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RESUMO

Os frutos de ajuru (Chrysobalanus icaco), uma planta que pertence a familia
Chrysobalanaceae, sdo uma fonte interessante de substancias bioativas.
Apesar de suas propriedades funcionais, a utilizagdo de derivados desses
frutos para obtencédo de formulagBes inovadoras € escassa. Nesse contexto,
este trabalho apresenta uma nova abordagem para a utilizacao de dois extratos
(6leo das sementes e a fase aquosa) dos frutos do ajuru para obter-se uma
fitonano-emulséo otimizada. O sistema coloidal foi preparado com o6leos da
semente (valor de equilibrio hidrofilo lip6filo = 14, determinado com mistura de
polisorbato 80/monooleato de sorbitano) e uma fase aquosa flavonoidica (0,19
+ 0,04 mg/mL de flavonoides) apresentaram um didmetro médio e indice de
polidispersdo em torno de 150 nm e 0,250, respectivamente. Esses resultados
foram menores do que a nano- emulsdo preparada com &agua deionizada,
sendo a ultima também relacionada a uma curva de distribuicdo de goticulas
mais ampla durante o armazenamento. Esses resultados ressaltam a
importdncia de substancias bioativas enddogenas na estabilizacdo de
fitocoloides, contribuindo para o estado da arte da nanobiotecnologia
fitofarmacéutica e abrindo perspectivas para a utilizacdo de fracdes e/ou
extratos contendo flavondides com O6leos da mesma espécie funcional,
consequentemente obtendo protétipos passiveis de serem utilizados devido ao

seu potencial bioativo.

Palavras- chaves: Acidos graxos, coléides, espalhamento dinamico da luz,

flavonoides,fitofarmacéutica.



ABSTRACT

The fruits from ajuru (Chrysobalanus icaco), a plant species belonging to the
Chrysobalanaceae family, are an interesting source of bioactive flavonoids. In
spite of its functional properties, the utilization of fruits derivatives for innovative
formulations is scarce. In this context, the present study presents a novel
approach for utilization of two ajuru-whole fruit herbal extracts in order to
achieve an optimal phytonano-emulsion. The colloidal system prepared with the
oil from seeds (required hydrophilic-lipophilic balance value = 14, determined
with a blend of polysorbate 80/sorbitan monooleate) and a flavonoid aqueous
phase (0.19 + 0.04 mg/mL of flavonoids) presented mean size diameter and
polydispersity index around 150 nm and 0.250, respectively. These results were
lower than the nano-emulsion prepared with deionized water, being the last also
presenting a broader size distribution during the storage. The results highlights
the importance of intrinsic bioactive compounds as endogenous phytocolloids
stabilizers, contributing to the state of art of phytopharmaceutical
nanobiotechnology and opening perspectives for utilization of fractions of
extracts containing flavonoids with oils of the same therapeutic plant, therefore
obtaining suitable prototypes that can be further accessed for their bioactive

potential.

Key words:Fatty acids, colloids, dynamic light scattering.
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1. INTRODUCAO

Frutas e hortalicas sdo descritas como essenciais para a saude humana,
uma vez que séo fontes de nutrientes e constituintes nutritivos, como vitaminas,
minerais e micronutrientes oriundos do metabolismo secundarios de plantas
(WHO, 2014).

Dentre as inUmeras espécies vegetais presentes e com potencial de
exploracdo destaca-se o0 ajuru, também conhecido popularmente como guajiru,
ou ainda abajert, dentre outros nomes populares. Essa planta de porte
arbustivo pode ser encontrada no Brasil e em outros paises como a Colémbia e
a Venezuela (Vargas 1998).

A espécie Chrysobalanus icaco L. € da familia botanica Chrysobalanaceae
e apresenta grande importancia medicinal, com propriedades farmacolbgicas
comprovadas e até mesmo associadas ao seu uso etnofarmacolégico, como a
sua acao hipoglicemiante. Devido as suas propriedades funcionais, 0 consumo
desta fruta pode ser benéfico na promocao da salude humana e até mesmo
potencialmente Gtil na reducdo do risco de doencas cronicas. (Venancio et
al,2017).

Novas tecnologias tém sido consideradas promissoras quando
associadas aos produtos naturais, auxiliando no arsenal terapéutico e
principalmente em préticas integradas de saude. De acordo com Kim (2010), a
nanotecnologia € uma area de pesquisa e desenvolvimento muito ampla e
interdisciplinar, que se baseia nos mais diversificados tipos de materiais.
Engloba desde metais semicondutores e biomateriais até polimeros em escala
nanomeétrica, de modo a formar sistemas com caracteristicas especiais. Na
area farmacéutica, esses nanomateriais estdo sendo principalmente
associados ao desenvolvimento de novos veiculos para a liberacdo de
farmacos e moléculas bioativas em produtos funcionais, sendo que alguns ja
estdo submetidos a ensaios clinicos ou ja séo aprovados para o uso humano
pelo Food and Drug Administration (FDA).

Dentro desse contexto, observa-se um interesse crescente na busca por
sistemas nanoestruturados a base de produtos naturais, dada a versatilidade e
diversas vantagens que eles apresentam. Dentre os diversos tipos de

nanoformulagbes, destacam-se as nano-emulsbes, que sao sistemas
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nanodispersos de dois liquidos imisciveis em que a fase dispersa (usualmente

um 6leo) possui goticulas de didametro compreendido entre 20-200 nm.
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2 OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma nano-emulsdo aquosa a partir da combinagéao do
Oleo das sementes e uma fracdo flavonoidica dos frutos do ajurd

(Chrysobalanus icaco L.).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver as nano-emulsoes;
e Caracterizar por espalhamento dinamico da Iluz nano-emulsfes

otimizadas a base dos frutos de ajuru.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1Chrysobalanus icaco L.
3.1.1. Generalidades

A familia Chrysobalanaceae tem ocorréncia em regifes tropicais e
subtropicais, compreendendo espécies de habito arbustivo e arbéreo
(BRUMMITT, 1992; BARDON et al., 2016).

Segundo Dalhgren (1982), a espécie Chrysobalanus icaco apresenta a

seguinte classificacao botéanica:

Classe: Chrysobalaneae;
Subclasse Dicotiledbnea;
Ordem: Rosales;

Familia: Chrysobalanaceae;
Género: Chrysobalanus;

Espécie: Chrysobalanus icaco

Popularmente conhecida como ajurd, € uma espécie de planta arborea
silvestre de porte médio, com altura maxima de 3 metros e ciclo de vida
perenifdlia. Seu tronco possui diametro de 15 cm a 30 cm e suas folhas sao
duras e ovais, de cor verde escuro brilhante na parte superior. Possui
comprimento até 4 cm e largura de 3 a 6 cm (MATOS, 1999).

Seu fruto é arredondado (Figura 1), com largura de 2-5 cm, cor diversificada
entre o branco-creme, a rosa e purpura, por algumas vezes quase preto. Sua
polpa é branca, um tanto esponjosa, as vezes adocicada, € insipida. E bastante
adstringente quando nao estd bem maduro. Cada fruto possui apenas uma
semente tipo noz (Figura 1), constituida por uma casca dura e uma améndoa

tenra (Vargas et al. 2000).
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Figura 1: Frutos de Chrysobalanus icaco L.

Fonte: www.colecionandofrutas.org

Segundo Prance (1979), as flores de C. icaco nascem em pequenos
ramos auxiliares, sendo pequenas e de cor verde e branca. Sao geralmente
vistosas, reunidas em inflorescéncia, bracteadas, com tubo floral desenvolvido
(hipanto), cinco sépalas, cinco pétalas, livres, cinco a numerosos estames, as
vezes dispostos unilateralmente, com filetes muitas vezes evidentes, excertos e

coloridos, ovario supero, com estilete inserido na base, ou seja, ginobasico.

Figura 2: Folha e frutos de Chrysobalanus icaco L.

Fonte: Autoria propria.


http://www.colecionandofrutas.org/
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C. icaco também é conhecido, além de ajurt, como guajurt (Santana et
al. 2000), guajiru (Venancio et al. 2017), grajeru (De Oliveira Barbosa et al.
2013), abajeru (Vargas et al. 2010; De Oliveira Barbosa et al. 2013), agiru (Da
Silva Port’s et al. 2013) e cocoplum (do inglés) (Venancio et al. 2017).

Possui ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada no Norte do
Brasil (Amazonas, Amapa e Pard), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) e Sudeste (Espirito
Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) (Brasil, 2020). Essa espécie também pode
ser encontrada em outros paises, desde o sul dos Estados Unidos até Equador
e Venezuela, incluindo as Antilhas (BRITO et al., 2007).

Segundo a flora do Brasil:

Distribuicdo

Distribuigdo Geografica
Qcorréncias confirmadas:

Norte (Amazonas, Amapa, Para)

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhio, Paraiba, Piaui,
Rio Grande do Norte, Sergipe)

Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro, 330 Paulo)
Dominios Fitogeograficos @
Amazdnia, Mata Atlantica
Tipo de Vegetagdo @

Restinga
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O ajurl possui alta capacidade de adaptacédo as condi¢cdes ambientais,
como resisténcia a salinidade e a niveis baixos de umidade. Também resiste
em locais onde outras plantas ndo suportariam tamanho estresse hidrico, ao
fogo e a geadas moderadas (Vargas 1998). Nesse contexto, ressalta-se o fato
de que ocorre em dominios fitogeograficos tdo distintos, como a Amazbnia e a
Mata Atlantica. Salienta-se também a ocorréncia dessa espécie em vegetacao
de restinga (Brasil, 2020).

3.1.2. Aspectos quimicos e farmacologicos

Diterpenos, incluindo agentes anti-HIV, foram relatados e isolados das
raizes de ajurt (GUSTAFSON et al, 1991). Esteroides, triterpenos e
flavondides foram encontrados nas folhas da espécie (Vargas et al. 2010;
Castilho e Kaplan 2011), enquanto nos frutos, a presenca de flavonois e
flavonas foi sugerida (Vargas-Simaon et al. 2000).

Vargas et al (2000), relatou a presenca de &acido ascorbico e de alguns
micronutrientes (minerais) como o calcio e o ferro em quantidades
consideraveis. O fracionamento cromatografico dos extratos e das fracfes da
particdo do extrato metandlico possibilitou o isolamento de uma série homéloga
de hidrocarbonetos de C,; a Cs3; de mistura de estigmasterol e sitosterol; de
mistura estigmasterol, sitosterol e campesterol; de acido betulinico; de acido
pomolico e de 7-metilkaempferol (CASTILHO et al, 2000). Investigacfes
fitoquimicas de extratos etandlicos obtidos das folhas relataram a presenca de
miricetina (MENDEZ et al, 1995; FERNANDES et al, 2003; BARBOSA et al,
2006)

Segundo Barbosa e Peres (2006), também foi relatado a presenca do
flavonoide rutina (flavonol glicosideo) nos frutos. JA no Oleo das sementes,
destacam-se os acidos a-licanico e a-parinarico, dentre outros acidos graxos
presentes (AGUIAR et al., 2017).
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Acido parinarico

Segundo Cavalcante (1991), as raizes, a casca, as folhas e as flores séo
adstringentes, por causa da quantidade de taninos presentes. S&o
frequentemente utilizadas para combater problemas intestinais e hemorragias,
sendo usadas na cura ou tratamento de doencas infecciosas. Ja os frutos, sdo
potencialmente ricos em antocianinas do tipo cianidina, delfinidina, peonidina e
petunidina, sendo que a ultima é encontrada em maior abundancia (BRITO et
al., 2007).

Na Amazobnia Oriental, as raizes e folhas de ajurd sado utilizadas
popularmente contra a diarréia aguda e leucorréia (PRESTA e PEREIRA, 1987,
JARDIM et al, 2005). Segundo Bastos (1995), € utilizado na cultura popular
para o tratamento de algumas patologias como calculos renais, infeccdo
urinaria e diabetes.

No que se refere as atividades biolégicas, as folhas de C. icaco possuem
caracteristicas analgésicas e anti-inflamatérias, sendo diversos estudos
concentrados na sua potencialidade hipoglicemiante (CASTILHO et al, 2000;
FRANCIS, 2003; AGUIAR, 2010). Extratos de ajurd foram considerados
responsaveis pela reducéo da glicose e do HDL e de acordo com Barbosa et al
(2007), também associados a efeitos de analgesia e acdo antiinflamatéria
(CASTILHO et al, 2000), além de atividade antigenotoxica (PRESTA et al,
2007).

O extrato aquoso de folhas foi considerado promissor na preveng¢ao do
acumulo de gordura em camundongos, provavelmente devido ao alto teor de

substéancias fendlicas (White et al. 2016b). Ele também inibiu 0 armazenamento
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de gordura no figado, adicionalmente ao ganho de peso, sendo responsavel
pela normalizagdo dos niveis de insulina e de glicose do sangue em jejum
(White et al. 2016a). Em ratos, o extrato das folhas n&o induziu sinais de
letalidade, enquanto sua administracdo crénica foi capaz de induzir a reducao
da glicemia, sendo um sugestivo de potencial beneficio para o tratamento de
diabetes (De Oliveira Barbosa et al. 2013). Em outro estudo, foi observado que
o extrato de folhas foi considerado potencialmente toxico. Esse resultado foi
considerado contrastante com outro efeito em que ele diminuiu o efeito letal
induzido por SnCL, (Ferreira-Machado et al. 2004). Em células sanguineas de
ratos, 0 extrato aquoso da planta autenticadas botanicamente foi considerado
atoxico, enquanto aquele de plantas de feiras populares foi considerado
potencialmente genotoxico (Ferreira-Machado et al. 2013).

O extrato metandlico das folhas de C. icaco apresentou atividade
antiangiogénica e efeito inibitério frente a sintese protéica de células Hela;
além de ter sido evidenciada a atividade hipoglicemiante dos extratos hexanico
metandlico e fracdes em acetato de etila e butanol de C. icaco (CASTILHO et
al, 2000). Além disso, o0 extrato metandlico das folhas apresentou atividade
antimicrobiana e estudos toxicologicos do extrato aquoso de suas folhas
evidenciaram acdo antioxidante (FERNANDES et al, 2003; FERREIRA-
MACHADO et al, 2004).

A atividade citotoxica das folhas foi associada ao &cido pomdlico,
substancia extraida de suas folhas e capaz de eliminar 80% a 90% das células
cancerigenas, inclusive em linhagens tumorais resistentes a multiplas drogas
(MDR). Além disso, extratos e fracdes apresentaram atividade antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. (CASTILHO et al,
2000; GATTASS et al, 2003).

Algumas propriedades funcionais foram associadas aos frutos de ajuru.
O p6 dos frutos liofilizado e fitoquimicamente caracterizado em termos de
antocianinas, carotendides e fendlicos foi capaz de diminuir o dano ao DNA
induzido por doxorubicina e a inflamagéo em tecido em modelo animal (ratos).
Esses efeitos foram ao menos parcialmente explicados provavelmente devido a
presenca de polifendlicos (Venancio et al. 2018). Os frutos também exerceram
atividade antioxidante em rins de ratos Wistar, protegendo o 6rgao do provavel

estresse oxidativo induzido pela doxorubicina (Venancio et al. 2012). Efeitos
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quimiopreventivos e antiinflamatorios foram observados e o extrato rico em
antocianinas foi considerado potencialmente atil para prospeccdo de
nutracéuticos que objetivem prevencao de doencgas intestinais, uma vez que foi
considerado citotéxico frente a linhagens celulares HT-29, além de reduzir
marcadores de inflamacdo em células intestinais (Venancio et al. 2017).

As sementes, ricas em 0leo e a polpa, expressam o alto potencial dos
frutos de ajurG como uma matéria-prima natural que pode ser utilizada
integralmente na industria sob diferentes aspectos, especialmente para a
producdo de produtos funcionais, ndo apenas fitoterapicos, mas também

cosméticos e nutracéuticos (Martinez et al. 2016).

3.2 Nano-emulsdes

A nanotecnologia, ou a nanociéncia, envolve diferentes areas do
conhecimento e inovagdo que atualmente vem despertando muito interesse na
comunidade cientifica. Na area de medicamentos, cosméticos e alimentos,
especial atencdo € dada aos nanocarreadores, especialmente pela sua
capacidade de entrega de compostos bioativos. Esses podem estar isolados ou
sob a forma de fragBes enriquecidas, extratos e Oleos. Podem permitir, por
exemplo, a potencializacé@o de efeito e biodisponibilidade, além de favorecer os
efeitos protetores frente a reacfes indesejaveis (BRASIL, 2011).

As nano- emulsdes tém apresentado alto potencial quando comparadas as
emulsBes convencionais, por possuirem maior estabilidade frente a separacao
gravitacional e na agregacédo das goticulas, além de uma maios disponibilidade
dos compostos encapsulados (PINHEIRO et al.; 2016). Nesse contexto,
matérias-primas naturais ricas em metabdlitos secundarios bioativos podem ser
consideradas fontes promissoras de diferentes componentes para a obtencao
de protétipos de nano- emulsdes. Essas teriam possiveis aplicacbes para
diferentes segmentos que objetivem beneficios para a salude humana dada a
versatilidade desses nanofitoprodutos, como por exemplo, fitoterdpicos e
nutracéuticos.

Nanoemulsdes séo dispersdes de dois liquidos imisciveis estabilizados
normalmente por meio de um ou mais tensoativos. Quando utilizados, esses
componentes auxiliam na alta estabilidade fisica caracteristica desse tipo de

coloide, reduzindo a tensao interfacial ou aumentando a repulsdo gota- gota.
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(TADROS et al.; 2004; SOLANS et al., 2005). Séo principalmente preparadas
com uma fase interna oleosa, sendo também chamadas de nano- emulsdes
aquosas.

As nano- emulsbes sao opticamente claras devido ao fraco
espalhamento da luz pelas nanogoticulas (<200 nm). O fato do tamanho das
goticulas, apresentar diametro em escala nanométrica também é responsavel
pela alta estabilidade frente a separacdo pela gravidade, e pelo aspecto
transparente/translicido das nano-emulsdes (McClements and Jafari 2018).

Segundo Solans et al (2005), o desenvolvimento das nano- emulsdes
pode ser dividido em métodos de alta e de baixa energia. Sao incluidos como
métodos de alta energia a homogeneizacao por alta pressao, microfluidizacédo
e sonicacdo. Esse primeiro grupo necessita da utilizacdo de equipamentos
especificos, o que os tornam extremamente dispendiosos, especialmente
quando se quer alcancar um baixo tamanho de goticula. J& os métodos que
empregam baixa aporte energia utilizam a propria energia quimica do sistema.
Dentre eles, podemos citar a emulsificacdo espontanea e os métodos que
envolvem inversao de fases com variacao de temperatura (PIT, do inglés phase
inversion temperature method) e com variacdo de composicéo (PIC, do inglés
phase inversion compositional method). Os métodos que empregam baixa
energia sao considerados muito promissores devido ao baixo consumo e custo.
Eles dependem principalmente das propriedades fisico-quimicas intrinsecas
aos componentes da fase oleosa.

A maioria das nano- emulsdes sao do tipo 6leo em agua (McClements
and Jafari 2018). No caso dos produtos naturais, usualmente o préprio 6leo
pode ser a fonte de substancias bioativas (ex. Oleos volateis, oleoresinas). Em
alguns casos um Oleo inerte pode ser utilizado para dispersar substancias de
polaridade moderada (ex. rutina) (Kamel and Basha 2013). No entanto, dada a
complexidade de matrizes naturais, € de se esperar que os produtos naturais
presentes em uma nanoemulsdo podem estar presentes ndo apenas na fase
interna, mas também na interface ou na fase externa do coloide (Zorzi et al.
2015).

3.3. Rutina
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Os flavondides, por apresentarem uma grande diversidade de atividades
biolégicas benéficas para o ser humano tém sido extensamente pesquisados.
Dentre eles se destaca a rutina, que pertencente a subclasse dos flavonois e
que tem sido intensamente pesquisada devido ao seu potencial biolégico
(PEDRIALLI, 2005; CHUA, 2013). Apresenta ampla distribuicdo no reino vegetal
e possui diversas atividades biologicas relatadas, incluindo efeito
anticarcinogénico (Guerra, 2008). Além disso, possui efeitos no sistema
nervoso central, analgésico, no sistema enddcrino, sistema cardiovascular,
gastrintestinal, respiratério, nos olhos, sistema reprodutivo, entre varios outros
(GANESHPURKAR e SALUJA, 2017).

Este flavonoide é encontrado em varias fontes alimentares como cebola,
uva, trigo serraceno, feijdo vermelho, macéas, tomates e bebidas como vinho
tinto e cha preto (Thompsonet al., 1999; Hollman et al., 1996). A rutina
(quercetina-3-O-rutinosideo), € um glicosideo de quercetina (CHUA, 2013),
abundantemente encontrada e distribuida nas plantas, como em sementes de
trigo, frutas e cascas de frutas, especialmente frutas citricas (laranja, toranja,
limdo). Apresenta propriedades importantes na saude humana, sendo
importante salientar suas significativas propriedades de eliminacdo de
oxidantes, como radical hidroxila, radical superdxido e radical peroxila, como
mostrado por muitos experimentos in vitro e in vivo.

Se apresenta como um solido cristalino amarelo com ponto de fusdo de
195 °C. Sua solubilidade em agua é de 0,13 g/L e logP 0,21 (GULLON et al,
2017) e a presenca de uma porcdo polar e apolar pode significar uma possivel
localizacdo diferenciada dentro de um sistema nanodisperso, ocasionando

caracteristicas interessantes em sistemas multicomponentes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos do ajurd (Chrysobanus icaco L.) foram coletados no Distrito de
Sdo Joaquim do Pacui a 180 km da capital. (Coordenadas Geogréfica -
latitude: 0.782241 e longitude: -50.778122).

4.2 IDENTIFICAGCAO BOTANICA E HERBORIZACAO:

O material vegetal foi identificado pela botanica Dr. Rosangela Sarquis,
herborizado e a exsicata encaminhada para depdésito no Herbario da
EMBRAPA-PA, sob o registro n® 200725.

4.3 INFRAESTRUTURA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Nanobiotecnologia
Fitofarmacéutica da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). Um resumo
grafico do estudo desenvolvido é apresentado na figura 3.

Figura 3: Resumo grafico do estudo desenvolvido para preparacdo da

nanoemulsdo a base de ajuru.
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Frutos

Extrato mole de Sementes
Ajuru

Fase aquosa flavonoidica

Teor de flavonoides ]
Oleo das sementes

Innovative
phyto-nano-emulsion EHL requerido

4.4 OBTENCAO DA FASE AQUOSA FLAVONOIDICA
4.4.1 EXTRATO MOLE

Foram pesados 1.108,81g dos frutos inteiros e em seguida foram
adicionados 2 L de etanol:dgua (96:4, v/v) (proporcdo 1/10). Foi realizada
extragdo dindmica em béquer de vidro utilizando-se um agitador mecéanico da
marca Fisatom (Modelo 713) a uma velocidade de 100 rpm pelo periodo de 24h
a temperatura ambiente. Em seguida, o material solido foi separado por
filtracdo e as sementes (292,29 g) foram separadas manualmente, lavadas com
agua destilada e armazenadas sob refrigeracdo para posterior extracdo do
Oleo. O extrato foi filtrado e o solvente removidc pressdo reduzida
utilizando-se um evaporador rotatorio, gerando-se o ) mole (EM) para

etapa posterior de obtencéo da fase aquosa flavonoidi

4.4.2. FASE AQUOSA FLAVONOIDICA
O EM foi resuspendido em agua e submetido a fracionamento em coluna
de vidro empacotada com Amberli. 4.2®  Foi realizada eluicdo com

gradiente de agua deionizada — etanol:agua’ .4, v/v). Essa ultima fragao foi
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evaporada sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio sob pressao
reduzida, obtendo-se a fase aquosa flavonoidica (FAF). Denominou- se dessa
forma, pois foi coletado a fragdo aquosa e evaporou-se o0 alcool e a 4gua foi

resolubilizada.

4.4.3. DETERMINAQAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

A quantificacdo dos flavonodides presentes na e aquosa flavonoidica foi
realizada através da construcdo de uma curva de calibracdo com padrao
externo. Diferentes concentracdes de uma solucdo méae de rutina padréo
(Sigma-Aldrich, St Louis) em metanol tiveram, previamente a leitura
espectrofotométrica, a adicdo de uma solucdo metandlica de AICl; (2%, w/v).
Apods 30 min, as absorvancias foram medidas em 421 nm utilizando-se uma
cubeta de quartzo. Aliquota da fase aquosa flavonoidica foi adicionada em um
baldo volumétrico e também foi adicionada aliquota de solugdo metandlica de
AICl; (2%, wiv), sendo o volume final ajustado com metanol. Apés 30 min, a
absorvancia foi medida em 421 nm e a concentracdo de flavondides totais
(expressos em equivalentes de rutina) na FAF foram determinados por

regressao linear.

4.5 OBTENCAO DO OLEO DAS SEMENTES

As sementes do fruto foram trituradas até a obtencdo de um pd. Em
seguida, foram pesados 90 g e transferidos para o aparelho extrator de
Soxhlet, coberto com algodéao desengordurado. Foi transferido n-hexano para o
extrator, o suficiente para trés sifonagens e em seguida encaixado o
condensador em refluxo. O processo extrativo foi realizado por 4 horas. Apos
resfriamento, o solvente foi removido sob presséo reduzida utilizando-se um
evaporador rotatério e o 6leo das sementes (OS) foi pesado (19,069 g), sendo

o percentual calculado em relacdo a massa total de sementes.

4.5.1 DETERMINACAO DO EQUILIBRIO HIDROFILO-LIPOFILO REQUERIDO
DO OLEO DAS SEMENTES
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Foram preparados sistemas dispersos contendo proporc¢des variaveis de
polisorbato 80 (EHL 8-15) ou polisorbato 20 (8-16,7) e monoleato de sorbitano.
O EHL resultante de cada mistura de tensoativo foi determinado com base na

férmula a segquir:

EHLm=(EHLA X ma + EHLg X mg) / (Ma + Mg)

Onde:

EHL.€ o valor de EHL resultante da mistura de dois tensoativos;
EHLA € o valor de EHL do tensoativo mais hidrofilico;

ma: € a massa do tensoativo mais hidrofilico;

EHLg: é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofobico;

mg: € a massa do tensoativo mais hidrofébico;

O d6leo das sementes, tensoativos ndo idbnicos e a agua deionizada
foram vigorosamente agitados em homogenizador do tipo vortex. O EHL, foi
determinado com base nas caracteristicas dos sistemas dispersos gerados,
sendo correspondente ao valor do EHL do (s) tensoativo (s) capaz (es) de
gerar aquele mais estavel. Foram avaliadas a formagdo de goticulas,
opacidade, separacdo de fases e ainda a formacédo de cremagem, segundo a

formula:

IC= ACC/ATC

Onde:
IC: € o indice de cremagem;

ACC: Altura da camada de cremagem;

ATC: Altura total da emulsao.
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4.6. Desenvolvimento da nano- emulsdo
4.6.1. Método de nano- emulsificacéo

As nano- emulsdes foram preparadas por método de baixo aporte de
energia, sem uso de aquecimento e sem uso de solventes organicos.
Previamente & nano- emulsificacéo, a fase orgéanica foi preparada pela agitacédo
em homogenizador do tipo vortex do OS com a mistura de tensoativos ndo
ibnicos selecionado na etapa de determinacdo do EHLr. A fase aquosa foi

adicionada gota a gota sob agitacdo, sendo fixada em 95% (m/m).

4.6.2. Design experimental

Diferentes valores de relacdo-tensoativo-6leo (ROT = m¢ / my) foram
utilizadas através do incremento da quantidade de tensoativos (EHLr). Todas
as nano- emulsées foram preparadas com agua deionizada (NEX) ou FAF

(NEFX) para comparagao na geragéo e estabilizacdo das nano-emulsodes.

4.6.3 Espalhamento Dinamico da Luz

As nanoemulsdes foram analisadas pela técnica de espalhamento
dindmico da luz utilizando-se um Zetasizer NanoZS (Malvern, United Kingdon).
A distribuicdo do tamanho de goticula foi expressa em termos de intensidade e
indice de polidisperséo (IPd). O equipamento é dotado de uma fonte de laser
‘vermelho” (10 mW, A = 632.8 nm) e as amostras foram medidas sob um
angulo de espalhamento de 173°. Os resultados foram expressos em fungéo de

média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O teor de flavondides na fase aquosa flavonoidica foi 0,19 + 0,04 mg/mL
(expressos em equivalentes de rutina). Algumas agliconas de flavondides,
como a miricetina e a quercetina, foram encontradas no extrato metandlico
hidrolisado de folhas de ajurd (Da Silva Port's et al. 2013). Barbosa e
colaboradores (2006) também encontraram rutina nas folhas dessa espécie.
Comparados com outros 6rgdos vegetais, como folhas, poucos estudos foram
encontrados relacionados aos metabolitos secundarios dos frutos de ajuru. Isso
€ especialmente importante de se salientar, quando, se considera o fato de que
a prépria planta é pouco investigada, apesar de seu grande potencial
fitoterapico e nutracéutico. Apesar do fator de que o glicosideo rutina foi
previamente descrito nas folhas, ele foi utilizado na analise espectrofotométrica
neste estudo, uma vez que permitiu uma estimativa de flavonoides totais da
fase aquosa flavonoidica. Além disso, essa subclasse de flavondides é
considerada potencialmente presente em frutos de ajurd (Vargas-Simon et al.
2000), tendo sido considerada satisfatoria para os objetivos propostos.

ApoOs a extracdo por Soxhlet, o rendimento do OS foi 21.19 % (m/m). Em
seguida foi realizada a determinacdo do valor de EHLr. No preparo dos
sistemas dispersos foram utilizados os tensoativos polisorbato 80 e polisorbato
20 como tensoativos mais hidrofilicos e o monoleato de sorbitano como
tensoativo mais lipofilico. A figura 4 mostra as caracteristicas macroscopicas
daquelas preparadas com polisorbato 80 e monooleato de sorbitano. Alguns
apresentaram a camada superior relacionada a cremagem com aspecto
amarelado mais pronunciado, provavelmente devido a goticulas de 6leo. Por
outro lado, outras apresentaram a porc¢ao inferior com tendéncia a formacao de
uma camada mais transparente. Ambos os fendmenos sugerem uma tendéncia
a desestabilizacdo. indices de cremagem variando entre 0,15 — 0,4 (tabela 1)
foram observados e a analise macroscopica sugeriu que para esse par o EHL =

14 permitiu a obtencéo do sistema disperso com melhores caracteristicas.

Figura 4. Aspecto macroscopico dos sistemas dispersos preparados com 0leo
das sementes e polisorbato 80/monooleato de sorbitano.
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Tabela 01. indice de cremagem dos sistemas dispersos preparados com 6leo

das sementes e polisorbato 80/monooleato de sorbitano.

EHL DIAO DIA1 DIA7
8 0,14 0,14 0,18
9 0,54 0,08 0,23
10 0,23 0,21 0,14
11 0,25 0,71 0,23
12 0,30 0,16 0,41
13 0,15 0,26 0,15
14 0,083 0,071 0,16
15 0.25 0,066 0,16

De forma geral, as emulsdes preparadas com polisorbato 20/monooleato de
sorbitano apresentaram moderados indices de cremagem (tabela 2) com maior
indicativo de perda de perda de estabilidade e separacdo de fases nos
extremos da faixa avaliada. A parte inferior apresentou maior transparéncia de
forma gradual ao longo da altura preenchida pelas emulsdes, sugerindo a
desestabilizacdo dos sistemas (Figura 5). A analise macroscopica sugeriu que
para esse par o EHL = 13 permitiu a obtencdo do sistema disperso com

melhores caracteristicas.

As andlises de IC durante ap6s 7 dias sugeriram que dentre os melhores
sistemas obtidas com cada par, houve vantagens do polisorbato 80/monooleato
de sorbitano (EHL = 14) frente ao polisorbato 20/monooleato de sorbitano (EHL
= 13). Além disso, o fato do polisorbato 20 (EHL = 16,7) ter sido potencialmente
responsavel por uma possivel solubilizacdo, evidenciada pela maior
transparéncia na parte inferior dos sistemas de maior EHL preparados com

esse par, pode ser um problema na preparacdo das nanoemulsées uma vez
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que a Maturacdo de Ostwald via solubilizacdo dos constituintes mais
hidrofilicos em fases internas de Oleos multicomponentes € o principal
mecanismo de perda de estabilidade desse tipo de coloide.

A determinacdo do valor de EHLr como etapa prévia a preparacao de
nanoemulsdes, através da selecdo do sistema disperso mais estavel dentre
varios preparados em uma faixa ampla de EHL, tem se mostrado util para
métodos de baixo aporte de energia. Por exemplo, no caso das nano-emulsdes
a base do 6leo de andiroba, o EHLr determinado foi em torno de 11 (Jesus et
al., 2017).

Portanto, com bases nos resultados obtidos e para os propdsitos desse
trabalho, o EHLr do OS foi definido como 14 e o par de tensoativos néo iénicos
escolhido para desenvolvimento da nanoemulséo foi polisorbato 80/monooleato
de sorbitano. No entanto, abre-se a perspectiva para que possam ser
realizados trabalhos futuros com outros pares e/ou valores de EHL desses
proximos a 14 para obtencdo de novos sistemas coloidais otimizados de

interesse em fitoterapicos e nutracéuticos.

Tabela 02. indice de cremagem das emulsdes preparadas com 6leo de ajuru e

polisorbato 20/monooleato de sorbitano.

EHL DIAO DIA1 DIA 07
8 0,38 0,071 0,30
9 0,3 0,2 0,16
10 0,23 0,23 0,25
11 0,23 0,13 0,23
12 0,38 0,2 0,28
13 0,21 0,13 0,23
14 0,30 0,2 0,25
15 0,33 0,21 0,33
16 0,23 0,26 0,23

16,7 0,076 0,26 0,38
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Figura 5. Aspecto macroscopico das emulsdes preparadas com 6leo de ajurl e

polisorbato 20/monooleato de sorbitano.

Diversas nano- emulsdes a base de 6leos de origem vegetal utilizam o
préprio 6leo como fonte de substancias bioativas, como é o caso do Oleo de
copaiba (EHLr = 15) (Rodrigues et al. 2014) ou 6leo de alecrim (EHLr = 16.7)
(Fernandes 2013). A utilizacdo do 6leo componente da fase dispersa de uma
nano- emulsdo para incorporacdo de substancias bioativas de um extrato
também é uma estratégia que pode ser utilizada, mediante a determinacdo
prévia do EHLr do 6leo (Fernandes et al 2014).

No entanto, estudos que almejem a utilizacdo do 6leo extraido de uma
espécie vegetal e a adicdo de suas préprias substancias bioativas sédo
escassos, sendo o objeto do presente estudo altamente inovador no ambito da
nanobiotecnologia fitofarmacéutica, especialmente se essas substancias atuam
como agentes facilitadores da geracdo e estabilizacdo das nanogoticulas,
estando presentes até mesmo na fase aquosa.

A Figura 6 mostra as nano- emulsées obtidas pelo método de baixo
aporte de energia ap0s adicdo de &gua deionizada ou FAF sobre a fase
organica contendo OS (EHLr = 14) e polisorbato 80/monooleato de sorbitano. A
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avaliacdo macroscopica indicou que o aumento da relacdo tensoativo- Oleo,
induziu modificagdo da aparéncia dos sistemas de mais opaco para mais
translicido. As nano- emulsdes de maior relacdo tensoativo- O6leo também
apresentaram aspecto mais fino e reflexo azulado, associado a esse tipo de
sistema coloidal devido ao efeito Tyndall. A observacdo na mudanca do padréo
macroscopico em funcdo da relacdo tensoativo- 6leo esta de acordo com a
reducdo do tamanho de goticulas, uma vez que goticulas maiores promovem
um maior espalhamento da luz (Zhang and McClements 2018). E de se esperar
que o aumento do relacdo tensoativo- 6leo gere a reducdo do tamanho das
goticulas, uma vez que a maior concentracdo dessas moléculas anfifilicas
reduz a tensdo interfacial, contribuindo para a estabilizagdo. Também permitem
a formacéo de um filme interfacial ao redor das nanogoticulas, o que também
auxilia na estabilizacdo da nano- emulsdo. Portanto, as nano- emulsdes com
relacdo tensoativo- 6leo = 5 preparada com agua deionizada e fase aquosa
flavonoidica foram escolhidas para serem caracterizas por espalhamento
dindmico da luz e a comparacdo do efeito da fase aquosa na geracdo e

estabilizacdo das nanogoticulas.

Figura 6. Nanoemulsdes preparadas com: SOR1 — 2,5%, m/m de OS; 2,5%
m/m de polisorbato 80/monooleato de sorbitano e 95%, m/m de agua
deionizada (NE1) ou fase aquosa flavonoidica (NEF1); SOR1,5 - 2%, m/md e
0S; 3% m/m de polisorbato 80/monooleato de sorbitano e 95%, m/m &agua
deionizada (NE2) ou fase aquosa flavonoidica (NEF2); e SOR5 — 0,84%, m/md
e OS; 4,16%,m/m de polisorbato 80/monooleato de sorbitano e 95%, m/m de

agua deionizada (NE3) ou fase aquosa flavonoidica (NEF3).

[ITaos A I\I\I(‘”.‘

ANOFITO 1 | [INOFITO &4 ) o8 NAN( F T¢ ) NANOE (¢

| K ANCOH Ly ol NANCF T NENDE

i ([ - ‘ ) F !

& _"L 8 __Jb et 1 .



35

A tabela 3 mostra que, no periodo analisado, a nano- emulsdo preparada com
a fase aquosa flavonoidica apresentou menor tamanho de goticula e menor
indice de polidispersdo. Em relacdo a variacdo de goticulas (VG) durante o
armazenamento (Tabela 4), a maior variacdo foi uma reducédo de tamanho de
6,64 % para NEF3 apds 7 dias. Entretanto, deve ser ressaltado que essa
variacdo corresponde a apenas 10 nm. Variacdes correspondendo a menos
que 10% podem ser consideradas pequenas (Guttoff et al. 2015) alteracGes de
tamanho e portanto, tanto a nanoemulsdes preparada com agua deionizada
gquanto com fase aquosa flavonoidica foram consideradas satisfatérias em
relacdo a variacdo de goticula, estando de acordo com o esperado para
coldides estaveis.

A andlise dos graficos revela que ambas as nano- emulsées NE3 (Fig
7A-E) e NF3 (Fig 7F-J) apresentaram, de forma geral, a manutencéo do perfil
de distribuicdo de tamanho de goticulas. A presenca de algumas goticulas em
regido de escala micrométrica pode ser atribuida a artefatos, uma vez que
nenhuma grande variacdo de goticula foi observada. Essa populacdo de
goticulas de maior tamanho provavelmente contribuiu para um maior indice de
polidispersdao medido em todas as analises (Tabela 3) A NE3 apresentou uma
base da curva mais ampla, salientada na analise do dia da preparacao e apés
5 dias de armazenamento. Nessa data de armazenamento (Dia 5), foi
observada a principal diferenca de indice de polidispersdo entre NE3 e NEF3
nesse estudo. A sobreposicdo dos graficos mostra que a NEF3 (Fig7J)
apresentou uma base da curva mais estreita, sugerindo o porqué dos menores
valores de indice de polidispersdo. Além disso, ela apresentou uma
sobreposicdo mais acentuada, indicando que durante 0 armazenamento essa
nano- emulsao teve uma maior tendéncia para a manutencéao do seu perfil de
distribuicdo de goticulas, sugerindo maior homogeneidade. Cabe salientar
também que a NEF3 apresentou o menor tamanho, em torno de 50 nm,

quando comparada a NE3.
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Tabela 03. Resultados de tamanho de goticulas e indice de polidispersdo para as nano- emulsfes. Resultados expressos em

funcdo de média + desvio padréo.

NE3

NEF3

Oh 1 dias 5 dias 7 dias

Diametro (nm) IPd Diametro (nm) IPd Diametro (nm) IPd Diametro (nm) IPd
195,8+0.4041 0,279 £ 0.010 197,8 £ 3.516 0,311 +£0.029 199,9 + 3.522 0,338 £ 0.045 195,0 + 2,303 0,261 + 0.013
156,7 + 2.910 0,256 + 0.030 151,3 + 0.7024 0,250 £ 0.004 147,2+0.9713 0,248 + 0.006 146,3 + 0,6807 0,242 + 0.011

NE3 — nano- emulséo preparada com RTO5 — 0,84%, m/m de OS; 4,16% m/m de polisorbato 80/monooleato de sorbitano e 95%, m/m de agua

deionizada

NEF3 — nano- emulséo preparada com RTOS5 — 0,84%, m/m de OS; 4,16% m/m de polisorbato 80/monooleato de sorbitano e 95%, m/m de fase

aquosa flavonoidica.

IP-indice de polidisperséo
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Tabela 04. Variagdo de goticulas (%) das nano- emulsdes expressas em funcdo do tamanho de goticulas médio.

VGo 1 VGos VGo 7 VG5 VGy7 VGs7
NE3 1,02 2,09 -0,4 1,06 -1,42 -2,45
NEF3 -3,44 - 6,06 - 6,64 -2,71 - 3,30 -0,61

NE3 — nano- emulsdo preparada com RTO5 — 0,84%, m/m de OS; 4,16% m/m de polisorbato 80/monooleate de sorbitano e 95%, m/m de agua
deionizada.

NEF3 — nano- emulséo preparada com RTOS5 — 0,84%, m/m de OS; 4,16% m/m de polisorbato 80/monooleate de sorbitano e 95%, m/m de fase
aquosa flavonoidica.

VG- Variacédo de goticula.
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Figura 7. Nano- emulsdes preparadas com SOR5 - 0,84%, m/m de OS;
4,16%, m/m de polisorbato 80/monooleato de sorbitano e “i” 95%, m/m de agua
deionizada (NE3) no (A) dia da preparacdo e apoés (B) 1, (C) 5, (D) 7 dias de
armazenamento; ou “ii” fase aquosa flavonoidica (NEF3) no (F) dia da
preparacdo e apos (G) 1, (H) 5, (I) 7 dias de armazenamento. (E) e (J)
representam a sobreposicdo dos gréficos de todas medidas dos dias 0-7 para

NE3 e NEF3, respectivamente.

Size Distribution by Intensity A Size Distribution by Infensity F

Inensity (Percent)
I
Irtensty (Percent)
)

01 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
Size(d.nm) Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity B Size Distribution by intensty G

Intensity (Percent)
Mo o oo 3R
Intensity (Percert)
Moe @ @ B

01 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm}

Size Distribution by Infensity Cc Size Distribution by Intensity H

Irtensity (Percert)
N oe o @ B
Intensity (Percenty
- )

041 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity D Size Distribution by Intensity |

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity E Size Distribution by intensty J

Intensity (Percert)
Intensity (Percert)

01 1 10 100 1000 10000

Szymczyk and Taraba (2018) investigaram misturas de alcoois
conjuntamente com a rutina para verificar a influéncia na interface agua-ar. Os
resultados indicaram que misturas de rutina/etanol apresentaram boas

propriedades de adsorcdo e foram atribuidas a elas propriedades tensoativas.
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Neste contexto, a presenca de uma porcao aglicona (menos polar) e uma
porgdo glicona (mais polar) na rutina pode ter contribuido para uma otimizacéo
nanoemulsificagdo da NEF3.

Portanto, através da utilizacdo de uma abordagem inovadora de
preparacdo de um nanofitoproduto e de conceitos tedricos fitocoloidais, foi
possivel incrementar a estabilidade da nano- emulséo de ajurt através de um
possivel efeito multi-mecanismo com o0s proprios constituintes bioativos da
espécie e em consonancia com possivel e esperado papel preponderante de
efeito co-estabilizante de alguns de seus metabdlitos secundarios.

O ajuru cujo potencial tém sido pouco aproveitado, apesar de ser notéria
a necessidade de incentivo a realizacdo de esfor¢gos que permitam avangos na
consolidacdo de seu aproveitamento, dados os promissores beneficios desse
fruto funcional (Venancio et al. 2018). Portanto, o protétipo de nano- emulsao
obtido nesse estudo abre a perspectiva de se combinar o 6leo e também fracdo
contendo flavondides dessa espécie em um novo e elegante nanofitoproduto
gue pode ser utilizado para futuras aplicacdes fitoterapéuticas e nutracéuticas.

Salienta-se que a prova de conceito utilizada nesse estudo pode ser
aplicada também a outras espécies vegetais ricas em metabdlitos secundarios
diversos, que possam ser extraidas sob a forma de 6leos e componentes
bioativos passiveis de serem transformados em fases aquosas.

Desse modo, nano- emulsBes com possiveis efeitos sinérgicos,
estabilizadores, dentre outras vantagens que os sistemas coloidais oferecem
podem em tese ser obtidas. Essa € uma perspectiva que abre muitas
oportunidades no campo da nanobiotecnologia fitofarmacéutica, especialmente
para plantas funcionais e na interface dos alimentos com fitoterapicos e que ja
possuam indicios de baixa toxicidade, com grande apelo para o rapido

desenvolvimento de nanoformulag¢des inovadoras.
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6 CONCLUSAO

Portanto, através da utilizacdo de uma abordagem inovadora de preparagao
de um nanofitoproduto e de conceitos tedricos fitocoloidais, foi possivel
incrementar a estabilidade da nano- emulsdo de Ajuru através de um efeito
multimecanismo com o0s proprios constituintes bioativos da espécie.

O protétipo de nano- emulséo obtido nesse estudo abre a pespectiva de se
combinar o 6leo e também fracdo contendo flavondides dessa espécie em um
novo e elegante fitoproduto que pode ser utilizado para futuras aplicacfes

fitoterapéuticas e nutracéuticas.
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