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RESUMO: Pesquisas indicam que a obesidade no Brasil cresceu 60% em dez anos e o aumento da
incidéncia esta associado principalmente a habitos alimentares incorretos, com uma dieta com alto teor de
carboidratos simples e gorduras. Em razdo de seu alto valor caldrico, é de extrema importancia pesquisar e
desenvolver lipidios com propriedades nutricionais benéficas, de menor valor calérico e fonte de compostos
funcionais. A nanotecnologia tem se mostrado um importante foco da atencéo publica em todo 0 mundo e as
nanoemulsdes, dentre outros beneficios, apresentam melhor funcionalidade para aplicacdo e maior
estabilidade. Nesse contexto, associar o uso dos lipidios estruturados com a nanotecnologia pode trazer um
potencial inovador e favoravel para obtencdo de lipidios de baixo valor caldrico para aplicacdo em
alimentos. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos antiobesidade de um lipidio estruturado rico em
acido behénico nanoemulsionado, adicionado a dieta de camundongos, visando a prevencdo da obesidade

por um sistema ainda ndo elucidado pela literatura atual.

1. INTRODUCAO

Os 06leos e gorduras apresentam um papel
fundamental na dieta do ser humano, devido ao
seus efeitos fisiologicos, metabdlicos e nutritivos,
fornecendo acidos graxos essenciais. No entanto,
uma ingestdo em excesso pode acarretar em
maleficios a salde, aumentando a propensdo a
doencas cardiovasculares e obesidade
(RODRIGUES, et al. 2019). Contudo, existem
diversos tipos de lipidios que figuram como
estratégias nutricionais no controle e tratamento
de diversas doencas (MOREIRA, 2017). O &cido
behénico vem sendo utilizado por ser parcialmente
absorvido pelo corpo humano, devido a
possivelmente inibir a acdo da lipase pancredtica,
apresentando potencial para reduzir calorias em
6leos e gorduras.

Unindo a empregabilidade de um lipidio
capaz de prevenir a obesidade com processos de
interesterificacdo e nanoemulsdo lipidica, surge a
expectativa de introduzir um produto com um
maior apelo de saudabilidade e que se adeque a
uma determinada aplicacdo industrial
(RODRIGUES, et al. 2019; V. G. BATISTA, et
al. 2019). Os lipidios estruturados apresentam
propriedades nutracéuticas béasicas capazes de
suprirem as  necessidades nutricionais e
fornecerem efeitos metabdlicos e fisioldgicos
interessantes para a prevengdo e tratamento de

doencas. Estes podem ser definidos como
triacilglicerois  modificados por meio de
catalisadores quimicos ou enzimaticos capazes de
alterar a composicdo dos &cidos graxos e/ou sua
distribuicdo na molécula de glicerol. A estrutura
molecular final do triacilglicerol ira influenciar no
seu destino metabdlico no organismo, bem como
nas suas propriedades fisico quimicas (RIBEIRO,
2016).

As nanoemulsdes apresentam uma relagao
de area para volume muito elevada, o que acelera
qualquer reacdo quimica gque ocorra na interface
Oleo-a4gua, incluindo a digestdo de lipidios
(MCCLEMENTS, LI, 2010). Por conta de seu
tamanho muito reduzido, as nanoemulsdes podem
ter sua absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo por vias diferentes das ja elucidadas.

Em face ao exposto, é de extrema
importancia avaliar os efeitos metabolicos que as
bases lipidicas (como azeite de oliva, 6leo de soja
e acido behénico) podem acarretar em um sistema
nanoemulsionado in vivo.

2. METODOLOGIA

2.1Caracterizacdo das matérias primas e
producdo dos lipidios estruturados e
nanoemulsao
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Foram utilizados como matérias-primas 6leo
de soja (43%), azeite de oliva (43%) e Oleo de
crambe totalmente hidrogenado (14%), como
fonte de acido behénico.

A mistura simples foi confeccionada a
partir da juncdo das trés matérias primas fundidas
a 80°C utilizando chapa de aquecimento e agitagédo
magnética. A reacdo de interesterificagdo
enzimatica foi realizada em reator. A reacdo
ocorreu a 60°C por 4 horas a 180 rpm, utilizando a
lipase Lipozyme TL IM, posteriormente as
amostras foram armazenadas a -20°C. A
preparacdo da dispersdo aquosa da nanoemulsao
foi desenvolvida com 30% (m/m) de fase lipidica
total. A fase aquosa foi composta por 3% (m/m)
de emulsificante Tween 80 em &gua ultrapura, de
acordo com Helgason et al. (2009), Qian et al.
(2013). A nanoemulséo foi produzida utilizando-
se a técnica de HAP a quente, em homogeneizador
de alta pressao.

O azeite de oliva, o 6leo de soja e 0 Oleo de
crambe totalmente hidrogenado foram
caracterizados quanto a sua composi¢cdo em acidos
graxos (AOCS Ce 1f-96 -2009) e comportamento
térmico (perfil de cristalizacdo) (AOCS Cj 1-94 -
2009). A nanoemulséo foi caracterizada quanto
a0 Tamanho de particula, Indice de
Polidispersividade e Potencial Zeta, parametros
determinados através da técnica de Dynamic Light
Scattering  (DLS) utilizando  equipamento
Zetasizer Nano-ZS (Malvern  Instruments,
Malvern, UK) e Difratdmetro a Laser Mastersizer
2000 (Malvern Instruments). As determinacdes
analiticas desta etapa foram realizadas 48 horas
apos a obtencdo das nanoestruturas lipidicas, e
apos 30 dias de estabilizacdo sob manutencdo a 25
°C com umidade relativa fixa igual a 60%, em
incubadora tipo BOD.

Para a caracterizagdo da consisténcia foi
utilizado a metodologia descrita por Haighton
(1959), utilizando o equipamento analisador de
textura TA-XT2i (Stable Micro Systems).

2.2 Experimentacdo in vivo

Este projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas (CEUA/Unicamp) de
Campinas — SP — Brasil, sob protocolo nimero
5175-1/2019. Foram utilizados 20 camundongos
C57BL6 machos com 6 semanas de idade
adquiridos do CEMIB/UNICAMP. Os
camundongos foram aleatoriamente distribuidos
em 4 grupos experimentais contendo 5 animais
cada. Cada grupo recebeu uma formulagéo distinta
de dieta, conforme apresentado na Tabela 1, sendo
estas a Dieta Padrdo Controle (DPC)
normocalérica AIN-93M; Dieta Hiperlipidica
Controle (DHC) constituida de Oleo de soja e
oliva; Dieta Hiperlipidica com Lipidios
Estruturados (DHLE) e Dieta Hiperlipidica com
Lipidios Estruturados Nanoemulsionados
(DHLEN).

Os animais se serviram ad libitum de agua
e racdo, foram pesados semanalmente durante as 6
semanas de inducdo da obesidade e tiveram a
ingestdo de racdo monitorada durante todo periodo
do experimento. O controle da ingestdo de
alimentos foi feito pela pesagem da dieta
fornecida e da sobra a cada dia.

A glicemia basal e os triglicerideos
sanguineos foram coletados posteriormente 6
horas de jejum através de uma pequena incisdo na
cauda de cada animal.

Para a realizacdo da eutanasia, 0s animais
foram mantidos em jejum por 6 horas para

Tabela 1. Composicao das dietas para experimenta¢do em camundongos

. DPC? DHC? DHLE? DHLEN*
Composicao (o/kg)  (kcallkg)  (gkkg)  (kcallkg) (g/kg) (g/kg)
Amido de milho 3975 1590,0 169,8 679,2 169,8 169,8
Caseina 200,0 800,0 200,0 800 200,0 200,0
Sacarose 100,0 400,0 100,0 400 100,0 100,0
Maltodextrina 132,0 528,0 132,0 528 132,0 132,0
Oleo de soja 70,0 630,0 148,8 1339,2 - -
Azeite de oliva - - 148,8 1339,2 - -
Lipidio Estruturado - - - - 297,7 297,7
Celulose 50,0 - 50,0 - 50,0 50,0
Mix de minerais 35,0 - 35,0 - 35,0 35,0
Mix de vitaminas 10,0 - 10,0 - 10,0 10,0
L-Cistina 3,0 - 3,0 - 3,0 3,0
Colina 2,5 - 2,5 - 2,5 2,5
Total 1000 3948 1000 5086,5 1000 1000

! Dieta padrao controle; 2 Dieta hiperlipidica controle; 2 Dieta hiperlipidica com lipidio estruturado; * Dieta hiperlipidica com
lipidio estruturado nanoemulsionado.



posterior anestesia com uma mistura 1:1 v/v de
cetamina na dose de 360 mg/kg e cloridrato de
xilazina 2% na dose de 30 mg/ kg. A bidpsias dos
tecidos  coletados  estdo adequadamente
armazenadas a -80°C para posterior utilizagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos realizar o processo  de
interesterificacdo enzimética foi observado que
ndo houve variagdo na composicdo lipidica,
corroborando com dados da literatura, que
afirmam que ocorre somente uma redistribuigdo
dos acidos graxos nas moléculas de
triacilglicer6is.  Os principais 4&cidos graxos
encontrados apds a interesterificacdo foram C18:1
(36%), C 182 (27%) e C 16:0 (13%),
determinados pela composicdo total em A&cidos
graxos das matérias-primas iniciais.

O comportamento térmico- perfil de
cristalizacdo pelo DSC foi tracado e representado
na Figura 1. Sabe-se que os triacilglicerdis
trissaturados por apresentarem ponto de fusédo
mais alto, cristalizam-se primeiro, justificando o
fato do hardfat de crambe, composto de acidos
graxos saturados, iniciar sua cristalizacdo em
torno de 65°C, apresentando somente um pico.
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Figura 1: Termogramas de cristalizagdo (Temperatura °C x
Heat Flow W/g) do hardfat de crambe (A); azeite de oliva
(B); 6leo de soja (C); mistura simples (D) e apds a
interesterificacdo (E).

Em contrapartida, o pico de cristalizacéo
do azeite de oliva e do 6leo de soja comeca por
volta de -15°C, em virtude de possuirem em sua
composicdo maior quantidade de acidos graxos
insaturados. Apos a interesterificacdo, observa-se
uma grande mudanca no perfil de cristalizacéo,
pois os triacilglicerdis tri e dissaturados foram
redistribuidos para monoinsaturados e tri
insaturados.

Haighton (1959) classificou a consisténcia
das gorduras em relacdo ao seu Yield Value,
conforme Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo das gorduras (Haighton, 1959).

Y'(eg:f/l C\rﬁzl)u ¢ Consisténcia
<50 Muito macia, quase fluida
50-100 Muito macia, ndo espalhavel
100-200 Macia, j espalhavel
200-800 Plastica e espalhavel
800-1000 Dura, satisfatoriamente espalhéavel
1000-1500 Muito dura, no limite de espalhabilidade
>1500 Muito dura

A mistura simples apresentou um Yield
Value de 137,88 g#cm?, enquanto que o lipidio
estruturado apresentou 384,99 g«/cm?, sendo este o
resultado esperado uma vez que a literatura
cientifica indica que o processo de
interesterificacdo altera a plasticidade e a
consisténcia da gordura.

Segundo a classificagdo de Haighton
(1959), o lipidio estruturado obtido pela
interesterificacdo apresenta consisténcia plastica e
espalhavel, podendo ser aplicado em margarinas.
Ja a mistura simples, apesar de visivelmente mais
consistente, a medida que o probe infiltra na
amostra, a mesma ndo apresenta resisténcia, sendo
classificada como macia.

Em relacdo a nanoemulsdo, a Tabela 3
apresenta os valores obtidos para tamanho de
particula, PDI e potencial Zeta durante diferentes
periodos de experimentacao.

Tabela 3. Valores obtidos para tamanho de particula, PDI
e potencial Zeta.

Tamanho Potencial
Periodo da PDI
p Zeta
particula
48h 198,33 0,264 -31,5
15 dias 194,96 0,284 -35,9
30 dias 176,6 0,446 -31,1

Com relacdo ao tamanho de particula,
Kumar e Singh (2012) relatam que a nanoemulséo
deve ter tamanho inferior a 200 nm com o
objetivo de manter a estabilidade fisica das
emulsdes (MARTINI & HERRERA, 2008). O
indice de polidispersividade (PDI) se refere a
variedade do tamanho da amostra relativo a sua
distribuicdo por intensidade, ou seja, ela esta
relacionada com homogeneidade das particulas
(ALBERNAZ, V., 2014). Varia¢Ges nos valores
obtidos de PDI durante a experimentacdo € um
indicativo de quebra ou aglomeracdo de particulas
(SOUZA P. et al. 2012). Para monitorar o
comportamento e estabilizacdo destas
nanoemulsdes é verificado seu potencial Zeta
(ALMEIDA C. et al. 2017). O potencial Zeta com
um valor de + 30 mV é geralmente escolhido para



inferir a estabilidade das particulas, através do
qual o valor absoluto superior a 30 mV indica uma
condicdo estavel, enquanto que um valor de
potencial Zeta inferior a 30 mV indica uma
condicdo para a instabilidade, a agregacéo,
coagulacdo ou floculagdo (ALMEIDA C. et al.
2017).

Com relacdo aos resultados obtidos na
caracterizacdo da nanoemulsdo, observa-se que 0s
valores encontrados para tamanho de particula,
indice de polidispersividade e potencial Zeta
correspondem aos valores citados como ideais na
literatura.

Através dos resultados apresentados na
Tabela 4, é possivel verificar que o ganho de peso
dos animais teve uma variagdo entre 0s grupos de
54 g e 11,6 g durante 6 semanas de
experimentacéo.

Tabela 4. Peso corp6reo dos camundongos.

DPCt DHC? DHLE® DHLEN*
Peso 19,4 20,0 19,4 18,8
inicial (g)
Peso 24,8 29,2 31,0 26,6
final (g)
Ganho(g) 5.4° 9,22 11,6¢ 78¢

1 Dieta padrdo controle; 2 Dieta hiperlipidica controle; 3
Dieta hiperlipidica com lipidio estruturado; * Dieta
hiperlipidica com lipidio estruturado nanoemulsionado.

* Letras minusculas indicam diferenca significativa entre os
grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.

O grupo cujo ganho de peso foi menor
(DPC), ingeriu uma dieta controle normocalorica
enquanto que o grupo DHC ingeriu uma dieta
controle hiperlipidica composta de 6leo de soja e
azeite de oliva estimulando o desenvolvimento de
obesidade.

A dieta hiperlipidica com lipidio
estruturado (DHLE) ndo apresentou um resultado
efetivo no combate ao ganho de peso, sendo
verificado que dentre as dietas hiperlipidicas, a
DHLEN demonstrou a resposta mais satisfatoria.
O grupo DHLEN, apresentou um ganho de peso
de 15,21% menor em relacdo ao grupo DHC.
Mesmo constatando um ganho de peso de 0,4
vezes mais em comparacdo ao grupo com dieta
padrdo controle (DPC), os resultados obtidos a
partir da experimentacdo com o grupo DHLEN
ainda expressam o potencial da empregabilidade
de uma dieta nanoemulsionada rica em 4&cido
behénico na prevencdo do ganho de peso e
obesidade.

O é&cido behénico atua de forma a impedir
a deposicao da gordura visceral e do triacilglicerol
hepatico, devido reducdo na absorcdo dos lipidios
consumidos na dieta, bem como pela maior

excre¢cdo de &cidos graxos nas fezes. Nesse
sentido, ao utilizar o 4cido behénico na
composicdo da dieta dos camundongos, hd uma
baixa absorcdo pelo organismo, por ser um acido
graxo saturado de cadeia longa, como também,
possui propriedades de inibicdo da lipase
pancreatica, diminuindo ainda mais a sua absorcéo
e a de outros acidos graxos (DAMODARAN, S.;
PARKIN, K. L.; FENNEMA. 2010). Em razéo
disso, os camundongos submetidos a DHLEN
apresentaram uma maior ingestdo alimentar por
dia, como demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5. Ingestdo alimentar média em gramas durante

24h/grupo.
DPC! DHC? DHLE3 DHLEN*
13,03 14,72 14,54 17,89

1 Dieta padrdo controle; 2 Dieta hiperlipidica controle; 3
Dieta hiperlipidica com lipidio estruturado; * Dieta
hiperlipidica com lipidio estruturado nanoemulsionado.

O resultado da glicemia basal dos grupos
de animais foi analisado segundo o teste
estatistico de Tukey - ANOVA e demonstrado na
Tabela 6. Nota-se que o0 grupo submetido a dieta
padrédo controle (DPC) e o grupo que consumiu a
dieta hiperlipidica com lipidio estruturado
nanoparticulado (DHLEN) ndo apresentaram
diferencas estatisticas  significativas, sendo
constatado que a ingestdo de uma dieta
hiperlipidica nanoemulsonada ndo contribui para o
aumento da glicemia basal, corroborando com a
literatura cientifica.

Tabela 6. Glicemia basal em mg/dL.

DPC! DHC? DHLE3 DHLEN*

162,66 ° 220,337 177,66 151,66 °

1 Dieta padrdo controle; 2 Dieta hiperlipidica controle; 3
Dieta hiperlipidica com lipidio estruturado; * Dieta
hiperlipidica com lipidio estruturado nanoemulsionado.

* Letras minUsculas indicam diferenca significativa entre os
grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.

O conteudo de triglicerideos do sangue dos
animais pode ser visualizado na Tabela 7. O teste
estatistico mostrou que os grupos ndo diferem
significativamente entre si, mesmo havendo
discernimento em termos de peso corporeo entre
0s grupos que consumiram DHC e DHLEN como
ja apresentado na Tabela 6. Pode-se atrelar esse
fato ao tempo de ensaio insuficiente, uma vez que
ndo foi possivel os grupos adquirirem diferenga
significativa.

Tabela 7. Triglicerideos

DPC! DHC2 DHLE? DHLEN*

88,332 108,332 97,662 93,332




1 Dieta padrdo controle; 2 Dieta hiperlipidica controle; 3
Dieta hiperlipidica com lipidio estruturado; * Dieta
hiperlipidica com lipidio estruturado nanoemulsionado.

* Letras minusculas iguais indicam que ndo ha diferenga
significativa entre os grupos pelo teste Tukey com 95% de
significancia.

4. CONCLUSAO

O lipidio estruturado nanoemulsionado
confeccionado em  laboratério  apresentou
caracteristicas  fisico-quimicas  diferenciadas
quando comparado com a mistura simples dos
6leos de soja, crambe totalmente hidrogenado e
azeite de oliva, bem como foi observado um efeito
antiobesidade satisfatorio em experimentacdo
animal. A incluséo de uma dieta nanoemulsionada
contendo 4acido behénico, permitiu que o0s
camundongos ndo engordassem, sendo verificado
uma manutencdo do peso corpdreo, mesmo
submetidos a uma dieta hiperlipidica. Esse
resultando indica que o lipidio nanoemulsionado
pode ser um aliado na prevencdo da obesidade e
consequentemente de outras doencas.
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