a0 que mostra estudos da literatura
envolvendo 6leo de buriti cru e/ou refinado convencionais, que citam um teor
minimo variando entre 1,0 a 2,5%.8114-116 O dado obtido é superior ao encontrado
para o 6leo de castanha do Brazil investigado nos estudos de Pereira et al.'1 e
Serra et al.'** Isso mostra que o 6leo de buriti obtido por via biotecnoldgica tem
potencial benéfico para ser utilizado como ingrediente em alimentos
industrializados, ja que apresentou elevado conteudo de &cidos graxos
polinsaturados (53,60%).
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Tabela 1.
Perfil de &cidos graxos do 6leo de buriti (M. flexuosa) determinado por
Cromatografia Gasosa dos ésteres metilicos de acidos graxos.

Acidos Graxos %

C10:0 (Caprico) 0,86
C12:0 (Laurico) 0,07
C14:0 (Miristico) 0,87
C16:0 (Palmitico) 25,75
C16:1 (Palmitoleico) 0,44
C17:0 (Margarico) 0,07
C18:0 (Estearico) 0,12
C18:1 (Vacénico) 2,08
C18:1n9c (Oleico) 17,27
C18:1n9t (Elaidico) 0,14
C18:2n6¢ (Linoleico) 53,36
C18:2n6t (Linolelaidico) 0,24
C18:3 (Linolénico) ND*
C20:0 (Araquidico) 0,10
C20:1 (Gadoleico) 0,18
C22:0 (Behénico) 0,08
Acidos Graxos Saturados 28,36
Acidos Graxos Monoinsaturados 20,11
Acidos Graxos Poli-insaturados 53,60

*Nao detectado.

O percentual de 17,27% referente ao acido oleico (C18:1n9c) e a
auséncia do acido linolénico (w-3) foram observados no 6leo de buriti avaliado.
Essa distribuicdo foi diferente do encontrado em outros estudos, 0s quais
obtiveram uma média de 2% do acido linolénico e prevaléncia superior a 70% de
acido oleico, percentual este que classifica o Oleo de buriti como um
monoinsaturado, sendo comparado inclusive ao azeite de oliva.1*415 |sso pode
estar associado as diferengcas na origem da matéria-prima como também na
parte do fruto utilizada para a obtencéo do 6leo (casca e polpa).18119 Além disso,
estudos mostram que esse achado também pode ser atribuido a producao de
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lipidios microbianos, cuja producdo € proveniente de microrganismo
estimulados/adaptados para crescimento na presenga de substratos
especificos.?®

Os &cidos graxos trans elaidico (C18:1n9t) e linolelaidico (C18:2n6t),
comumente encontrados em alimentos industrializados e, em gorduras que
sofreram hidrogenacédo'?!, foram encontrados no presente estudo, porém com
teores considerados insignificantes quando comparados a parametros da

legislacdo.1?>-124

5.2 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para a caracterizacao

fisico-quimica do 6leo de buriti obtido por via biotecnolégica.

Tabela 2.
Caracterizacdo fisico-quimica do O6leo de buriti (M. flexuosa) obtido via
biotecnologia.

Determinagdes Média (DP)
indice de Acidez (mg KOHg™) 3,80 (0,09)
indice de Peréxido (Megkg™) 8,34 (0,40)
indice de Saponificacéo (mg KOHg™) 230 (2,51)

indice de lodo (cg l2g?) 77,26 (1,12)
indice de Refracéo 1,47 (0,00)
Densidade Relativa 20°C (kgm3) 920 (0,00)

Viscosidade 25°C (mPA.s™?) 45,32 (0,00)
Umidade (%) 0,23 (0,06)
Impurezas Insoltveis em Eter (%) 0,66 (0,06)
Cinzas (%) 0,17 (0,00)

O produto avaliado encontra-se em conformidade com os limites
maximos estabelecido pelo Codex Alimentarius Comission'?® para os valores de
acidez e de peréxidos (Tabela 2), respectivamente, de 4,0 mg KOH.g?! e 15
meg.Kg? para 6leos vegetais prensados a frio e ndo refinados.

Na literatura podem ser encontrados estudos que investigaram o 6leo
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de buriti quanto a esses parametros e, obtiveram resultados acima dos
encontrados no presente estudo. Aquino et al.? realizaram a extracdo manual
usando calor (60 °C) e obtiveram valores iguais a 4,27(0,43) mg.KOHg? e
14,82(0,72) meq.kg?, respectivamente, para indice de acidez e peréxido.

Os oOleos artesanais geralmente obtidos por extracdo mecanica sédo
mais susceptiveis a degradacdo, principalmente devido ao processamento
térmico e exposicédo a luz.'?6 O 6leo de buriti investigado por Cunha et al.*?’
obtido por extracdo supercritica com dioxido de carbono, utilizando a polpa do
fruto, apresentou resultados para indice de acidez de 12,03 mg KOHg™. Isso
mostra que, a forma de extracdo, estocagem ou manipulacdo podem afetar
diretamente esses indices, resultando em maior degradacgéo do dleo.

Os indices de iodo e de refracdo determinados no presente estudo
foram semelhantes aos encontrados tanto no 6leo de buriti refinado analisado
por Lima, et al.'>, como também no 6leo extraido por diferentes métodos
realizados por Silva, et al.*?6, Garcia-Queiroz, et al.'?® e, Cunha et al.*?’. Isso
indica que o processo de extracdo por via biotecnolégica ndo alterou os
parametros fisico-quimicos do 6leo.

O indice de saponificacdo obtido para o dleo de buriti (230,0 [2,51] mg
KOH.g1) apresentou-se elevado de acordo com Serra et al.'*4, ou seja, maior
que 160 mg KOH.g%, o que sugere que o 6leo de buriti avaliado apresenta acidos
graxos de cadeia média em sua composi¢cao, como o acido laurico detectado por
GC.

Os resultados obtidos para densidade relativa (920 kg/m=3) e
viscosidade a 25 °C (45,32 mPA.s?1) foram semelhantes aos valores médios
encontrados na literatura de 916 kg/m (Cunha et al.*??, Aquino et al.8, Silva et
al.1?5, Ceriani et al.'?°) e 46 mPA.s* (Cunha et al.*?”, Aquino et al.8) em éleos de
buriti brutos ou refinados extraidos de forma convencional ou ndo convencional

em diferentes temperaturas.



5.3 ANALISE DE MINERAIS

buriti obtido por via biotecnolégica sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3.

Teor de minerais no 6leo de buriti (M. flexuosa) obtido por biotecnologia.

Minerais
Cobalto
Cobre
Cromo
Ferro
Fosforo
Magnésio
Manganés
Niquel
Potéassio
Saodio
Célcio

Zinco

mg.gt déleo
< LD*
0,68
<LD
1,1
4,37
2,56
0,09
<LD
1,7
5,96
9,00
0,93

*LD: Limite de Deteccéo.
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Os resultados obtidos para a determinacdo de minerais do 6leo de

O mineral presente em maior concentragéo foi o calcio (9,00 mg.g?),

seguido do sédio (5,96 mg.g?) e fosforo (4,37 mg.g?). Silva, et al.'?” avaliou o

Oleo de buriti refinado obtido da polpa do fruto, encontrando apenas o fésforo

(1,00 mg.Kg).

A elevada concentracdo de minerais obtida no 6leo de buriti

investigado pode ser justificada pela auséncia de processamento (refino) apés a

obtencdo. Os Oleos refinados sofrem uma reducédo significativa no teor de

minerais a fim de prolongar a vida de prateleira, pois 0os ions metalicos séo

desencadeadores de processos oxidativos, interferindo na qualidade e nos

aspectos sensoriais dos 6leos comestiveis.3°
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5.4 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS

A Tabela 4 mostra o perfil de compostos fendlicos presentes no 6leo
de buriti detectados por HPLC. Observa-se que altas concentracdes de
compostos fendlicos encontradas no 6leo de buriti podem ser representadas pela
predominéancia do flavonoide glicosideo, quercetina, reconhecido por seu
potente poder antioxidante. Suas propriedades englobam efeitos cardio e
gastroprotetor, anti-hipertensivo, antidiabetogénico e imunomodulador,
protegendo o0 organismo contra céancer, processos inflamatoérios, virais,

infecciosos e alérgicos.'3!

Tabela 4.

Perfil de compostos fendlicos presentes na fracéo hidrofilica do éleo de buriti (M.
flexuosa), obtido por CLAE, utilizando os padrdes comerciais de acido galico,
catequina, acido vanilico, acido siringico, acido elagico, vanilina e quercetina.

Compostos Fendlicos  Teor de Fenolicos (ug.g™)

Acido galico ND*
Catequina 0,33 (0,02)
Acido Vanilico 3,49 (0,04)
Acido Siringico 0,31 (0,02)
Acido Elagico 1,11 (0,04)
Vanilina 0,70 (0,31)
Quecetina 20,53 (0,37)
Eugenol 17,60 (0,16)

*N&o detectado.

A quercetina também foi detectada por Koolen et al'l, por
espectrofotometria, no extrato da polpa do buriti proveniente da Amazonia. No
Oleo, autores afirmam que a quercetina pode proporcionar maior estabilidade ao
prevenir danos oxidativos induzidos por radicais-livres, ions peréxidos e metais

de transicdo com seus ions metdlicos, retardando a peroxidacéo lipidica.'?°
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O segundo fendlico predominante no 6leo de buriti avaliado foi o
eugenol [17,60 (0,16) ug.g], inferior a média encontrada por exemplo no cravo-
da-india, referenciado como uma das principais fontes de eugenol. Este fendlico
apresenta  propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antivirais e
citotéxicas.33

A vanilina também foi detectada no 6leo de buriti na concentracao de
0,70 (0,31) ug.gl. Este composto caracteriza-se como um importante
flavorizante, tendo como fonte de extracdo a planta Vanilla planifolia, muito
procurado pela industria alimenticia.34

Foram detectados ainda no estudo os taninos, acido elagico e
catequina, antioxidantes com efeitos antimicrobianos e citotoxicos no organismo,
contribuindo para a prevencdo da oxidacdo induzida por radicais-livres,

resultando em reducgéo do estresse oxidativo.3>136

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode agir em um sistema por meio de diferentes
mecanismos e, sua efetividade pode variar em funcéo da presenca de diferentes
espécies de radicais.'®” O uso de multiplos métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante tem sido recomendado, uma vez que, variam em termos de
substratos, mecanismos e condicdes de reacdo.!3®

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos pelas diferentes
metodologias utilizadas para avaliar a atividade antioxidante das fracbes
hidrofilica (HF) e lipofilica (LF), obtidas a partir do 6leo de buriti. Observou-se
que HF apresentou uma maior atividade antioxidante em todos os testes
realizados, quando comparada a HL (p<0,05). Isso reflete a presenca de altas
concentracdes de compostos fendlicos detectados por HPLC. Esses compostos
apresentam a capacidade de doar hidrogénio ou elétrons com intuito de
estabilizar os radicais livres, inibindo a cadeia de iniciagdo ou interrompendo a
cadeia de propagacdo das reacOes oxidativas promovidas por estas
substancias.®*40 Em funcdo disso, os fendlicos tém papel de destaque na
reducdo do estresse oxidativo no organismo humano desencadeado por

diversas patologia.l41-143
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Tabela 5.
Atividade antioxidante nas fracdes hidrofilicas e lipofilicas do 6leo de buriti (M.
flexuosa) obtido por biotecnologia.

L Mean (DP)
Testes Antioxidantes . . o
Fracdo Hidrofilica Fracdo Lipofilica
TCA (mg AA g?) 8,96 (0,10)A 2,88 (0,23)B
Poder Redutor (mg AA g?1) 32,00 (0,00)A 12,23 (1,30)8B
DPPH (UM TE.g2) 37,17 (0,10)A 0,32 (0,02)B
fon Superoéxido (% inibic&o) 87,66 (0,283)* 82,14 (0,122)8

Nota: Letras mailsculas iguais, na mesma coluna, ndo diferem
significativamente (p>0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma linha,
diferiram significativamente (p<0,05).

Em relag&o ao teste de sequestro do radical DPPH, o resultado obtido
para HF (37,17 uM TE.g?) foi 100 vezes maior quando comparada a LF (0,32
UM TE.g'). Estudos encontrados na literatura mostram dados obtidos em
estudos com Oleos vegetais inferiores aos valores encontrados no presente
estudo. Ribeiro et al.144 obtiveram encontraram valores iguais a 1,94 e 1,08 uM
TE.g?, respectivamente para as frages hidrofilica e lipofilica obtidas a partir do
6leo da faveleira (Cnidoscolus quercifolius). Li et al.1*® avaliaram o éleo de nozes
solubilizado em isopropanol e obtiveram resultado igual a 0,47 uM TE.g™.

Tanto HF (32,00 mg AA.g!) como a LF (12,23 mg AA.g*) do éleo de
buriti apresentaram valores de poder redutor maiores que os encontrados no
estudo de Ribeiro et al.'#4, que utilizou o extrato metandlico oriundo do 6leo
obtido da faveleira, e obteve 0,11 mg AA.g* e 1,59 mg AA.g*! para a fracdo
lipofilica e hidrofilica, respectivamente. Por outro lado, observa-se
comportamento semelhante ao obtido no presente estudo, ou seja, a fracdo
hidrofilica teve maior potencial antioxidante comparada a lipofilica. O poder
redutor esta relacionado com a habilidade do composto em transferir elétrons,
os quais contribuem para neutralizar os radicais livres.'#6. Alguns estudos
mostram que a capacidade do poder redutor de um composto pode servir como
indicador do significante potencial antioxidante.147:148

A atividade antioxidante de 6leos vegetais esta diretamente associada
as condicdes de cultivo da matéria-prima e extracdo do oleo vegetal (Espinosa-

Pardo et al.1*9, Vigano et al.**), sendo a via biotecnolégica uma alternativa para
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a obtencéo do 6leo de buriti. Os resultados mostram que o 6leo de buriti obtido
por via biotecnolégica pode ser empregado como fonte de compostos
antioxidantes, minerais e acidos graxos polinsaturados na dieta, apresentando
grande potencial para ser utilizado como ingrediente em alimentos

industrializados.

5.6 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A técnica de encapsulagdo em produtos, como os 6leos vegetais, vem
sendo empregada na industria para minimizar problemas relacionados a
instabilidade de substancias naturais, como 0s compostos bioativos, pigmentos
e micronutrientes, bem como de insolubilidade em agua e baixa
palatabilidade.416.151

Diante destes propositos, o0 encapsulado a base de alginato (OAL) foi
excluido do estudo, devido as caracteristicas visuais observadas, tais como o
aspecto oleoso (Figura 7), o qual inviabilizou a realizacéo de anélises como MEV
e DRX, apontando a ineficacia da encapsulacdo do 6leo de buriti. Com este
agente, Soliman, et al.'>?, observaram que concentracdes de alginato acima de
2 % promoveram reducdo na eficiéncia de incorporacdo de Oleos vegetais
essenciais. De acordo com os pesquisadores, isso ocorreu devido ao aumento
do espaco ocupado pelo alginato, causando diminuicdo do espaco livre dentro
da matriz polimérica e, em funcdo disso a quantidade de 6leo aprisionada

também diminui.

A B C

Figura 7. Encapsulados em p6é a base de 6leo de buriti (Mauritia
flexuosa) obtidos pela técnica de emulsificacdo O/A. A: éleo de buriti
encapsulado em alginato de sédio (OAL); B: 6leo de buriti encapsulado
em gelatina suina (OGS); C: 6leo de buriti encapsulado em alginato de
sédio e gelatina suina (OAG).
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5.7 MICROSCOPIA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 8 mostra as micrografias obtidas a partir dos
encapsulados OGS e OAG. Por meio do MEV, pode-se analisar e
caracterizar aspectos morfologicos de superficie das particulas

formadas, bem como seu tamanho fisico e homogeneidade.153.154

Figura 8. Micrografias obtidas por MEV das particulas em p0, dispersas em
acetona, obtidas pela técnica de emulsificagcdo O/A. (A) OAG: encapsulado a
base da combinacéo de alginato de sddio, gelatina suina, Tween 20 e Oleo de
buriti e; (B) OGS: encapsulado a base de gelatina suina, Tween 20 e 6leo de
buriti.

Para OAG pode-se observar a presenca de particulas com formato
esférico e oval, superficies lisas, sem rachaduras ou depressdes, com grande
aglomeracao e heterogéneas quanto a distribuicdo de tamanho fisico, mostrando
muitas particulas em escala micrométrica e poucas em escala manomeétrica.

Particulas em formato esférico, caracterizadas como microparticulas
(> 100 nm) e dispostas de forma heterogénea, também foi observado em um

estudo ao realizar a encapsulagdo de Oleo essencial por emulsdo com os



agentes encapsulantes alginato de sédio e goma de caju.%®

Lemos et al.**%, ao encapsular 6leo de buriti por coacervagéo
obtiveram microparticulas com tamanho heterogéneo ao utilizar alginato
de sédio e gelatina como agentes encapsulantes.

Por outro lado, OGS apresentou particulas esféricas, com
superficies lisas e, tamanho na escala nanométrica (< 100 nm)*8 com
distribuicdo homogéneas e, menor tendéncia a aglomeracdo quando
comparada a OAG.

A partir desses resultados o 6leo de buriti encapsulado pela
técnica de emulsificacdo O/A foi bem protegido, tanto por gelatina suina
(OGS), como também pela combinacdo desta com alginato de sodio
(OAG). Entretanto, a gelatina suina foi 0 agente encapsulante que
proporcionou menor tamanho e distribuicio homogénea mais
satisfatoria, o que pode ajudar a promover o aumento do potencial de

aplicacdo do 6leo encapsulado em matriz alimenticia.

5.8 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSPORTADA DE FOURRIER (FTIR)

A Figura 9 mostra os espectros de FTIR obtidos para o 6leo
de buriti puro, agentes encapsulantes isolados e os encapsulados em
pd (OGS e OAG). Observou-se no espectro do 6leo bruto de buriti a
deteccdo de grupos de hidrocarbonetos, pelas bandas vibracionais na
faixa de 2928 — 2850 cm? (ligacdo C — H), além de bandas na regiéo de
3013 cm™ e de 1464 cm?, caracterizando, respectivamente, 0S grupos
—OH e —CH3, que mostram a forte constituicdo deste 6leo descrita na
literatura como ingrediente fonte de carotenoides.?® A vibracéo
detectada na regido 1742 cm indica a forte presenca de ligacdes
duplas (C = C; C = O) no 0Oleo de buriti, que caracterizam a presenca de
acidos graxos insaturados.

O espectro do tensoativo Tween 20 apresentou vibracdes
intensas na regido de 3512 cm, que caracteriza a presenca de ligacédo
—OH; em 2922 cm-1 e 2863 cm referente a estiramento das vibracées

de metileno assimétrico e simétrico; em 1736 cm-, mostrando vibracdo
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do grupo carbonila; e, em 1101 cm™ referente ao estiramento da

vibracdo —CH»-O-CH>-, de acordo com Silverstein & Webter.'>’
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Figura 9. Espectros de FTIR dos encapsulados obtidos pela técnica de
emulsificacdo O/A. (A) OGS: encapsulado em gelatina suina: a. OGS:
encapsulado em gelatina suina; b. Tween 20; c. gelatina suina; d. 6leo
de buriti puro; (B) OAG: encapsulado a base da combinacéo de gelatina
suina e alginato de sédio: a. OAG: encapsulado em combinacéo de
gelatina suina e alginato de sédio; b. Tween 20; c. 6leo de buriti; d.
gelatina suina; e. alginato de sodio.

No espectro da gelatina suina foram observadas bandas que
caracterizam vibracdo em 1645 cm, que reflete a presenca da ligacédo
C=0 (amida l), que de acordo com Silverstein & Webster®’, fica préxima

a regido de 1650 cm™. Outra banda é observada em 1593 cm,
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apontando a presenca de amida secundaria aciclica, em funcdo da
flexdo da ligacdo N-H, de acordo com Guerrero et al.1%8

O alginato de sédio apresentou vibragfes na regido de 1597
— 1413 cm* que indica a presenca do grupo carbonila (C = O), valores
proximos também detectados por Lawrie et al.’®® e Lemos et al.1%
Observou-se também no espectro do alginato de sédio uma vibracao na
faixa 3360 - 3156 cm™ e, 1080 cm* que caracterizam, respectivamente
a existéncia em sua estrutura de grupos hidroxilas (O-H) e anéis
piranosidicos (C - O), também detectados por Mandal et al.1®? e Lee et
a|_161

Ao observar o espectro obtido do OGS (Figura 9B) pode-se
observar que houve interacdo entre o agente encapsulante gelatina, o
Oleo de buriti e tensoativo Tween 20, pela atenuacdo das bandas de
absorcao detectadas no Tween 20 (1097 cm™) e, no 6leo de buriti (3013,
2928, 2850 e 1742 cm), indicando ndo somente a presenca como
também protecao do 6leo nas particulas obtidas. Também foi observado
um estiramento da vibracdo em 1645 cm! presente tanto na gelatina
pura quanto no Tween 20. Além disso, houve a formacdo de novas
bandas, ndo observadas nos espectros do 6leo de buriti puro e gelatina
suina bruta (1548 — 1094 cm), o que pode ser um indicativo de
interacfes hidrofébicas entre aminoacidos apolares presentes na
molécula da gelatina suina com a cadeia carbdnica do 6leo vegetal.

Por outro lado, ao observar o espectro do OGA (Figura 9B)
houve uma atenuacdo menos expressiva nas bandas de absorcéo
referentes ao 6leo de buriti (2928, 2850, 1742 cm™). Entretanto, foi
identificada atenuacédo de bandas de vibragdo do Tween 20 (1645 e
1101 cm), estiramento da vibragdo de 1645 cm, também observada
na gelatina suina e no Tween 20, além da formacdo de novas bandas
(1548 cm™ e 1140 cm™?), podendo sugerir a presenca de interacées
quimicas entre os materiais utilizados no estudo. Interacées quimicas
mais expressivas entre 0s mesmos agentes encapsulantes utilizados no
estudo foram observados por Lemos et al.*>%, por meio da encapsulacéo

do 6leo de buriti por coacervacéo.
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5.9 DIFRACAO A LASER

O tamanho de particula € um parametro importante para
definir a aplicacdo dos encapsulados. Sagiri et al.'®? reforcam que o
tamanho de particula e sua distribuicdo sdo de suma importancia
quando a intencdo é a incorporacao de ingrediente em alimentos, uma
vez que, particulas grandes podem afetar os atributos de textura do
produto final, e a biodisponibilidade do ativo. Tendo em vista que,
apresentam uma maior variedade de tamanho.>1,160.161

Os resultados de tamanho de particula e indice de
polidispersdo obtidos para os encapsulados produzidos no presente
estudo foram: 51,0 (6,07) nm e 0,40 (0,05) para grupo OGS e; para o
grupo OAG, 400,0 (7,0) nm e 0,55 (0,12) para particulas menores e
1443,87 (87,83) nm e 0,60 (0,09) das particulas maiores. Com isso, €
possivel inferir que OGS apresentou distribuicdo unimodal de tamanho
e, OAG apresentou distribuicao trimodal de tamanho, como pode  ser

observado na Figura 10.

Diameter (nm) 500 ¢ Diameter (nm)

Figura 10. Distribuicdo de tamanho de particula por Difracdo a Laser de
particulas encapsulados em po, obtidos pela técnica de emulsificacédo
O\A, os quais foram reticulados e redispersos em acetona para
mensuracao. (A) OGS: encapsulado em gelatina suina e, (B) OAG:
encapsulado em combinacéo de alginato de sodio e gelatina suina.

Com base nisso, € possivel observar que os resultados

obtidos reforcam o que foi mostrado por meio do MEV, ou seja, que a
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encapsulacao do 6leo de buriti com gelatina suina promoveu a obtencéo
de nanoparticulas com dispersdo de tamanho homogéneo, tendo em
vista que apresentaram tamanho inferiores a 100 nm e menor indice de
polidispersao. O oposto foi observado para OAG, cujo processo originou
microparticulas, com dispersdo de tamanho heterogéneo, devido ao
maior indice de polidispersdo obtido e distribuicéo trimodal.

Lemos et al.'%® avaliaram a encapsulacdo do 6leo de buriti
utilizando técnica de coacervacdo com a combinacdo dos agentes
encapsulantes alginato e gelatina, sem utilizacao de tensoativo, obtendo
microparticulas na faixa de 132 a 490 um, distribuicdo de tamanho
heterogéneo, perfil das particulas obtidas no presente estudo pela
técnica de emulsificacdo O/A.

Estudos associaram a influéncia da concentracdo e tipo de
tensoativo na obtencdo de bons resultados de disperséo, tamanho de
particulas e, consequentemente, de estabilidade fisico-quimica das
particulas obtidas apoés processo de encapsulacéo de 6leos vegetais. 6
165

No presente estudo, ao obter particulas com didmetros
menores para OGS, pode-se notar a existéncia de uma melhor interacéo
entre o 6leo de buriti, gelatina e o tensoativo Tween 20, comparado a
combinac¢éo dos encapsulantes do grupo OAG.

Anarjan & Tan'® observaram que o tipo e a concentragdo do
tensoativo a ser utilizado no processo de encapsulacdo é capaz de
influenciar tanto na eficiéncia de incorporacao do nucleo, bem como no

tamanho e dispersao das particulas obtidas no processo.

5.10 POTENCIAL ZETA

Esta variavel reflete as cargas presentes na superficie das
particulas, sendo influenciada por mudancas na interface com o meio
dispersante, devido a dissociacao de grupos funcionais na superficie da
particula, ou da adsorcédo de espécies ibnicas presentes no meio de
disperséo.166

O resultado do Potencial Zeta obtido para OGS e OAG foi de

55



6,85 (0,81) mV e 10,34 (1,79) mV, respectivamente. Os dados obtidos
indicam a presenca de cargas positivas na superficie das particulas,
mostrando a influéncia do pH no ponto isoelétrico da gelatina suina,
tendo em vista que a mesma em pH abaixo de 7,0 tem carga positiva.1¢’
Além disso, tendo em vista que o alginato é aniénico, nota-se que as
particulas obtidas utilizando a combinacdo de agentes encapsulantes
possuem o predominio de gelatina na superficie.161.168

Os valores desta mensuracdo também sdo capazes de
indicar a estabilidade das particulas obtidas, podendo assim, influenciar
na definicAo da aplicabilidade dos encapsulados obtidos. Conforme
Bhattacharjee'®, altamente estaveis quando os valores do Potencial
Zeta sdo em média £ 30 mV, moderadamente instaveis de + 20-30 mV
e altamente instaveis quando sdo em média + 0-10 mV. Com isso, pode-
se classificar as nanoparticulas obtidas como altamente instaveis nas
condic¢des definidas no estudo.

Particulas obtidas por Wang et al'’®, ao promover a
encapsulacdo do 6leo de atum pela técnica de coacervacao, utilizando
gelatina e hexametafosfato de sodio, também obtiveram valor médio de
Potencial Zeta semelhante em pH abaixo de 7,0 e, a predominancia da
gelatina suina na superficie das particulas em pH na faixa de 4,0 - 7,0,
associando este resultado ao fato das proteinas apresentarem
grupamentos aminas (-NH+3) carregados positivamente no ponto

isoelétrico.

56



5.11 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

A Figura 11 mostra os difatogramas dos agentes
encapsulantes na forma bruta e, encapsulados em gelatina e em

combinacéo desta com alginato de sodio.

57

&0 . p B
- 7= .

= ]
£ 2
= £
] [
[ 14 & i
= @
E I

E E 200 4
- g

E =4 E |
jl“\l"&.l' |
it by N Sl
':I =} T T T
] o o 4 [on] v
20

c 100 o 200

160
— o] —
- £

k| E 1204
] =
s 50 o =4
i i

= g 9
] g
E 4 E

. |
| B . o , 'M, AR tsinim s
a m &0 60 B 100 a n 40 i ) 100
20 P

Figura 11. Difratogramas de raios X dos encapsulados em p6 obtidos
pela técnica de emsulsificacdo O/A. (A) gelatina suina, (B) alginato de
sédio, (C) OGS: encapsulado a base de gelatina suina, Tween 20 e Gleo
de buriti e, (D) OAG: encapsulado a base da combinacao de alginato de
sédio e, gelatina suina, Tween 20 e o dleo.

Pode-se observar que os difatogramas obtidos para os
agentes encapsulantes alginato de sodio e gelatina suina apresentaram
estrutura semi-cristalina, com ruidos que caracterizam comportamento
amorfo e picos bem definidos, que caracterizam regides cristalinas,
sendo mais predominante no alginato. Oliveira, et al.l” observou o
mesmo comportamento para o alginato de sédio em estudo envolvendo
encapsulacdo de oOleo essencial de alecrim-pimenta. A cristalinidade do

alginato estd relacionada a sua composicdo molecular contendo
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minerais como sodio e calcio.l’* Ja a deteccéo de picos bem definidos
no difatograma da gelatina pode estar relacionada a estrutura da triplice
hélice do colageno.*®

Os difatogramas obtidos para os encapsulados sugerem
interac&o entre o Oleo de buriti, 0s agentes encapsulantes e Tween 20,
tendo em vista que, observaram-se deslocamentos dos picos e
atenuacao na intensidade dos sinais de cristalinidade detectados nos
encapsulados, especialmente no difratograma do encapsulado em

gelatina.

5.12 EFICIENCIA DE INCORPORACAO DO OLEO DE BURITI

A eficiencia de incorporacdo obtida para OGS e OAG foi
respectivamente, de 86,80 (1,31)% e 71,91 (1,12)%, com diferenca significativa
entre os grupos (p < 0,05). Os resultados caracterizaram uma boa eficiéncia de
incorporacdo dos agentes encapsulantes avaliados, porém observou-se maior
retencdo do 6leo de buriti em gelatina comparada a obtida por meio da

combinagcdo desta com alginato. Em trabalho de revisdo sobre encapsulacéo,

Sagiri et al™ indicam estudos com 6tima eficiéncia de incorporagdo quando
percentuais >80% sdo obtidos. Esse resultado reflete a boa interacdo entre
gelatina, 6leo de buriti e Tween 20 mostrada na caracterizacao por FTIR, que
apontou intera¢des quimicas entre os materiais e maior protecéo do nucleo.

Em estudo avaliando a eficiéncia de incorporacédo do 6leo de buriti
encapsulado em combinacéo de gelatina e alginato de sédio, por meio da técnica

de coacervacédo, foi obtido percentual semelhante comparado ao presente
156
estudo (85%)).

Diferencas em resultados de eficiéncia de incorporacdo estao
relacionadas com a propor¢ao de nucleo e encapsulante, nas condi¢ces sob as

quais o encapsulamento foi realizado e da técnica ou método de obtencao

172 . e . ~ ) .
empregado. Com isso, uma eficiente incorporacdo de oleo vai depender

diretamente da quantidade utilizada no processo, por influenciar na eficiéncia

.. ~ . 173
de aprisionamento pelos agentes encapsulantes € na acao dos tensoativo.
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5.13 ENSAIO DE DISPERSAO EM AGUA

Os dleos vegetais sdo conhecidos pela baixa solubilidade em agua,
sendo investigadas formas de resolver esta limitacdo por meio do uso de
solventes organicos, ou por técnicas como a encapsulacdo.t’41’> Esta técnica
caracteriza-se por aumentar o potencial de aplicacdo destes produtos no
mercado, ao aumentar a solubilidade de substancias lipofilicas em agua.62176

As particulas em nanoescala tém atraido muita atencdo para o
desenvolvimento de novos complexos de biopolimeros para o aprimoramento
ndo somente da estabilidade dos 6leos, mas também da solubilidade.’” Tendo
em vista que, o tamanho das particulas obtidas pode influenciar diretamente na
solubilidade, devido a maior disposicéo da superficie de contato para interaces
entre 0s constituintes do sistema, as nanoparticulas proporcionam maior
solubilidade ao produto final.162178.179

Os resultados do ensaio de solubilidade obtidos para os encapsulados
e para o 6leo de buriti bruto mostram que OGS apresentou maior solubilidade
em agua [89,83% (2,59)] (p<0,05), comparado ao OAG [42,84% (2,21)], tendo 0
6leo de buriti bruto o menor percentual de solubilidade [3,91% (0,39)].

Keawchaoon e Yoksan'®® associaram bons resultados de solubilidade
de Oleos encapsulados em quitosana a formacao de nanoparticulas apds o
processo de encapsulacéo. Esta associacao pode ser observada com o 6leo de
buriti encapsulado em gelatina (OGS), que apresentou melhor solubilidade em
agua comparado ao grupo OAG, devido ao menor tamanho de particula obtido
para esse grupo, além da maior interacdo quimica entre os materiais apontada
pela FTIR.

5.14 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
A Tabela 6 descreve o percentual de inibicdo do crescimento

microbiano obtido para o 6leo bruto de buriti e encapsulado na concentragcdo de

2,5 mg.mL"1, na qual apresentou a melhor atividade antimicrobiana.
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Tabela 6.

Média e desvio-padrao do percentual de inibicdo do crescimento microbiano para
0S microrganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumonia, pelo 6leo de buriti bruto (Mauritia flexuosa), encapsulados
em gelatina suina (OGS), na concentracéo de 2,5 mg.mL.

Inibicdo do crescimento (%) (DP)

Microrganismo  Oleo de buriti
OGS
Bruto

Pseudomonas 68,42 (1,19)2 49,1 (14,8)2
aeruginosa

Klebsiella 39,24 (3,48)2 29,5 (6,42)2
pneumonia

*Médias de trés repeticdes (desvio padréo).
*Letras mindsculas iguais, na mesma linha, ndo diferem significativamente
segundo o Teste t Student (p>0,05).

A formulagéo OGS foi avaliada por ter obtido melhores resultados no
estudo de caracterizacdo, eficiéncia de incorporacdo e solubilidade. Pode-se
observar que, o 6leo bruto apresentou inibicdo do crescimento bacteriano das
cepas analisadas, com destaque para a inibicdo de Pseudomonas aeruginosa
(>50%). Ja o encapsulado a base de gelatina suina (OGS) conseguiu preservar
a atividade antimicrobiana do 6leo de buriti (p>0,05).

Poucos estudos foram encontrados reportando a atividade
antimicrobiana do 6leo de buriti. Gomez-Estaca et al.’8! ao utilizar gelatina e/ou
gelatina em combinacdo com quitosana como agentes encapsulantes na
incorporacdo de Oleo essencial do cravo, observaram que ndo afetou
significativamente (p>0,05) a inibicdo de crescimento dos microrganismos:
Pseudomonas fluorescens, Lactobacillus acidophilus, Listeria innocua e E. coli.

Koolen et al.11, apesar de néo citar o percentual de inibicdo bacteriana
no estudo, encontrou no extrato de buriti 0 melhor desempenho na atividade
antimicrobiana em cepas como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. Entretanto, estes pesquisadores utilizaram uma concentragdo de 50
mg/mL do extrato, maior que a utilizada no presente estudo (2,5 mg.mL1).

Ao analisar a atividade antimicrobiana do 6leo de buriti, em uma

concentracéo de partida de 800 mg/mL, foi observada uma atividade de inibicdo



61

contra algumas bactérias, dentre elas: Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumonia.’® Batista et al.!3 identificaram maior desempenho de inibi¢cdo no
crescimento da cepa Klebsiella pneumonia, exercido pelo dleo de buriti.

Os produtos de origem vegetal apresentam atividade antimicrobiana
mais intensa sobre o crescimento de bactérias gram-positivas que gram-
negativas. Oliveira et al.*®?, associam a predominancia deste comportamento
antimicrobiano a maior interacéo entre os constituintes fitoquimicos presentes no
Oleo com a parede celular bacteriana.

Por outro lado, a membrana externa presente nas bactérias gram-
negativas podem atuar como uma barreira contra oS compostos bioativos
presentes nos extratos e 6leos de vegetais.l’* Entretanto, o presente estudo
obteve resultado de inibicdo acima de 50% para Pseudomonas aureaginosa, que

€ um microrganismo gram-negativo, mesmo ha menor concentracao utilizada.

6. CONCLUSAO

O processo biotecnoldgico possivelmente potencializou a extracdo de
acidos graxos, minerais e antioxidantes, como os compostos fendlicos, durante
a obtencéo do 6leo de buriti promovendo seu carater funcional. O perfil de acidos
graxos identificado no 6leo aponta perceptiveis lacunas sobre o processo
fermentativo com a utilizagcéo das cepas Pichia pastori e Lactobacillus sp.

Em adicéo, o encapsulamento do 6leo de buriti, por meio da técnica
de emulsificagdo O/A, mostrou-se um processo promissor ao utilizar gelatina
suina como agente encapsulante e Tween 20 como tensoativo. Esta formulacao
permitiu a producéo de nanoparticulas com distribuicdo de tamanho homogénea,
sendo crucial para aumentar a solubilidade do 6leo em agua. Isto associado a
preservacdo do potencial antimicrobiano do 6leo, aumentam o potencial de

aplicacao do oOleo de buriti como ingrediente em alimentos industrializados.
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