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IMADA, Katiuscia Shirota. Desenvolvimento e caracterizacao de nanoemulséo de 6leo de acai
— de — touceira (Euterpe oleracea Martius). 2024. 94 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e

Biotecnologia) — Universidade Federal do Acre, Rio Branco, 2024.

RESUMO

A riqueza da biodiversidade amazdnica se apresenta como imensuravel fonte de matérias-
primas e os 0leos vegetais, como do agai — de — touceira (Euterpe oleracea Mart.), uma oleaginosa
predominantemente encontrada na Amazonia. O 6leo do acai é uma promissora matéria-prima nao s
para a industria farmacéutica, mas também como para uso cosmético e alimentar. Nanoemulsdes sao
dispersdes coloidais caracterizadas por apresentarem glébulos de tamanho nanométrico, o que lhes
confere estabilidade cinética. A encapsulacdo de 6leo em sistemas nanoemulsionados € uma
alternativa encorajadora, devido ao 0leo apresentar baixa estabilidade durante a armazenagem e a
dificuldade de incorporagdo devido ao seu carater hidrofobico. Nesse contexto, esta Tese teve
como objetivo principal desenvolver nanoemulséo de 6leo de acai — de — touceira (E. oleraceae
Mart.) do tipo 6leo em agua. O desenvolvimento de nanoemulsdo a partir de dleo de agai foi
constituido em duas fases distintas. A primeira atrelada ao conhecimento do 6leo, quanto suas
propriedades fisico-quimicas, pelos parametros de indice de perdxido, indice de acidez, indice de
saponificacdo, indice de iodo, indice de refracdo e densidade, além das analises de
termogravimetria, analise térmica diferencial e espectroscopia transformada de Fourier; a
constituicdo quimica do Oleo por cromatografia a gas, atividades antioxidantes e analise
microbioldgica. A segunda e principal fase, consistiu no estudo de obtencdo e caracterizacao da
nanoemulsdo utilizando 6leo de acai como fase oleosa. Para a produgdo da nanoemulsao foi utilizado
um homogeneizador ultrassonico. A estabilidade fisico-quimica da nanoemulséo foi avaliada por meio
das medidas do diametro utilizando os testes de indice de polidispersividade, tamanho de particula,
pH, potencial Zeta e pela microscopia eletronica de transmissdo. Na caracterizacdo dos parametros
fisico-quimica do 6leo do acai, a densidade de massa foi de 0,83+0,01 g.cm™ a 24°C; indice de
refracdo foi de 1,46; indice de acidez de 1,85+0,15 mg KOH.g?; indice de saponificacdo de
180,95+0,73 mg KOH.g%, indice de perdxidos 8,25+0,003 meq.kg™ e indice de iodo com 76+10,7
gl? 100.g7%. Para espectroscopia na regifo de absorgdo do infravermelho, apresentou estiramentos
caracteristicos a estrutura geral do triglicerideo. Na analise térmica o 6leo apresentou-se termicamente
estavel até a temperatura de 412°C. No perfil de acidos graxos o acido graxo saturado, sendo o Acido
palmitico (40,7%) se mostrou majoritario, seguindo do acido graxo monoinsaturado, o Acido oleico
(34,7%); a atividade antioxidante pelos métodos DPPHe, FRAP, ABTS™ ¢ B-caroteno/acido
linoleico apresentaram ECso = 291,33+1,75, 57,05+1,84 um de FeSO..g?, 18,91+1,86 puM



Trolox.g™* e 88,66+1,90% de inibigdo, respectivamente. N&o foi observado crescimento de fungos
filamentosos, leveduras e coliformes; o crescimento dos mesofilos foram abaixo do limite de 10°
UFC.mL™. Foi possivel obter uma nanoemulséo estavel a partir da mistura de com 5% de 6leo de
acai e 1% tensoativos, que apresentaram os seguintes parametros, o 28,04+0,22 nm tamanho médio
de particula, -25,90+0,83 mV do potencial Zeta, 0,347+0,05 de indice de polidispersidade e o pH
de 6,90+0,10. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a nanoemulsédo do dleo de E.

oleracea Mart. é uma alternativa promissora, agregando valor a cadeia de comercializagao desse fruto.

Palavras-chave: Nanobiotecnologia; Potencial Zeta; Fruta amazonica; Oleo de E. oleracea Mart.;

Produtos nanoestruturados.



IMADA, Katiuscia Shirota. Development and characterization of caespitose acai oil
nanoemulsion (Euterpe oleracea Mart.). 2024. 94 f. Thesis (Ph.D. in Biodiversity and
Biotechnology) - Federal University of Acre, Rio Branco, 2024, AC - Brazil, 2024.

ABSTRACT

The richness of Amazonian biodiversity presents an immeasurable source of raw
materials and vegetable oils, such as caespitose acai (Euterpe oleracea Mart.), an oilseed
predominantly found in the Amazon. Acai oil is a promising raw material not only for the
pharmaceutical industry, but also for cosmetic and food use. Nanoemulsions are colloidal
dispersions characterized by having nanometric-sized globules, which provide Kinetic stability.
Oil encapsulation in nanoemulsified systems is a promising alternative, as the oil has low stability
during storage and difficulty in incorporation due to its hydrophobic nature. In this context, the
main objective of this doctoral thesis was to develop acai oil (E. oleraceae Mart.) nanoemulsion
of the oil-in-water type. The development of nanoemulsion from acai oil consisted of two distinct
phases. The first consisted of knowledge of the oil, regarding its physical-chemical properties,
through the parameters of peroxide index, acidity index, saponification index, iodine index,
refractive index and density, in addition to thermogravimetry analyses, differential thermal
analysis and Fourier transform spectroscopy; the chemical constitution of the oil by gas
chromatography, antioxidant activities and microbiological analysis. The second and main phase
consists of the study of obtaining and characterizing the nanoemulsion using acai oil as the oily
phase. To produce the nanoemulsion, an ultrasonic homogenizer was used. The physicochemical
stability of the nanoemulsion was evaluated by measuring the diameter using the polydispersity
index, droplet size, pH, Zeta potential tests and by scanning electron microscopy. In characterizing
the physical-chemical parameters of acai oil, the mass density was 0.83+0.01 g.cm™ at 24 °C;
refractive index was 1.46; acid value 1.85+0.15 mg KOH.g!; saponification index of 180.95+0.73
mg KOH.g?, peroxide index of 8.25+0.003 meq.kg™ and iodine index of 76+10.7 gl2 100.g%. For
spectroscopy in the infrared absorption region, specific stretches of the general structure of the
triglyceride were presented. In thermal analysis, the oil was thermally stable up to a temperature
of 412°C. In the profile of saturated fatty acids, the saturated fatty acid, palmitic acid (40.7%) was
the majority, followed by the monounsaturated fatty acid, oleic acid (34.7%); the antioxidant
activity by the DPPHe, FRAP, ABTS++ and B-carotene/linoleic acid methods showed ECso =
291.33+1.75, 57.05+1.84 um FeSO4/g, 18.91+1,86 uM Trolox.g™* and 88.66+1.90% inhibition,
respectively. No growth of filamentous fungi, yeasts and coliforms was observed; mesophilic

growth was well below the limit of 10° CFU.mL™. It was possible to obtain a stable nanoemulsion



from the mixture of 5% acai oil and 1% surfactants, which occurred in the following parameters,
28.04+0.22 nm average particle size, -25.90+0, 83 mV of Zeta potential, 0.347+0.05 of
polydispersity index and pH of 6.90+0.10. From the results obtained, we can conclude that the E.

oleracea oil nanoemulsion is a promising alternative, adding value to the trade chain for this fruit.

Keywords: Nanobiotechnology; Zeta potential; Amazonian fruit; E. oleracea oil; Nanostructured
products.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Os tipos de NanOEMUISAO.. .........cccueiieieiieie e 29

Figura 2 - Coordenadas geogréaficas do local da coleta do acai (E. oleraceae Mart.) em Rio Branco

Figura 3 — Metodologia de extracdo do 6leo de acai — de — touceira (E. oleraceae Mart.) por Bligh
e Dyer (1959) MOAITICAUO .....ccvveeiiieiieeie ettt sre e sreesreeaesneenns 37

Figura 4 - Metodologia da analise do 6leo de acai por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massa, Andlise Térmica por Termogravimetria (TG) e Anélise Térmica

Diferencial (DTA) e Espectrometria na regido do Infravermelho.............cccccoveviiiieicicie e, 43
Figura 5 — Oleo de acai extraido pela metodologia de Bligh e Dyer (1959) .......ccccccevvvrvrrnenne. 50
Figura 6 — Curvas de TG e DTG do 6leo de acai — de — touceira (E. oleracea Mart.) ................ 56

Figura 7 — Resultado da Analise por espectroscopia em infravermelho com transformada de

Fourier - FTIR do 6leo de acai — de — touceira (Euterpe oleracea Mart.) ..........c.ccccevveveeieieennnns 58

Figura 8 - Formulacao da nanoemulséo elaborada a partir do 6leo de acai (E. oleracea Mart.) ap6s

Figura 9 — Grafico referente ao tamanho de particula da nanoemulséo de 6leo de acai em relacdo

aintensidade da rEPIICA L .......ccooouiiieiice et ns 67

Figura 10 — Grafico referente ao potencial zeta da nanoemulsdo de 6leo de acai em relacédo a

INteNSIdade da FEPHICA L ......oveeiiiieieeee ettt enes 68

Figura 11 — Micrografias da nanoemulsdo de 6leo de acai (E. oleracea Mart.) por Microscopia
Eletronica de TransmiSSA0 (MET). ....oiiiiiiiiiiic ettt sta e saeeae s 69

Figura 12 — Micrografias da nanoemulsdo de 6leo de acai (E. oleracea Mart.) por Microscopia
Eletronica de TranSmiSSEA0 (IMET). ....oiuiiiiiiiiieiesie sttt 70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificacao dos sistemas coloidais baseada no tamanho de particulas e na estabilidade

L] G0 [0 10 1o a0 1 Tor: URTTTTTTTT T T TR TR TR TR TR TRTTRTTRRTRTRRT 29

Tabela 2 — Resultados da caracterizagdo fisico-quimicas do 6leo de agai — de — touceira (E.

(0] [=] = Tot == Y = ) OSSP 51

Tabela 3 — Resultado do perfil dos acidos graxos do Gleo de acai — de — touceira (E. oleracea

Mart.) por cromatografia a gasosa acoplada a espectrofotdmetro de massa. ...........ccecvvvvvrveneane. 54

Tabela 4 - Resultados da atividade antioxidante e poder redutor do éleo de acai — de — touceira (E.
oleracea Mart.) pelos métodos de DPPH, ABTS, FRAP e Sistema [-caroteno/acido

HINOIBICO. ettt e ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e et eeeee e e e e e ———aaaeaaaas 59

Tabela 5 - Resultado das analises microbioldgicas do 6leo de acai (E. oleracea Mart.), como
contagem de coliformes, mesofilos e de fungos filamentoso e leveduras............ccccccevvevveiieiiiennenn, 61

Tabela 6 - Composicdo da nanoemulsdo elaborada a partir do dleo de agai — de — touceira (E.
OIEIACEA IVIAIT.) .. b b bbbt bt nb bt bbb eneas 63

Tabela 7 - Resultados das caracteristicas fisico-quimicas da nanoemulsdo elaborada a partir do de

Oleo de acai (E. oleracea Mart.) por usO de UItraSSOm..........ccceeveiiveriiiiesi e 65



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS - 2,2-azinobis 3-etilbenzenotiazolina-6-acido sulfénico
APHA — American Public Health Association

APT — Agua Peptonada Tamponada

AT — Analise Térmica

CG — MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massa
DPPH - 2,2-difenil-1- picril-hdrazil

DRBC - Dchoran Rose Bengal Clorafenicol Agar

DTG — Derivada Termogravimétrica

ECF — Espectrometria de correlacdo de fotons

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power

IA -indice de Acidez

IAL — Instituto Adolfo Lutz

KOH — Hidroxido de Potéssio

MET - Microscopia Eletronica de Transmissao

MUFA — Acido Graxo Monoinsaturado

PCA — Plate Count Agar ( Agar Padr&o para Contagem)
Pdl - indice de Polidispersidade

PUFA — Acido Graxo Poli-insaturado

TFD - Terapia Fotodindmica
TG — Curva Termogréfica

TGA - Analise Termogravimeétrica

UTAL — Unidade de Tecnologia de Alimentos



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 18
1.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 21
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 21

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 22
2.1 ACAI — DE — TOUCEIRA (Euterpe oleraceae Martius)............cccccooeerrueveerereerecureenn. 22
2.2 OLEO DE ACAI (E. 01eraceae Martils) ...........ccevveivreieeriesesesssessesesesssssesessssesessenen, 23
2.3 ENSAIOS FISICO-QUIMICOS E BIOLOGICOS PARA CARACTERIZAGAO DO
OLEO DE ACAT ..ottt 24

2.3.1 TNAICE A ACIUBZ .....evoveececeeeeee ettt 25
2.3.2 Indice de SAPONITICAGED. .........c.vveeeieeeeeeeseeeee ettt 26
2.3.3 Indice de iodo pelo método de Wijs adaptado para ciclohexano................... 26
2.3.4 Densidade e Indice de refragao........cccoevcueveveeeeiceeeeeeeeeeee e 27
2.3.5 Andlise por termograVvimetria .........cocuieiiiierieiee e 27
2.4 NANOEMULSOES. .......coooiieieeieeieteesee ettt 28
2.4.1 Nanoemulsfes assistida por Ultrassom...........ccccccvevveiiiiciiese e 31
2.5 METODOS DE CARACTERIZAGAO DAS NANOEMULSOES........ccoovvnreniernens 32
2.5.1Tamanho da particula e Indice de Polidispersidade ............cc.cccooevveuercunnn.. 32
2.5.2 POLENCIAL ZETA.......cviiiiieii et 33

3MATERIAIS E METODOS......c.ooiiieieieie ettt s s 35
B0 N 1Y/ [ 1 3 I NS 35
3.2 EXTRACAQ DE OLEO DE ACAI ..ot 36
3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OLEO DE ACAI ..o, 37

3.3.1 Determinacao do INdice de ACIHEZ...........ccvveveveevieeereeeeeeee e, 37
3.3.2 Determinagao de Indice de PEroXidos........co.ocvveeveeevrueeesieeeeseseeseeeesesienenen, 37
3.3.3 Determinacgéo do indice de SapONIfiCAGA0...........cecerererieieieese e 38
3.3.4 Determinacéo do indice de iodo pelo método de Wijs adaptado................... 39
3.3.5 Determinacgdo de DensSidade..........cccueieeiiiieiieiieie e s 40
3.3.6 Determinacao de INdice de refragio .........cccoeevevveereeeeereeeeseeessseee s, 40
3.4 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE ACAI POR CROMATOGRAFIA A
GAS R 41
3.4.1 Derivatizagdo do 010 de ACaI.........ccurueririiiiiiee e 41

3.4.2 Preparo das @mOSTIaS .......coiueiiiiiiieiieie ettt 41



3.4.3 Andlise da composi¢do em &cidos graxos por cromatografia gasosa............ 42

3.5 ANALISE TERMICA DO OLEO DE ACAT ....coovieieiiseeeeeeeeeeee e 42
3.6 ESPECTROMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO OLEO DE ACAI —
DE — TOUCEIRA (Euterpe oleracea Mart.) .........cccceoerererininiiisieeeeesese e 43
3.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE AC}Ai ....... 43
3.7.1 Método de sequestro do radical livre DPPHe..................coooeiviiiiii e, 43
3.7.2 Método de captura do radical livie ABTS ... 44
3.7.3 Método de reducao do ferro (FRAP) .....ccooiiiiieie e 45
3.7.4 Determinacdo de p-caroteno/acido linoleiCo..........c.ccovvevievieieiccc i, 46
3.8 ANALISES MICROBIOLOGICAS DO OLEO DE ACAI ....oevvieiieeieieeeeeieiis 47
3.8.1 Determinacdo de presenca de microrganismos mesofilos..........ccccccvevvvenennee. 47
3.8.2 Determinacéo de presenca de fungos filamentosos e leveduras .................... 47
3.8.3 Determinacéo de presencga de COlITOrMES ........ccoovviieiiiie i 47
3.9 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DE OLEO DE ACAI -
DE - TOUCEIRA . ..ottt sttt nnb e e nnre e e 48
3.9.1 Preparacdo da nanoemulsdo de 6leo de agai.........c.ccevveveeeiieieriveie e, 48
3.9.2 Caracterizacao fisico-quimica da emulSa0 ...........ccceovreieinineneinc e 48

3.9.3 Morfologia da nanoemulséo de 6leo de acai — de — touceira (Euterpe oleraceae

V= U o PSSP 49

4 RESULTADOS E DISCUSSOES ..ot vee e 50
4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OLEO DE ACAI — DE — TOUCEIRA
(EUtErpe 0leracea IMAIL.) ........coueieiie ettt et re e nas 50
4.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE ACAI — DE — TOUCEIRA (Euterpe
OlEIACEA IMIAIT.) ...ttt b bbbt 53
4.3 ESTABILIDADE TERMICA DO OLEO DE ACAI — DE — TOUCEIRA (Euterpe
(o] 1= g Tor=T= Y = o o SO SO UPOPRSTROP 55
4.4 ESPECTROMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO OLEO DE ACAI —
3] = 016 [0 =1 | OO 57
4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE ACAI — DE — TOUCEIRA (Euterpe
OlEIACEA IMIAIT.) ...ttt b bbbt 58
4.6 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DO OLEO DE ACAI............ 61
4.7 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DE OLEO DE ACAI
— DE — TOUCEIRA (Euterpe oleracea Mart.) ........ccccoeveereeiieiieieeieseese e seesee e 62
4.7.1 Desenvolvimento da formulacdo da nanoemulsao.............ccccevevvvveiveiieseene. 62

4.7.2 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica da nanoemuls&o............c.cccceeeee. 65



4.7.3 Morfologia da NaN0EMUISEO...........ccueiieiiiieiiereee s 69
B CONGCLUSAOD .o et e et e et e e e et e e e s et e e et e e et et e et et ereeserees et e s eres et aeeseseesareeenanes 71
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot eree e et e e e aeesareeeeraeesareeseraeenann 72

ANEXO A - Rotulo da exsicata da palmeira de Euterpe oleraceae Mart. do Parque Zooboténico
[0 = T U A ST P USSR 85

ANEXO B — Artigo publicado na Revista DELOS (Desarrollo Local Sostenible)...................... 86

ANEXO C — Participagao em EVENTOS. .........ouiitiiiiiii e 100



18

1 INTRODUCAO

O uso das plantas, em diversas atividades do ser humano, acompanha a historia
da humanidade. As sociedades primitivas utilizavam espécies vegetais para a
alimentacédo, porém, ao longo do tempo, outras finalidades contribuiram para ampliar o
conhecimento e a utilizacdo destes recursos (MATOS et al., 2021). A flora da Amazonia
possui enorme diversidade e endemismo e abriga populagdes humanas que mantém forte
interacdo com o seu ambiente (COSTA; NADAL; DA ROCHA, 2020).

Estudos na Amazodnia tem o potencial para fortalecer, e com isso salvaguardar,
conhecimentos e préaticas diante das atuais transformagdes socioeconémicas e culturais
pelas quais a regido vem passando, e como resultado, podem apontar quadros conceituais
mais elaborados acerca de meios apropriados de gestdo integrada destes ecossistemas,
para as atuais e futuras geracdes (CICHOSKI; CORONA; DE MELLO, 2022).

Muitos estudos com plantas, ricas em compostos bioativos encontradas na
Amazodnia tém sido realizado e colaboram para com o desenvolvimento sustentavel local,
dentre estas 0 acai (Euterpe oleracea Martius) merece destaque, uma vez que 0 agaizeiro
é fonte de matéria-prima para produtos alimentares, destacando o seu fruto (BARBOSA,
DE CARVALHO JUNIOR, 2022).

A partir deste fruto ¢ extraido o “vinho” de acai, muito apreciado pela populacéo
amazonica e, consumido com adicao de agucar e farinha de mandioca ou tapioca, ou ainda
com camardo ou peixe salgado, habito muito comum entre os paraenses (CASTRO,
2016). De acordo com a legislacdo brasileira, o acai é o produto extraido da parte
comestivel dos frutos do acaizeiro apds amolecimento dos frutos e uso de processos
tecnoldgicos, por meios mecanicos e sem filtracdo (BRASIL, 2000).

A polpa do acai € uma emulsdo obtida pelo processamento dos frutos das
palmeiras do género Euterpe, onde estdo trés espécies sdo de interesse comercial: E.
oleracea, E. precatoria e E. edulis, nativas do Brasil, as duas primeiras sdo amazonicas e
a Gltima da Mata Atlantica. O agai apresenta elevado teor de lipidios e antocianinas, e 0
seu consumo redunda em inameros beneficios devido ao seu efeito antioxidante,
antienvelhecimento e anti-inflamatério. Ao agai e seus derivados é atribuido o efeito
inibidor de células cancerosas de mama, colo de utero e pulmdo (BAPTISTA, 2020;
SILVA; SEVALHO; MIRANDA, 2021; DA SILVA et al., 2023).
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O Brasil € o principal produtor, consumidor e exportador do acai. Esse fruto é
comercializado e consumido pela populagéo local nas regifes produtoras do Amazonas,
Para, Maranhdo, Amapa, Acre e Rondbnia. Dentre os maiores produtores de agai,
destacam-se o0 Pard e Amazonas, responsaveis por cerca de 90% da producédo nacional, e
destes 10% sd@o exportados para os Estados Unidos e Japdo (GALATE, 2012; MATOS et
al., 2017).

O acai apresenta diversos nutrientes interessantes como alta concentracdo de
lipideos aproximadamente 40,75%, carboidrato 42,5%+3,56, proteinas 9,13%+0,63 em
100 gramas de acai liofilizado, também possui vitaminas e minerais como célcio, ferro,
magnésio e potassio. Da polpa do acai extrai-se o 6leo fixo de acai, também rico em
polifendis, com sua propriedade antioxidante, anti-inflamatéria e anti-proliferativa. O
Oleo é extraido da polpa e também da semente, é composto de acidos graxos essenciais
com potencial uso nas formulacdes farmacéuticas e cosméticas. O 6leo de acai é rico em
acido graxos monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados (PUFA), sendo 0s majoritarios
o acido linoleico, oleico e palmitico, demonstrando interessante para aplicacao
nutracéutica (YAMAGUCHI et al., 2015; MATOS et al., 2017; MACIEL-SILVA et al.,
2021; MELO et al., 2021).

Os Oleos vegetais podem ser utilizados no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de produtos nanoestruturados, e s@o destaque nas literaturas especializadas
(DELSHADI et al., 2020; MASIERO et al., 2021). O desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados, como as nanoemulsdes, as nanocapsulas, nanoparticulas e cristais
liquidos, permite o aumento da eficiéncia de produtos utilizados na terapéutica atual, a
reintroducéo de outros anteriormente descartados por suas propriedades indesejaveis e o
aprimoramento de novos farmacos antes que sejam utilizados na terapéutica (LUIZ et al.,
2021; DINI, 2022). 1Isso, porque esses sistemas podem promover alteracbes nas
caracteristicas de solubilidade do farmaco, diminuicdo dos efeitos adversos e/ou
colaterais, aumento da eficacia terapéutica, protecdo do farmaco frente a fatores de
degradacéo, tais como a luz e o calor, entre outras aplicacdes (ARREDONDO-OCHOA,;
SILVA-MARTINEZ, 2022; SHARMA et al., 2023).

As nanoemulsdes tém recebido grande atencdo nos Ultimos anos como sistemas
de entrega direcionada de medicamentos e sdo promissoras devido as suas caracteristicas

unicas, com aplicagbes nas industrias de alimentos e cosméticos. Nanoemulsdes séo
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dispersdes coloidais compostas por dois liquidos imisciveis, sendo que um esta disperso
no outro. Em gotas de tamanho nanomeétrico, as dispersdes coloidais multifasicas séo
opticamente transparentes, com tamanhos variando de 50 nm a 200 nm, enquanto
tamanhos de até 500 nm apresentam aparéncia leitosa (SHETH et al., 2020; MAIA
FILHO et al., 2023).

A aplicagdo da biotecnologia industrial nos processos de producdo tem sido
considerada marcante na mudanga de métodos tradicionais e no desenvolvimento de
novos produtos. Tornando-0s mais competitivos, além de reduzir os impactos ambientais,
substituindo a utilizacao de matérias-primas fosseis por outras, tendo como base materiais
biol6gicos ou renovaveis, que também auxiliam na diminuicéo da utilizacdo energética e
de residuos. Vem ganhando importancia e enfoque por causa das suas vantagens
competitivas, além de tornar-se um apoio a P&D, as politicas governamentais, a
agricultura, a comercializacdo de produtos, impostos e a preparacdo da sociedade para o
futuro (OLIVEIRA, 2023).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoemulsdo de 6leo de acai — de - touceira (Euterpe oleracea Mart.)

do tipo 6leo em agua.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a fracdo lipofilica obtida de frutos de E. oleracea Mart.;

Determinar a atividade antioxidante e as propriedades fisico-quimicas do éleo de
E. oleracea Mart.;

Analisar o perfil de acidos graxos do 6leo de acai por Cromatografia a Gas por
Espectrometria de Massa (CG/MS);

Preparar nanoemulsdo de 6leo de acai pelo método de alta energia;

Caracterizar a nanoemulsdo a base de dleo de acai quanto ao aspecto
macroscopico, diametro hidrodinamico, indice de polidispersao e carga de superficie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACAI - DE - TOUCEIRA (Euterpe oleracea Mart.)

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma espécie monocotileddnea pertencente a
familia Arecaceae, sendo considerada a espécie mais importante do género Euterpe, dentre
as dez registradas no Brasil (CONAB, 2019). Dentro dessa familia, o género Euterpe relne a
cerca de 28 espécies e esta distribuido pela América Central e do Sul e por toda bacia
Amazénica. A E. oleracea, junto com a E. precatoria e E. edulis sdo as espécies que ocorrem
com maior frequéncia no Brasil, as duas primeiras sdo da amazonicas e a Ultima da Mata
Atlantica e, sdo importantes do ponto de vista agroindustrial (COUTINHO, 2017;
VIANNA, 2020; FRANCISCONI et al., 2022).

Em se tratando de distribuicdo, 0 acaizeiro ocorre espontaneamente nos estados
brasileiros do Amazonas, Para, Maranhdo, Amapéa, Mata Atlantica e Tocantins. Fora do
Brasil pode ser encontrado na Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela.
Entretanto, as maiores areas ocupadas por essa espécie ocorrem na Amaz6nia oriental
brasileira, mais precisamente no estuario do Rio Amazonas. E. oleracea é conhecido
popularmente em diferentes locais da regido amazénica como: acai-do-Para, acai-do-
Baixo Amazonas, acai-de-touceira, acai-de-planta e acai-verdadeiro. A palavra “agai”
vem do tupi (ya-cai), que significa “fruto que chora” (TAVARES, 2020; OLIVEIRA,
2023).

As plantas adultas da E. oleracea possuem estipes de 3 a 20 m de alturae 7 a 18
cm de didmetro e possuem cicatrizes formadas pela queda das folhas; folhas pinadas com
arranjo espiralado de 40 a 80 pares de foliolos; inflorescéncia do tipo cacho com flores
estaminadas, pistiladas e ordenada em triades, onde cada flor feminina fica ladeada por
duas flores masculinas; o fruto € uma drupa globosa, de 1 a 2 cm de didmetro e peso
médio de 1,5 g; epicarpo roxo ou verde na maturacdo, dependendo do tipo; mesocarpo
polposo que envolve o endocarpo volumoso e duro; e sistema radicular do tipo
fasciculado, com raizes emergindo da estipe da planta adulta até 40 cm acima da
superficie do solo (AGUIAR, 2016; NERIS, 2023).
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2.2 OLEO DE ACAI (E. oleracea Mart.)

O acai vem despertando grande interesse nas pesquisas cientificas, devido suas
caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigena. Em pesquisas in vitro
e da sua composicdo fitoquimica, possuem varias substancias que podem ser empregadas
em diferentes industrias, além das de alimentos, cosmético, medicamentos (HEINRICH,;
DHANJI; CASSELMAN, 2011; YAMAGUCHI et al., 2015; MELO et al., 2021;
LAURINDO et al., 2023; FILHO et al., 2023).

Oliveira et al. (2019) descreve o alto valor nutricional e energético da polpa de E.
oleracea, apresentando interessante composi¢do quimica de macronutrientes, constituida
principalmente de lipidios 49,14%, proteinas 9,19%, fibra bruta total 20,29% e total
acucares 2,71%. Na pesquisa de Lucas et al. (2018) confirmam que o componente
majoritario na polpa de acai séo os lipideos com 53,31 %, merecendo destaque como fonte
de carboidratos com cerca de 31,82 % e 10,67 % de proteinas. Em estudo Silva et al.
(2020), encontraram na polpa do agai uma constituicdo de 42,79% de lipideos, 43,64%
de carboidratos e 10,54% de proteinas.

Na fracdo lipidica as substancias majoritarias sdo os acidos graxos insaturados,
pode-se citar o acido graxo oleico e palmitoleico, também se observa a presenca de &cidos
graxos saturados, como o palmitico. E possivel verificar quantidades inferiores de acidos
graxos mono e poli-insaturados (MANTOVANI et al., 2003; BIERMANN et al., 2021;
KAZAZ et al., 2022). O acido oleico é um acido graxo monoinsaturado (C18:1) e possui
como propriedades bioldgicas o efeito anti-inflamatdrio, hipocolesterolémico e prevencéo
de doencas cardiovasculares (SALES-CAMPOS et al., 2013; ROTONDO et al., 2020).

A composicdo quimica do acai apresenta um elevado valor energético por conter alto
teor de lipidios, como os acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados. Ha uma
predominancia de 71,17% de acidos graxos insaturados, dentre os acidos graxos insaturados
tem-se 52,54% de acido oleico seguido de &cido linoleico (9,72%), os acidos graxos saturados
principais sdo acidos palmiticos (25,93%) e o acido estearico (1,86%), totalizando cerca de
28,06% de acidos graxos saturados e, devido a essas concentracfes desses compostos, o 6leo
da polpa de acai pode ser comparado aos dleos de azeite e abacate (SANTO et al., 2010;
SILVA, 2021).
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Os perfis de acidos graxos do 0leo de polpa de acai liofilizado obtido por CO. sob
diferentes condi¢es operacionais mostraram que o acido graxo monoinsaturado (MUFA)
foi maior que os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA). O principal MUFA foi o &cido
oleico (C18:1) com maior concentracdo (65,81%). JA& o PUFA linoleico (C18:2) foi
encontrado na concentracdo de 15,54%. Apenas vestigios de acido linolénico (C18:3)
foram encontrados em todas as condigdes experimentais (BATISTA et al., 2016).

No estudo de Silva et al. (2019), avaliou o perfil de acidos graxos do dleo de E.
oleracea de municipios do estado do Pard, Brasil, onde apresentou o maior teor de acido
oleico foi encontrado no dleo de Saraca/PA, com maior valor de 64,19%; o menor teor
foi encontrado em Chaves/PA (61,65%). O maior teor de acido linoleico foi encontrado
no 6leo de acai de Chaves/PA para todas as condi¢des de operagdo com valor superior de
12,31%; o menor teor foi encontrado no Saraca/PA (9,45%). O maior teor de acido
palmitico (21,79%) foi encontrado no 6leo de Saracd/PA e o menor (21,15%) de
Chaves/PA, mostrando que nao houve diferenca significativa no acido palmitico contetdo
para todas as localidades e condi¢des operacionais estudadas.

Os ensaios feitos por Nascimento et al. (2008) apontam que as proporcdes de
acidos graxos estdo atreladas a forma de extracdo do dleo. A extracdo do dleo por via
enzimatica, resultou em 71% de &cidos graxos insaturados, 60,81% de monoinsaturados
e 10,36% de poli-insaturados, enquanto a extragdo com resultou em 68% de acidos graxos
insaturados, 60,33% de monoinsaturados, 7,83% de poli-insaturados, e 3,54% dos acidos
ndo foram identificados.

Portanto, o acai como alimento funcional possui efeito antioxidante representado
principalmente pelas antocianinas, efeito energético pela fracdo lipidica, além de
beneficios representados por outros componentes nutricionais. E além disso, apresenta
efeitos benéficos a satide (LAURINDO et al., 2023).

2.3 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS E BIOLOGICOS PARA CARACTERIZACAO DO
OLEO DE ACAI — DE — TOUCEIRA (Euterpe oleracea Mart.)

As andlises fisico-quimicas sdo importantes pois demonstram que o produto
analisado se apresenta dentro dos padrdes legais, evitando assim fraudes e/ou adulteracfes

nas amostras. Nos 0leos e gorduras as analises realizadas s&o determinadas pelos
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chamados indices, que informam as propriedades fisicas ou quimicas do produto
analisado. Quando for necessario a quantificacdo de constituintes pode-se utilizar a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS).

Segundo Instituto Adolfo Lutz (2008) as determinacdes feitas na analise de 6leos
e gorduras sdo expressdes de suas propriedades, tanto fisica quanto quimicas, sendo
determinado indices de iodo, saponificacdo, perdxido, acidez e constantes fisicas como o
indice de refragdo e densidade. Todas essas andlises servem como parametros de

identificacdo e avaliacdo da maioria dos 6leos e gorduras.

2.3.1 indice de acidez

Um dos mais importantes parametros para avaliar a qualidade de um 6leo vegetal
¢ o indice de acidez (I1A), pois reflete o grau de rancidez hidrofilica resultante da
deterioracdo dos triacilglicerdis, desta maneira aumenta os acidos graxos livres
proporcionando mudangas sensoriais no 6leo como alteracéo na cor e odor e também nos
produtos derivados a partir deste 6leo (NEDHI, 2013; MACIAN et al., 2021).

A determinacao do indice de acidez é essencial no parametro de qualidade de 6leos
vegetais, visto que ele indica o grau de pureza e o estado de deterioracao do 6leo, também
conhecido como rancidez hidrolitica. O indice de acidez € o nimero de mg de KOH
requerido para neutralizar &cidos graxos livres em 1g de amostra. Os triglicerideos
presentes na estrutura do Oleo sofrem uma reacdo de hidrélise (reacdo inversa a
esterificacdo), fazendo com que as cadeias de ésteres sofram quebras, liberando acidos
graxos livres e alcool (1AL, 2008; SANTOS, 2021).

Esta determinacdo fornece um dado importante na avaliacdo do estado de
conservacao do 0leo, desta forma é possivel verificar a decomposicéo, seja por hidrélise,
oxidacdo ou fermentacdo, manifestando alteracdo na concentracdo dos ions hidrogénio,
sendo acelerada por aquecimento e pela luz. S&o frequentemente expressos em termos de
indice de acidez, podendo sé-lo também em mL de solu¢do normal por cento ou em g do
componente do acido principal, geralmente o acido oleico (MACARTHUR; TEYE;
DARKWA, 2021)

O indice de acidez mostra como o numero de mg de hidroxido de potassio

necessario para neutralizar um grama da amostra. Este método pode ser aplicado a 6leos
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brutos e refinados, vegetais e animais e gorduras animais. Os métodos que avaliam a
acidez titulavel resumem-se em titular, com solucdes de élcali-padréo, a acidez do produto
ou solucBes aquosas/alcodlicas do produto, assim como o0s &cidos graxos obtidos dos
lipidios (BAIG et al., 2022).

Segundo a Anvisa (2010) os indices elevados de acidez indicam hidrolise
acentuada dos ésteres constituintes da matéria graxa. Os acidos graxos provenientes das
quebras nas cadeias de ésteres reagirdo com a base durante a titulacéo para a determinacgéo
do indice de acidez. A concentracdo dos ions hidrogénio se alteram quase sempre por
processos de decomposicdo, seja ele por hidrdlise, oxidacdo ou fermentacdo, sendo a
atividade bacteriana, agcdo catalitica como luz e calor, umidade e tratamentos quimicos do

processo de extracéo fatores que levam a esses processos (DUDI et al., 2021).

2.3.2 Indice de saponificacéo

O indice de saponificacdo de 6leos e gorduras é o numero de mg de KOH
necessario para saponificar um grama de amostra. Ou seja, esse indice identifica a
quantidade de base necessaria para saponificar o conteido lipidico da amostra. A base
adicionada ira reagir com os triglicerideos presentes no 6leo através de uma hidrélise
basica, ou reacdo de saponificacdo. E diferente do indice de acidez, nesse caso, existe a
influéncia da temperatura na reacdo (1AL, 2008).

E um indicativo do tamanho relativo das cadeias hidrocarbonicas dos &cidos
graxos existentes no sistema, de forma que quanto maior o indice de saponificacdo menor
o tamanho da cadeia, logo, o peso molecular do 4cido graxo. E expresso em miligramas
de hidréxido de potassio (KOH) por grama de amostra (1AL, 2008).

2.3.3 Indice de iodo pelo método de Wijs adaptado para ciclohexano

O indice de iodo de um o0leo ou gordura é a medida para verificar o grau de
insaturacgdo e é expresso em termos do nimero de centigramas de iodo absorvido por g da
amostra (% iodo absorvido). O método de Wijs é aplicavel a todos os éleos e gorduras

normais que ndo contenham ligacdes duplas conjugadas. Cada 6leo possui um intervalo
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caracteristico do valor do indice de iodo. A fixacdo do iodo ou de outros halogénios se da

nas ligacGes etilénicas dos acidos graxos (1AL, 2008).

2.3.4 Densidade e Indice de refracéo

Este método determina a razo da massa da amostra em relagdo a da agua por
unidade de volume a 24°C e € aplicavel a todos os 6leos e gorduras liquidas. O indice de
refracdo esta relacionado com o grau de saturacédo das ligacdes, mas é afetado por outros

fatores tais como: teor de acidos graxos livres, oxidacdo e tratamento térmico (IAL, 2008).

2.3.5 Anédlise por Termogravimetria

As curvas termogravimétricas (TG), acordo com a nomenclatura publicada pela
ICTAC -International Confederation for Thermal Analysis and Calorimetry (2014):
“Analise Térmica (TA) ¢ o estudo da relagdo entre uma propriedade da amostra e sua
temperatura, a medida que amostra ¢ aquecida ou resfriada de maneira controlada.” A
Analise Termogravimétrica (TGA) é uma técnica analitica que permite tracar a curva de
perda de massa em funcdo do tempo ou temperatura (curva TG), bem como analisar a
relacdo entre massa e temperatura (curva DTG), sob atmosfera inerte (por exemplo
nitrogénio) ou oxidante (oxigénio ou ar). De acordo com Rambo et al. (2015), a derivada
termogravimétrica (DTG) apresenta as informagdes mais acentuadas e melhora a
resolucdo do termograma, facilitando a interpretacdo dos resultados das analises
termogravimétricas (LEVER et al., 2014).

As técnicas termoanaliticas se definem como sendo métodos que se determina a
variacdo de uma determinada propriedade fisica de uma amostra em funcéo do tempo ou
da temperatura. Como um caso particular, a anélise termogravimétrica (TGA) acompanha
a variacao da propriedade fisica “massa”, de uma amostra em fung¢do do tempo com a
temperatura constante, ou em funcdo da temperatura. A TGA permite identificar as
variacfes de massa que ocorrem no material devido a volatizacdo de componentes,
decomposicéo, reacdo de oxidagdo e reducdo, entre outros processos. Por outro lado,
termogravimetria derivada (DTG), € 0 arranjo matematico, no qual a derivada da variacao
de massa em relagdo ao tempo (dm/dt) € registrada em funcdo da temperatura ou tempo.
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O aparelho utilizado para essa técnica é chamado de Termobalanca (BLAZQUEZ et al.,
2019; POSTAWA et al., 2022).

Umas das principais aplicacbes da analise TGA e DTG sdo para auxiliar
pesquisadores no entendimento dos constituintes de materiais adsorventes tendo como
base materiais organicos. Entender as mudancas térmicas desses compostos, assim como
limites de temperatura aos quais 0os materiais podem ser submetidos faz-se necessario para
que esses compostos sejam aquecidos sem que propriedades importantes sejam perdidas
(POSTAWA et al., 2022).

2.4 NANOEMULSOES

A nanociéncia e as suas aplicacbes técnicas sdo atualmente amplamente
consideradas como tendo um enorme potencial para numerosos projetos e aplicagdes de
investigagdo, incluindo os das inddstrias alimentar e farmacéutica e agricola. A
nanotecnologia tem sido acompanhada por uma série de grandes conquistas, € a ciéncia e
a tecnologia de criacdo de nanoparticulas, e a sua aplicacdo atravessa todos 0s campos da
ciéncia e esta a ser utilizada numa vasta gama de produtos em diversas industrias, que
inclui a alimentar, indUstria farmacéutica de cuidados, cuidados e cosméticos (CUNHA
et al., 2023; BAMISAYE et al., 2023).

As suspensdes coloidais consistem em pequenas goticulas lipidicas dispersas em
uma fase aquosa e sdo largamente utilizados no setor alimenticio para encapsular
componentes lipofilicos funcionais. Os trés sistemas mais utilizados séo as emulsdes, as
nanoemulsdes e as microemulsdes, sendo que suas principais diferencas sdo o tamanho
do didmetro das gotas e a estabilidade termodinamica (RAO; McCLEMENTS, 2011,
MORAES-LOVISON, 2017) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Classificagdo dos sistemas coloidais baseada no tamanho das particulas e na estabilidade

termodinamica.

) o Faixa de diametro da Estabilidade
Sistemas coloidais o
gota (nm) termodinamica
Emulsdes > 200 Metaestavel
Nanoemulsdes < 200 Metaestavel
Microemulsoes <100 Estavel

Fonte: Moraes-Lovison (2017).

As nanoemulsdes sdo definidas como sistemas heterogéneos, como demonstrado na
figura 1, nos quais um liquido (a fase interna) é disperso em outro (a fase externa) na
forma de goticulas de tamanho nanométrico, na presenga de um agente emulsionante.
Podem ter varias aplicacdes, tendo sucesso como veiculo de farmacos de administracdo
oral, topica, oftalmica e parenteral. A emulsdo pode ser classificada em: 6leo em agua
(O/A), quando o 6leo constitui 0 meio interno e a agua o externo ou dgua em 6leo (A/O)
caracterizada como uma emulsao agua em 6leo (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015;
SADEQ, 2020; BANASAZ et al., 2020).

Fase aquosa Fase oleosa O gotasdedleo O gotas de agua
\o? o o o @ o @ @
Oo o OOOOo ©©°©o C®@) Do
L ey &gy “ELer
O/A A/O A/O/A O/A/O

particula

Surfactantes

Figura 1 - Tipos de Nanoemuls&o.
Fonte: Adaptado de Sadeq (2020).
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Para Aboofazeli (2010), as nanoemulsdes sdo conhecidas também como
miniemulsdes, emulsdes submicrométricas, emulsdes ultrafinas, emulsbes de dispersao
fina e assim por diante. S&o um grupo de particulas dispersas usadas como veiculos para
fins farmacéuticos e parecem ser promissoras para o futuro da cosmeética, diagnostico,
terapias medicamentosas e biotecnologias. Devido as semelhancas entre microemulsées
e nanoemulsdes, diversas definicbes tém sido propostas na literatura, em relagdo as
nanoemulsdes (SHETH et al., 2020; SOUTO et al., 2022; MUSHTAQ et al., 2023).

Nanoemulsdes sdo emulsdes fora de equilibrio com um notavel tamanho de gota
pequeno na faixa de 20-200 nm, independentemente do método de preparacdo. Os
sistemas transparentes ou translicidos contendo goticulas com didmetro médio na faixa
entre 100-500 nm e, diferentemente das microemulsdes termodinamicamente estaveis,
sdo cineticamente estaveis. Apresentam dispersfes isotropicas e termodinamicamente
estaveis que consistem em 6leo, surfactantes, co-surfactantes e fase aquosa, geralmente
com didmetro de goticula na faixa de 10-100 nm (TARHAN, SPOTTI, 2021;
MARIYATE; BERA, 2022).

Hyacienth (2017) desenvolveu nanoemulsdes do tipo 6leo em &gua a partir dos
frutos de acai. As nanoemulsdes foram preparadas usando diferentes métodos, solvente
organico ou métodos de aquecimento ou sem solvente organico / ndao aquecimento.
Nanoemulsdes 6leo-em-agua possuem sistemas coloidais isotropicos compostos por
goticulas de 6leo dispersas em meio aquoso continuo e estabilizadas por moléculas de
surfactantes. O tamanho da particula ou o diametro médio da gota normalmente fica na
faixa de tamanho de 20-500 nm para ser qualificado como uma nanoemulsdo
(MANICKAM; SIVAKUMAR; PANG, 2020).

Com o objetivo de obter nanoemulsao 6leo em agua (O/A) a partir de éleo de acai,
tensoativo e agua, por meio do método de temperatura de inverséo de fase para uso topico,
Contente (2016) encontrou como resultados da nanoemulsdo B10 com cetoconazol a
0,5% foram encontrados Potencial Zeta (-25,53 mV + 10,04), indice de Polidispersidade
(0,37 = 0,04) e tamanho (128,53 nm + 10,04), sendo que, no periodo de 30 dias a
nanoemulsdo apresentou pouca variagdo. Assim, o 6leo de acai tem potencial para ser
empregado como insumo farmacéutico e usado como fase oleosa de nanoemulsbes

carreadoras de substancias lipossoluveis.
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2.4.1 Nanoemuls6es assistida por ultrassom

O ultrassom de baixa frequéncia e alta poténcia, comumente referido como
ultrassom de poténcia, ganhou interesse significativo na ultima década, pois possui uma
ampla gama de utilizagdes em uma infinidade de setores, tornando-o uma tecnologia de
processamento versatil, para a alteracdo, geracao e modificagdo de microestruturas. Como
consequéncia, devido a cavitacdo ultrassdnica, é capaz de aumentar a area superficial
especifica em sistemas de emulsdo para a geracdo de emulsdes de tamanho nanométrico
(O’SULLIVAN et al., 2017; THAKUR et al., 2021).

O uso de ultrassom de baixa frequéncia para formacdo de emulsdes esta bem
estabelecido, pelo menos em escala laboratorial. No entanto, a maior parte do trabalho até
0 momento tem se concentrado na preparacdo de emulsdes sintéticas, por exemplo, para
a industria de tintas ou na preparacao de nanoparticulas poliméricas. O desenvolvimento
de tais técnicas para a industria alimentar € um fendmeno muito mais recente (THAKUR
etal., 2021).

Acredita-se que a emulsificacdo ultrassdnica ocorra através de dois mecanismos.
Primeiramente, a aplicacdo de um campo acustico produz ondas interfaciais que se tornam
instaveis, resultando eventualmente na erupcéo da fase oleosa no meio aquatico na forma
de goticulas. Em segundo lugar, a aplicacdo de ultrassom de baixa frequéncia provoca
cavitacdo acustica, ou seja, a formacdo e posterior colapso de microbolhas pelas
flutuacGes de pressdo de uma simples onda sonora. Cada evento de colapso da bolha (uma
implosdo em escala microscOpica) causa niveis extremos de turbuléncia altamente
localizada. As microimplosdes turbulentas atuam como um método muito eficaz de
quebrar goticulas primarias de 6leo disperso em goticulas de tamanho submicron
(KENTISH et al., 2008; CARPENTER; SAHARAN, 2017; DA SILVA, ROSARIO,
CONTE-JUNIOR, 2023).

A obtencdo de nanoemulsdes assistida por ultrassom envolve mecanismos
dindmicos e complexos que produzem forgas de cisalhamento, estresse mecanico,
cavitacdo acustica (formacéo, crescimento e imploséo de bolhas de gas/vapor) e efeitos
quimicos indiretos, analogos a radiagdo ionizante, dentro os quais a formagédo de especies
reativas, sobretudo em suspensdes e dispersdes aquosas. Todos esses fenémenos

repercutem como efeitos adversos e de magnitudes variadas, as quais impactam de
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forma muito particular e direta na estabilidade cinética do sistema, estabilidade
quimica do composto retido na fase continua e eficiéncia, por isso a importancia de
estudos que enfoquem nos métodos de preparo e variaveis operacionais envolvidas no
processo, a fim de manter ou até mesmo potencializar a qualidade bioldgica do composto
bioativo e estabilidade cinética do sistema coloidal para entrega controlada (KENTISH et
al., 2008; SHARMA et al., 2022; MUSHTAQ et al., 2023).

Quando a energia supera a tensdo interfacial, os globulos sdo fragmentados em
glébulos menores, aumentando a quantidade de globulos por volume. Geralmente, a
obtencdo de nanoemuls6es por métodos de alta energia compreende duas etapas: primeiro
a deformacdo e fragmentacdo dos globulos macrométricos em glébulos menores e
segundo a adsor¢do de moléculas do tensoativo na interface dos novos gldbulos,
garantindo a estabilizacdo (AGOSTINHO, 2017).

Para Rao et al. (2021) a ultrasonicacdo € uma técnica de alta energia, rapida e
eficiente, onde as goticulas sdo quebradas por ondas de alta frequéncia através de
vibracBes mecanicas e de cavitacdo, de modo que as goticulas se colapsam umas as outras,
alcancando o tamanho de glébulos menores, além de promover melhor uniformidade do

tamanho de particula e diminuicdo no tamanho das particulas.

2.5 METODOS DE CARACTERIZAGCAO DAS NANOEMULSOES

A estabilidade de uma emulsdo é de extrema importancia nos varios
procedimentos industriais e produtos emulsionados. A fim de caracterizar estes sistemas
varios estudos sdo sugeridos na literatura como: a determinacéo do tamanho dos glébulos
da fase dispersa, além da carga de superficie (potencial Zeta) para avaliar a eficiéncia de

encapsulacao.

2.5.1 Tamanho da particula e indice de Polidispersidade

O Tamanho e o indice de polidispersidade (Pdl) sdo analisados pela técnica da
espectrometria de correlagdo de fotons (ECF). Seu mecanismo baseia-se no movimento
browniano das goticulas em suspensédo, onde goticulas menores apresentam movimentos

rapidos e as maiores apresentam movimentos lentos. A técnica ECF mensura 0s
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movimentos brownianos e relaciona estes movimentos ao tamanho das goticulas,
reproduzindo gréfico onde a intensidade diferencial ou cumulativa sdo expressos em
funcdo do diametro da goticula (SUHAIMI et al., 2015; SHEYFER et al., 2020).

Por sua vez, o indice de Pdl é uma medida da distribuicdo do tamanho das
goticulas. Quando o resultado esta proximo de zero, significa que a populacdo da amostra
€ mais homogénea, enquanto que resultados entre 0,1 e 0,2 indicam uma distribuicao
estreita, e indices acima de 0,5 demonstram uma distribuicdo muito ampla (HOSEINI et
al., 2023).

Esta técnica, por convencdo, € formada por um laser monocromatico em um
comprimento de onda fixo como fonte de luz. O laser converge para a amostra, através
de uma lente de focalizacdo. A luz é espalhada em varios angulos pelas goticulas presentes
na amostra. Um detector analisa a luz espalhada e as flutuacdes de intensidade da luz
espalhada e converte em pulsos elétricos, os quais sdo transmitidos em um dispositivo de
correlagéo digital. Este suscita uma fungéo de autocorrelacéo, a partir da qual se relaciona
com coeficiente de difusdo das goticulas, que, por sua vez, com o tamanho das goticulas
(SANDY; ZHANG; LURIO, 2018; BALEGAMIRE et al., 2020).

Assim, pode-se calcular o tamanho destas goticulas pela taxa de variacdo da
intensidade da luz dispersa. Os sinais de intensidade detectados séo utilizados para
calcular uma funcéo de autocorrelagdo, a partir da qual se obtém o coeficiente de difuséo,
o diametro esférico pode ser calculado aplicando-se a equacédo de Stokes - Einstein, que
relaciona o coeficiente de difusdo de uma particula com seu diametro (r), Equacdo 1: r =
kT/3npD (SANDY; ZHANG; LURIO, 2018)

2.5.2 Potencial Zeta

Assim como o tamanho da goticula, o potencial Zeta (PZ) €é indicativo da
estabilidade de nanoemulsdes, tendo em vista que goticulas com carga agregam-se menos
durante a estocagem devido a repulsdo eletrostatica. Portanto, alteracdes desse valor
podem corresponder a mudancas na constitui¢do e caracteristicas da amostra (CHOI et
al., 2011; LUANGAPAI; PEANPARKDEE; IWAMOQOTO, 2022).

O PZ reflete a carga da interface das goticulas dispersas em um campo elétrico
carregado. Esta medida é a diferenca de potencial existente entre a superficie de ions
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fortemente ligados a superficie da goticula e uma regido neutra (ndo carregada) da
solucdo, onde ha uma diferenca relevante da viscoelasticidade, quando comparada a
solucdo adjacente aos globulos (SAID SULIMAN et al., 2020). E importante um valor
negativo ou positivo e elevado do PZ (25 mV ou maior, em valor absoluto). Isso significa
que a forca repulsiva da dupla camada € maior do que a forca atrativa de London,
evitando, desta maneira, uma possivel floculacdo (CHANG et al., 2020).

Uma excelente estabilizacdo eletrostatica é adquirida quando o PZ maior que +30
mV ou que -30 mV. As goticulas eletricamente carregadas, quando submetidas a um
campo elétrico, movimentam-se na direcdo de um eletrodo de carga contraria. Visto que
a velocidade de mobilidade é proporcional ao potencial da superficie da particula, o PZ
pode ser estimado a partir da medi¢do da velocidade das particulas (RIBEIRO et al., 2015;
PIRES, MOURA, 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

As analises fisico-quimicas foram realizadas nos diversos ambientes da
Universidade Federal do Acre como: Laboratorios de Nanobiotecnologia do Complexo
Bionorte — UFAC e Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL) na UFAC onde foram
disponibilizados reagentes e equipamentos necessarios para a realizacdo da pesquisa.
Foram realizados alguns experimentos no laboratério da Superintendéncia da Policia
Federal no Estado do Acre com o uso de cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massas e atividade antioxidante do 6leo foram realizadas na Universidade Federal de
Goiads (UFG) no Laboratorio de Pesquisa em Quimica e Bioquimica de Alimentos. A
microscopia eletrénica de transmissédo (MET) foi realizada no Instituto Aggeu Magalhaes

— Fiocruz, Pernambuco.
3.1 AMOSTRA

A polpa de acai adquirida foi preparada com frutos maduros do acai — de — touceira
(E. oleracea Mart.) coletados em uma propriedade localizada no municipio de Rio
Branco, na BR 364, Km 12, no Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal, préximo a
entrada de acesso a EMBRAPA — AC conforme figura 2, localizado entre as coordenadas
geograficas: 10°00°44” S; 67°42°25” O e altitude de 152 m. A identificagdo botanica foi

confirmada de acordo com o rétulo de exsicata n® 28626 (Anexo I).

=<o0oor
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@ Local da Coleta
dos Frutos do Agal
Pontos de Referéncia
Estradas principais
Cursos D'agua
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[ Municipic de Rio Branco
B Estado do Acre
[] Estados do Brasil
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.

Figura 2 - Coordenadas geograficas do local de coleta da coleta do agai (E. oleraceae Mart.) em Rio Branco,

Acre.
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3.2 EXTRACAO DO OLEO DE ACAI

O dleo foi extraido da polpa de acai seguindo a metodologia de Bligh e Dyer
(1959) com modificacOes (Figura 3). Foram pesadas 100 gramas da polpa descongelada,
em seguida foram adicionados 400 mL de metanol P.A. marca Neon, 200 mL de
cloroférmio P.A. marca Dindmica e 160 mL de agua destilada, colocado em agitagdo por
30 minutos, apds este periodo foi desligado a agitacdo e adicionado mais 200 ml de
cloroférmio e 200 mL de solucéo de sulfato de sédio anidro P.A. da marca Synth a 1,5%,
colocado em agitacdo por mais 2 minutos.

Ap0s este processo foi colocado em funil de separacdo com capacidade para 2000
mL e aguardando alguns minutos, apds este periodo foi aberto para retirar a camada
inferior onde esté o cloroférmio, foi colocado em Becker de 500 mL, onde adicionou 7,5
gramas de sulfato de sodio anidro e foi agitado em seguida filtrado em funil com filtro de
papel, apos a solucdo ficar limpida, foi transferido para baldo de vidro e colocado no
rotaevaporador da marca Quimis em temperatura de 35°C até a completa evaporagao dos

solventes e obtencdo do 6leo fixo. Com rendimento de cerca de 10 gramas de 6leo de acai.

Extracdo do dleo de agai

400 mL de metanol;
100 gramas da polpa descongelada 200 mL de clorofdrmio;
160 mL de dgua destilada.

Colocado em agitagdo por 30

’ Coletado a fracdo em
minutos.

cloroformio e
rotaevaporado

10 gramas de
6leo de acai

Figura 3 - Metodologia de extracdo do 6leo de acai por Bligh e Dyer (1959) modificado.
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3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OLEO DE ACAI

3.3.1 Determinacdo do indice de Acidez

O indice de acidez (IA) do 6leo de acai foi determinado segundo o protocolo do
Instituto Adolfo Lutz (2008). O procedimento consistiu em pesar 2 g da amostra em um
frasco Erlenmeyer (125mL) e adicionada 25 mL de uma solucéo éter etilico P.A. da marca
Neon:etanol etilico P.A. da marca Neon (1:1), previamente neutralizada com KOH 0,01 M.
Em seguida foram adicionadas 2 gotas de fenolftaleina e a solucéo foi titulada com KOH
0,01 M, até coloracao rosea, que permaneceu por aproximadamente 30 segundos o indice de

acidez foi calculado com auxilio da Equacéo 1.

v.f.5,61
p

IA = Eq.1
Onde:

IA = indice de acidez

v = nimero de mL de solucdo de hidréxido de sédio 0,01 M gasto na titulacéo;

f = fator da solucdo de hidréxido de sédio;

p = ndmero de g da amostra.

3.3.2 Determinacéo de Indice de Peroxidos

O indice de perdxido (IP) do 6leo de acai foi determinado segundo metodologia
adaptada do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para o ensaio, foram pesados 5 g do 6leo de
acai em um Erlenmeyer de 125 mL, em seguida foi adicionado 30 mL da solucéo acido
acetico glacial ACS da marca Merck — cloroférmio P.A. marca Dinamica (3:2) e agitou-
se até a dissolucdo da amostra. Adicionou-se 0,5 mL da solucdo saturada de iodeto de
potassio (KI) e deixou-se em repouso ao abrigo da luz por um minuto. Rapidamente
acrescentou-se 30 mL de agua destilada e titulou-se com solucgéo de tiossulfato de sédio
0,01 N, com agitacdo constante, a titulacdo foi realizada até que a coloracdo amarela
desapareca. Adicionou-se 0,5 mL de solucédo indicadora de amido (1%) e continuou-se a

titulacdo até o completo desaparecimento da coloracdo azul. Uma prova em branco foi
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realizada concomitantemente da mesma maneira descrita acima, porém sem a adicdo de
2 g do oleo. O procedimento foi realizado em triplicada. O valor do indice de peroxido
foi medido segundo a Eq. 2:

_ (A—B).N.f.1000
p

[P

Onde:

IP=indice de perdxido

A = numero de mL da solucéo de tiossulfato de sédio 0,01 N gasto na titulacdo da
amostra;

B = ndmero de mL da solucdo de tiossulfato de sédio 0,01 N gasto na titulacdo do
branco;

N = normalidade da solucéo de tiossulfato de sddio;

f = fator da solucéo de tiossulfato de sédio;

p = nimero de g da amostra.

3.3.3 Determinacéo do indice de saponificagéo

Para a realizacdo da determinacdo do indice de saponificacdo foi pesado 2 g do
6leo de acai em balanca analitica em um Erlenmeyer de 250 mL, onde foi adicionado 20
mL de solucéo alcodlica de hidréxido de potéssio a 4%. Ao Erlenmeyer foi adaptado um
sistema de refluxo. Foi aquecido até atingir uma ebuli¢do branda, por aproximadamente
30 minutos, apos o resfriamento foram adicionadas 2 gotas do indicador de fenolftaleina,
posteriormente uma titulacdo com acido cloridrico P.A. da marca Neon 0,5 N até o
desaparecimento da coloracdo rosea. Uma prova em branco foi realizada
concomitantemente da mesma maneira descrita acima, porém sem a adi¢éo de 2 g do 6leo.
A diferenca entre os numeros de mL de &cido cloridrico gastos na titulacdo da amostra e
na titulacdo da prova em branco indicou a quantidade de hidréxido de potassio gasto na
saponificacdo (IAL, 2008). O procedimento foi realizado em triplicata e o indice de

saponificacdo foi calculado através da equacgéo 3 abaixo:

V.f.28

indice de saponificacio de Koettstorfer = Eq. 3
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Onde:
V = diferenca entre os n° de mL do &cido cloridrico 0,5N gastos nas 3 titulacfes
f = fator do &cido cloridrico 0,5 N

P = ndmero de g da amostra

3.3.4 Determinacdo do indice de iodo pelo método de Wijs adaptado para
ciclohexano

O indice de iodo de um dleo ou gordura é a medida para verificar o grau de
insaturacao e é expresso em termos do numero de centigramas de iodo absorvido por g
da amostra (% iodo absorvido). O método de Wijs € aplicavel a todos os 6leos e gorduras
normais que ndo contenham ligagdes duplas conjugadas. Cada dleo possui um intervalo
caracteristico do valor do indice de iodo. A fixacdo do iodo ou de outros halogénios se da
nas ligacdes etilénicas dos &cidos graxos (1AL, 2008).

Seguiu a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008) adaptada para o uso de
ciclohexano. Inicialmente foram pesadas 0,25 gramas da amostra, transferida para um
Erlenmeyer de 500 mL, em seguida adicionou-se 20 mL da solucéo de Wijs, o frasco foi
tampado e agitado para homogeneizacéo e, deixado reservado no escuro por 25 minutos,
apos este tempo, adicionou-se 20 mL de iodeto de potassio e 100 mL de agua destilada.
Foi realizada a titulagdo com solucdo de tiossulfato de sddio 0,1 até a cor amarela quase
desaparecer (coloracdo amarela fraca), adicionar 2 mL de amido 1%, continuar a titulacao
até o desaparecimento da cor azul. Foi preparada também a prova em branco sem adicao
de 6leo. O procedimento foi realizado em triplicata. Para o calculo do indice de iodo
utilizou a Eq. 04.

_ (B=A).f1,27
p

I Eq. 04

Onde:

Il = indice de iodo

B = ndmero de mL da solucéo de tiossulfato de sddio 0,1N gasto na titulagdo do branco
A =numero de mL da solucéo de tiossulfato de sodio 0,1N gasto na titulacdo da amostra
f = fator da solucéo de tiossulfato de sodio 0,1N

P = ndmero de gramas da amostra
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3.3.5 Determinacéo de Densidade

A densidade do 6leo de acai foi determinada conforme a metodologia proposta
pela Farmacopeia Brasileira (2010), em temperatura ambiente de 24°C, através do método
do picnémetro. O picnométro com capacidade de 5mL, previamente calibrado, limpo e seco.
A quantidade de 5mL da amostra foi transferida para o picnométro, caso necessario foi
retirado o excesso de amostra, e conferido a temperatura. A massa da amostra foi obtida
através da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. A densidade relativa é igual a
razao entre a massa da amostra liquida e a massa da dgua, ambas na mesma temperatura. A

densidade foi calculada em triplicata e com auxilio da Eq. 5.

Densidade relativa a 24°C = @ Eqg. 05
Onde:

A= refere-se a massa do picnémetro com 6leo
B= ¢é a massa do picnémetro vazio

C=é a massa da &gua a temperatura de 24°C.

3.3.6 Determinaco de Indice de refracéo

O indice de refracdo esta relacionado com o grau de saturacao das ligagdes, mas é
afetado por outros fatores tais como: teor de acidos graxos livres, oxidacdo e tratamento
térmico. Paraa determinacdo do indice de refracdo utilizou-se o refratdmetro de Abbé, marca
Jena acoplado a um banho térmico (Thermo Haake) com temperatura controlada. A leitura

foi feita na temperatura de 27,7°C, obedecendo o protocolo do Instituto Adolfo Lutz (2008).
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3.4 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE ACAI POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG — MS)

3.4.1 Derivatizacao do 6leo de acai

A composicgao de acidos graxos foi determinada pela derivatizagéo do 6leo de acai
para converter os acidos graxos em sais de &cidos graxos, seguindo a metodologia de
Hartman e Lago (1973). Para o preparo da solucdo metandlica de hidroxido de potassio
0,5 M, foi pesado 2,805 g de KOH da marca Merck em béquer de 50 mL. Em seguida foi
adicionado o alcool metilico em pequenas porcdes, a solugdo foi transferida para baldo
volumétrico de 100 mL. Completando o volume e agitar e guardar em frasco de
polietileno. O reagente de metilagdo foi preparado com 2 g de cloreto de ambénio,
adicionando 60 mL de alcool metilico e 3 mL de acido sulfurico. Foi acoplado ao frasco
condensador de bolas e mantido a mistura sob refluxo por 30 minutos. Apds frio foi
armazenado em frasco ambar.

Para o preparo da solucdo saturada de cloreto de sodio, usou 38 g de cloreto de
sodio da marca Merck, sendo transferido para o baldo volumétrico de 100 mL e
completado com &gua destilada, posteriormente, realizada agitacdo. A solucdo foi
guardada em frasco de vidro na geladeira. A solugdo padrdo de éster metilico de &cido
graxo foi preparada com 10 mg de cada éster metilico padrdo (C12:0, C14:0, C16:0,
C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C20:0, C20:4, C22:0 e C22;1), separadamente e
solubilizada com 10 mL de hexano P.A. As solugdes foram ser guardadas em frasco
ambar na geladeira.

3.4.2 Preparo da amostra

Em um tubo de ensaio com tampa rosqueavel foi adicionado 5 a 10 gotas de 6leo
e posteriormente, adicionou 3 mL de solugéo de hidréxido de potassio da marca Merck e
saponificado por 5 minutos em banho-maria fervente. Apés frio, adicionou 5 a 7 mL do
reagente de metilacdo, aguecendo por mais 5 minutos. Apos, deixou esfriar e adicionou 8

mL de solucdo de cloreto de sédio, com auxilio de proveta. Os ésteres metilicos migram
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para a camada superior e ser solubilizados pela adi¢do de 1 mL de hexano. A solucéo foi

transferida para vidro &mbar e acondicionada para as anélises.

3.4.3 Anélise da composicdo em acidos graxos por Cromatografia Gasosa acoplada

a espectrometria de massa (CG — MS)

A andlise citada na Figura 4 foi realizada em um cromatografo a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS) da marca Agilent 7890, na Superintendéncia da
Policia Federal do Estado do Acre, sob as seguintes condic¢des: coluna capilar (30 m x
0,25 mm; espessura do filme de 0,25 um), gas hélio como fase mével a uma velocidade
linear de 96 mL/min, temperatura de injecdo de 250 °C, temperatura do detector igual a
260 °C, volume de injecdo igual a 1 pL, e razdo Split de 1:20. A temperatura da coluna
foi mantida a 50 °C durante 5 min ap0s a injecéo, e entdo, aumentada para 230 °C a uma
taxa de 3 °C/min, mantida por 20 min. Os picos de acidos graxos individuais foram
identificados por comparacdo dos tempos de retencdo com os de misturas conhecidas de
padrdo de &cidos graxos. Os resultados foram expressos em porcentagem relativa do total de

acidos graxos.

3.5 ANALISE TERMICA DO OLEO DE ACAI

O ¢leo de acai foi submetido as analises termoanaliticas TG (termogravimetria),
DTA (andlise térmica diferencial) como citado na Figura 4. A TG e a DTA foram
realizadas simultaneamente em um analisador térmico NETZSCH modelo STA449 F3
em atmosfera de N2 disponibilizado pelo Laboratério de Sinteses de Nanocompdsitos no
complexo da Rede Bionorte. As analises foram realizadas nas seguintes condicdes: foram
pesado 20 mg da amostra em um cadinho de aluminio. As andlises foram realizadas em
atmosfera de nitrogénio (20 mL.min) e razdo de agquecimento de 10°C/min até a
temperatura final de 600°C. Os calculos de perda de massa e varia¢do de entalpia foram

realizados com auxilio do software Zetasizer.
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3.6 ESPECTROMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO OLEO DE ACAI

A anélises de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho do 6leo de
acai foi realizada de acordo com o procedimento de Contente (2016) em um
espectrofotdbmetro com transformador de Fourier (FTIR) utilizando discos de brometo de

potassio (KBr) na regido espectral na faixa de 4000 a 600 cm™ (Figura 4).

Derivatizacdo do Preparo das Andlise por CG/MS
dleo amostras
Analise térmica do éleo de agai Infravermelho do éleo de acai’
Termogravimetria (TG) Espectroscopia de absor¢iio na regifio do
Térmica diferencial (DTG). infravermelho
Analisador térmico NETZSCH Espectrofotdmetro com transformador de
modelo STA449 F3 Fourier (FTIR)
Os célculos de perda de massa realizado Discos de Brometo de Potassio, na faixa de
no software NETZSCH Proteus Thermal 4000 a 600 cm-1
Analvsis WCONTENTE, 2016)

Figura 4 - Metodologia da analise do dleo de agai por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de
massa, Analise Térmica por Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA) e Espectrometria

na regido do Infravermelho.

3.7 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE ACAI
3.7.1 Método de sequestro do radical livre DPPHe

A atividade antioxidante do dleo de acai ocorreu pelo sequestro do radical livre
DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hdrazil), determinada de acordo com os procedimentos de
Kondo et al. (2002) e da Silva et al. (2018) com modifica¢fes. A amostra de 6leo de acai
foi solubilizada em etanol absoluto da marca Neon nas concentragdes de 8, 20, 40 e 80
mg.mL1. Para a comparagdo dos resultados foi utilizado trolox (Sigma) como padrdo
antioxidante. Foi preparada uma solucdo metandlica de DPPH (60 uM) com absorbéncia
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inicial entre 0,6 e 0,7, a temperatura ambiente. A leitura das absorbancias foi analisada a
517 nm em espectrofotdmetro UV-visivel (NOVA 3300UV).

As determinacGes foram realizadas pela adi¢do de 1950 pL da solugdo de DPPH«
e 50 pL da amostra do 6leo, 0 mesmo procedimento foi realizado para o controle (etanol)
e 0 padréo trolox, nas concentracdes de 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,2 mg.mL™%. A mistura
reacional foi agitada, protegida da luz e oxigénio e a absorbancia foi monitorada até o
ponto final de cada reagdo, quando a absorbancia estiver constante. A atividade de
sequestro do radical DPPHe foi expressa por meio da porcentagem de inibicdo (%l),

segundo a Eqg. 06:

%I _ (Ac—dam) Eq. 06

Ac.100

Onde:
Ac= absorbancia do controle.

Aam = absorbancia da amostra.

O valor de ECso, ou seja, a concentragdo minima da amostra que inibiu 50% do
radical DPPHe, no meio reacional, foi obtido por regressao linear utilizando os valores de

concentracdo da amostra versus porcentagem de inibicé&o.

3.7.2 Método de captura do radical livre ABTS+

A atividade antioxidante do 6leo de acai através da captura do cétion radical
ABTS+ (2,2-azinobis 3-etilbenzenotiazolina-6-acido sulfénico) foi determinada
conforme metodologia descrito por Rufino et al. (2006) e da Silva et al. (2018). A amostra
foi comparada com o padréo trolox e os resultados expressos em termos da capacidade
antioxidante do composto equivalente ao trolox, expresso em valor de TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). A solucdo do céation radical foi preparada pela reacédo
do ABTS 3,5 mM com persulfato de potassio 140 mM. Para completa reacdo e
estabilizacdo do radical, a solucéo radical ABTS ocorreu ao abrigo de luz, & temperatura
ambiente, por um periodo de 16 h. A solucdo de ABTS+ foi diluida em etanol até obter
uma absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm.
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A curva de calibracdo do padrao trolox foi feita nas concentracfes de 100, 250,
500, 1000 uM. As concentragdes utilizadas para construgdo da curva de calibragéo
capacidade antioxidante do OEMS foram de 1000, 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000
mg.mL*. Em ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 30 pL de cada solugdo
padrdo, para tubos de ensaio e adicionado 3,0 mL do radical ABTS+. As absorbancias
foram medidas a 734 nm apos 6 minutos da reacdo, e o etanol foi utilizado como branco.
O mesmo procedimento foi realizado para a amostra do 6leo de acai. A atividade do 6leo
de acai em capturar o cation radical ABTS foi expressa em uM trolox.g* de amostra (2),
obtida a partir das equacdes das retas das curvas concentracdo de trolox versus

absorbancia e concentragdo da amostra versus absorbancia (RUFINO et al., 2007).

3.7.3 Método de reducao do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante do 6leo de acai serd determinada conforme metodologia
descrito por Rufino et al. (2006) e da Silva et al. (2018). O reagente FRAP foi obtido a
partir da combinacdo de 25 mL de tampdo acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solucéo de TPTZ
10 mM (2,4,6-Tris(2-piridil)-triazina) e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico
20 mM, sendo usado imediatamente. Como padréo foi utilizado sulfato ferroso e a curva
de calibragéo foi feita nas concentracfes que de 250, 500, 1000, 1500 e 2000 uM. Para
avaliacdo da capacidade antioxidante do ¢leo de acai foram testadas diferentes
concentragdes da amostra (1000, 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000 mg.mL™). Para
comparacdo dos resultados também foi avaliada a atividade antioxidante do trolox,
testado nas concentrag@es 25, 62,5, 125 e 250 mg.L™.

O ensaio foi realizado através da adicdo em tubos de ensaio de uma aliquota de 90
uL da solucdo padrdo sulfato ferroso, 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP. A mistura foi homogeneizada e mantida em banho-maria a 37 °C durante 30
minutos e a leitura da absorbancia foi medida a 595 nm. O mesmo procedimento foi
realizado para a amostra e trolox. O poder antioxidante do 6leo de acai em reduzir o ferro
foi expresso em uM sulfato ferroso/g de amostra (Z), obtido a partir das equagdes das
retas das curvas concentracdo de sulfato de ferro versus absorbéncia e concentracdo da

amostra versus absorbancia (RUFINO et al., 2007).
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3.7.4 Determinacdo de p-caroteno/acido linoleico

O método de oxidagdo do sistema [-caroteno/acido linoleico estd fundamentado
em medidas espectrofotométricas da descoloragio (oxidagdo) do B-caroteno induzida pela
sua atividade de inibicdo de radicais livres, gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico. Assim, a habilidade do 6leo de agai em prevenir o descoloramento do B-
caroteno foi avaliada conforme descrita na metodologia descrita por Rufino et al. (2010)
e da Silva et al. (2018).

As amostras do 6leo de acai e do padrdo trolox foram solubilizadas em etanol em
trés concentragdes (0,5, 1,0 e 4,0 mg.mL1). Uma solugdo de p-caroteno e &cido linoleico
foi preparada a partir de 20 mg de B-caroteno dissolvido em 10 mL de cloroférmio e
adicionado a 20 pL de acido linoleico e 265 pL de Tween 40. O cloroférmio foi
completamente evaporado com auxilio de oxigenador. Em seguida, adicionou-se cerca de
100 mL de &gua ultrapura previamente saturada com oxigénio por 30 minutos. Agitou-se
vigorosamente a mistura, apresentando uma coloracdo amarelo-alaranjada e com
absorbancia entre 0,6 e 0,7 a 470 nm.

Realizou-se o ensaio por meio da adi¢cdo em tubos de ensaio de uma aliquota de
2,5 mL da mistura reativa, e 0,2 mL da amostra de 6leo de acai nas diferentes
concentragOes e a leitura realizada imediatamente no tempo zero a 470 nm. Os tubos de
ensaio foram incubados em banho-maria a temperatura de 50 °C, e a absorbancia
monitorada por 120 min em intervalos continuos de 15 min. Realizou-se 0 mesmo
procedimento para o controle (etanol), e os padroes BHA e trolox. A atividade
antioxidante (AA%) foi expressa como porcentagem de inibicdo da oxidacao calculada,
onde 0 e 120 correspondem a absorbancia no tempo 0 e 120 minutos de reacdo,

respectivamente, segundo a Eq. 07:

(A0-A120) — (BO—B120)]

[
0, —
AA% = [A0—A120] x 100

Eq. 7

Onde:
A0-A120 = absorbancia do controle.

B0-B120 = absorbancia da amostra.
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3.8 ANALISES MICROBIOLOGICAS DO OLEO DE ACAI

As andlises microbioldgicas seguiram o método da American Public Health
Association (APHA), descrito no Manual de Métodos de Analise Microbiologica de
Alimentos (DA SILVA et al., 2017) para analise do 6leo de acai, sendo realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia da Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL). Para o
preparo das dilui¢des foram pesadas 25 g de 6leo de acai, solubilizado em 225 mL de
agua peptonada tamponada (APT), onde correspondeu a primeira dilui¢do 1/10 e a partir
desta, realizou as demais diluicdes 1/100 e 1/1000, a partir destas foram feitas a
determinacGes de microrganismos mesoéfilos, fungos filamentosos, leveduras e

coliformes.

3.8.1 Determinacdo de presenca de microrganismos mesofilos

Para a execucgdo do teste de pesquisa da presenca de microrganismos mesofilos,
adicionou-se 1mL da amostra e 20mL do meio de cultura seletivo para bactéria, Agar Padrio
para Contagem (Plate Count Agar - PCA) estéril, em placas petri. Foram preparadas trés
placas de petri para cada dilui¢cdo, 1/10, 1/100 e 1/1000, incubadas a 36°C em estufa

incubadora por 48 horas e observado a presenca ou ndo de crescimento bacteriano.

3.8.2 Determinagéo de presenca de fungos filamentosos e leveduras

Para a execucdo do método de determinagdo da presenca de fungos adicionou-se 1mL
da amostra e 20mL do meio de cultura seletivo para fungos Agar Dchoran Rose Bengal
Clorafenicol (DRBC) estéril, em placas petri. Foram preparadas trés placas de petri para cada
diluicdo, 1/10, 1/100 e 1/1000, incubadas numa estufa incubadora a 25° por 5 dias, e

observado se houve crescimento fangico.

3.8.3 Determinacéo de presenca de coliformes

Para a determinacdo da presenca de coliformes presentes na amostra, foram

realizadas as contagens das col6nias de coliformes que cresceram em tubos de ensaio
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contendo caldo lactosado com tubos de Duran invertidos para cada dilui¢do, 1/10, 1/100
e 1/1000, incubadas em estufa incubadora a 35° por 48 h, e observado se houve crescimento

bacteriano.

3.9 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA EMULSAO DE OLEO DE ACAI

3.9.1 Preparacdo da emulséo de o6leo de acai

A emulsdo consistiu de uma fase organica e uma fase aquosa. A fase organica foi
composta pela gordura de dleo de acai e tensoativo (Sorbitano monoleato — Span 80°)
que foi aquecida e fundida em banho termostatizado até 60°C. A fase aquosa foi aquecida,
também, a mesma temperatura juntamente com os tensoativos (Polissorbato 80 - Tween®
80). Quando ambas as fases atingiram 60°C por 5 minutos, a fase aquosa foi vertida na
fase orgénica e agitada em Ultra Turrax® (T-18) por 400 rpm por 2 minutos, e
posteriormente, a mistura foi sonicada em banho ultrassonico por 10 minutos com

poténcia de 25%, quando ocorreu a formacéo do sistema estruturado.

3.9.2 Caracterizacdao fisico-quimica da emulsao

O pH da emulsdo, em suas diferentes concentracbes do emulsificado, foi
determinado diretamente com potencidmetro da marca Quimis previamente calibrado. A
determinacéo de distribuicdo do tamanho de particula e indice de polidispersividade (Pdl)
da formulacdo preparada foi realizada pela técnica de dispersao de luz dindmica (DLS)
através do equipamento Zetasizer (Zetasizer® modelo nano-ZS90, Malvern). Para tanto,
as amostras foram avaliadas ap0s o preparo e a leitura foi realizada com diluicéo de 1:100
em agua destilada.

Para as analises de e potencial Zeta (PZ) das emuls6es por mobilidade eletroforética,
foi empregado equipamento Zetasizer (Zetasizer® modelo nano-ZS90, Malvern). As
amostras foram diluidas 500 vezes em solu¢@o aquosa de cloreto de sddio a 10 m/mol e a
mobilidade eletroforética foi calculada pelo equipamento através da equacdo de Helmholtz—
Smoluchowski. Foram realizadas 10 corridas, em que o resultado foi equivalente a média

dentre estas. As analises foram realizadas em triplicata.
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3.9.3 Morfologia da nanoemulséo de 6leo de acai — de — touceira (Euterpe oleracea
Mart.)

A morfologia foi feita em microscopio eletrénico de transmissédo (MET), modelo
Tecnai Spirit Biotwin G2. Inicialmente foi preparada uma dilui¢do aquosa da emulséo, na
razdo de 1:100 em agua destilada. Uma gota da amostra diluida foi colocada em uma
grade de cobre com malhas de 400 Mesh por unidade. Ap6s 30 segundos, 0 excesso foi
retirado em filme continuo utilizando papel filtro. Em seguida, foi adicionada uma gota
de &cido fosfotungstico a 2% e novamente apds 30 segundos foram secas em filme

continuo utilizando papel filtro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO OLEO DE ACAI - DE — TOUCEIRA

(Euterpe oleracea Mart.)
Através da metodologia de Bligh e Dyer (1959) foi possivel extrair 10 gramas de

6leo de acai a partir de 100 gramas de polpa. O 6leo de agai apresenta coloragdo

esverdeada conforme a figura 05.

r

Figura 5 - Oleo de acai extraido pela metodologia de Bligh e Dyer (1959).

A caracterizacao fisico-quimica dos 6leos vegetais fornece dados importantes a
respeito da natureza destes, e esses procedimentos podem ser realizados com auxilio de
equipamentos caros e sofisticados, por exemplo, os espectrofotdmetros e cromatdgrafos.
Porém existem analises quimicas tradicionais realizadas normalmente por meio de
titulagdes, estas apesar de requerer uma grande quantidade de material quimico e mao de
obra dentro do laboratério, fornecem dados muito importantes sobre a natureza e controle
de qualidade do 6leo em questdo. Os valores obtidos para os parametros de indice de
perdxido, indice de acidez, indice de saponificacdo, indice de iodo, indice de refracédo e

densidade do 6leo de agai séo observados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados da caracterizagdo fisico — quimica do 6leo de acai — de —touceira (E. oleracea Mart.).

Parametros Resultados * Alves (2015)
indice de acidez (mg KOH.g-%) 1,85+0,15 0,42+0,007
indice de peréxidos (meq.kg™) 8,25+0,003 10,02
indice de saponificacdo (mg 180,95+0,73 104,6+7,1
KOH.g?)
indice de iodo (gl 100.g%) 76+10,7 -
Densidade (g/cm a 24 °C) 0,83+0,01 0,96+0,02
indice de refracéo 1,46 1,46

*Resultados da analises fisico-quimica de dleo de agai e expressos por média e desvio padrao.

O indice de acidez ¢ um dos mais importantes parametros de qualidade do 6leo
vegetal. Ele reflete o grau de rancidez hidrolitica resultado da deterioracdo dos
triacilglicerdis, que resulta no aumento de acidos graxos livres ocasionando mudancgas
sensoriais no 6leo, como diferencas na cor e no odor, e consequentemente nos produtos
derivados deste 0leo (VALENTE et al., 2022).

O valor do indice de acidez do 6leo de acai foi de 1,85+0,15 mg KOH.g™* de dleo.
Segundo a RDC 270 da ANVISA (BRASIL, 2005), os 6leos prensados a frio e ndo
refinados devem apresentar acidez maxima de 4,0 mg KOH.g* de 6leo. Desta forma, para
0 parametro acidez, o 6leo de acai apresentou resultado de acordo com o preconizado pela
legislacao.

Alguns fatores como temperatura, ar atmosférico, luz e amadurecimento do fruto
podem favorecer 0 aumento do grau de rancidez hidrolitica. Armazenar o 6leo de maneira
correta para evitar sua deterioracdo ocasionada por estes fatores ajuda a aumentar a vida
de prateleira do produto. Mesmo assim, 6leos vegetais extraidos de polpa, tal como o 6leo
de acai, apresentam maiores taxas de acidos graxos livres porque a polpa apresenta
enzimas lipoliticas que aceleram a degradacado dos triacilglicerois.

Por sua vez, o indice de peroxido do Oleo de agai foi determinado como
8,25+0,003 mEq.kg™ de dleo. Segundo a RDC 270 da ANVISA (BRASIL, 2005), os
o0leos prensados a frio e ndo refinados podem apresentar um indice de peroxido de no
maximo 15 mEq.kg™* de 6leo. O resultado obtido neste trabalho esta, portanto, de acordo

com a legislacéo.
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O indice de saponificacdo € a medida da quantidade de alcali (em mg KOH)
necessaria para saponificar 1g de 6leos e gorduras (1AL, 2008). Quanto maior € o indice
de saponificacdo, menor é a média do comprimento das cadeias dos triacilgliceréis
(SANTOS; MARTINS, 2004). Observando os valores da Tabela 2, pode-se verificar que
o indice de saponificagdo médio do 6leo ¢é de 180,95+0,73 mg KOH.g*. Pereira (2015)
encontrou um indice de saponificagdo de 199 mg KOH.g* de dleo de acai extraido da
polpa. Souki (2022) avaliou as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de acai fornecido
pela empresa Gran Qils, e obtiveram um indice de saponificacdo igual a 190,93 mg
KOH.g?! de dleo. Os resultados indicam que o indice de saponificagdo encontrado no
presente estudo esta de acordo com os dados relatados na literatura.

O indice de saponificagdo permite a caracterizacdo de cada dleo, medindo a
quantidade de base necessaria para saponificar todo o contetdo lipidico de uma amostra,
sendo especifico para cada Oleo e, portanto, importante critério de identificacdo
(VALENTE et al., 2022). Para Pereira (2015), o valor de saponificacdo é a medida do
peso molecular médio dos &cidos graxos presentes no 6leo. Esse parametro fornece
informac@es importantes a respeito de adulteracdes dos 6leos vegetais, quando estes sao
misturados com matéria insaponificavel, como 6leo mineral.

O indice de iodo, indice de refracdo e a densidade dos Oleos vegetais sdo
parametros fisicos influenciados pelo grau de insaturacdes presentes nos acidos graxos.
Desta forma, é possivel verificar a pureza do 6leo ou se houve alguma adulteraco. indice
de lodo, também conhecido como ndmero de iodo é um indice de qualidade com o qual
se mede o grau de instauracao, ou seja, as quantidades de liga¢des insaturadas nos 6leos
vegetais ou gorduras (CUNHA; DE BRITO; DE AMORIM SILVA, 2023).

O valor de indice de lodo encontrado para o 6leo de acai nesse estudo, foi de
76+10,7 g12/100.g7%, valor semelhante ao encontrado por Pereira (2015) com resultados
de 71 g1?/100.g"! e abaixo de Souki (2022) que foi de 124,51 gl? / 100.g™. O valor do
indice de refracdo encontrado para o Oleo de acai foi de 1,46, semelhante com o0s
resultados de Pereira (2015), com valor de 1,47. Quanto ao valor encontrado no presente
estudo para a densidade do 6leo de acai foi de 0,83+0,01g.mL™ a 24°C, esse valor
encontra-se inferior aos valores de densidade encontrados na literatura para os 6leos de
acai. Nos estudos de Pereira (2015), Alves (2015) e Souki (2022), encontraram valores
de 0,95 g.mL™' a24°C, 0,96 g.mL* a 24°C e 0,91 g.mL, respectivamente.
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A densidade esta diretamente ligada com a estrutura molecular de um composto.
Quanto maior o comprimento da cadeia carbénica, maior serd a densidade, no entanto,
este valor decrescerd quanto maior forem o nimero de instauracdes presentes na
molécula. A presenca de impurezas também podera influenciar na densidade (CUNHA;
DE BRITO; DE AMORIM SILVA, 2023). Desta forma, o indice de iodo, refracdo e a
densidade do 6leo de acai estudado esta de acordo com os valores encontrados na

literatura.

4.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE ACAI - DE — TOUCEIRA (Euterpe
oleracea Mart.)

A analise da composicdo de acidos graxos por cromatografia a gas constitui um
mecanismo importante para avaliar a autenticidade dos 6leos vegetais. Estes sdo acidos
monocarboxilicos com cadeias de 8 a 24 aomos de carbonos e Vvarios graus de
insaturacGes. Conforme a espécie oleaginosa, variacdes na composic¢do quimica do 6leo
vegetal sdo expressas por variagdes na relacdo molar entre os diferentes acidos graxos
presentes na estrutura do triacilglicerol (GUALBERTO, 2022; SOUZA et al., 2022).

O resultado mostrou que o Oleo de acai é constituido pelo acido graxo
monoinsaturado, o acido oleico (34,7%), seguido do acido linoleico (11,2%) como acido
graxo monoinsaturado. Também foi possivel verificar a presenca de &cido graxo saturado,
sendo o &cido palmitico (40,7%) o componente majoritario, seguindo do acido estearico
(13,4%), colocando esse fruto em uma condicdo atraente para o mercado de alimentos
funcionais. Para Ibiapina et al. (2022) o uso de matérias-primas ricas em acidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados € de grande interesse para as industrias de alimentos
e bebidas que buscam alternativas para elaboracdo de produtos mais saudaveis (RAHIM
etal., 2023).

Com relagdo a composicdo de acidos graxos do 6leo de acai descrito na Tabela 3,
o perfil da amostra indicou uma composic¢éo diversificada em funcéo dos teores de acidos
graxos encontrado, com destaque para o C16:0 palmitico e C18:1 oleico que representa
mais de 70,5 % de toda a amostra. Nos estudos de Pereira (2015) Contente (2016) e
Guimarées et al. (2020), o teor de &cido oleico encontrado foi de 47,6% 47,5%, e 57,6%;

24,1%, 24,0% e 15,4% de acido palmitico, respectivamente.
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Tabela 3 — Resultado do perfil dos acidos graxos do 6leo de acai — de — touceira (E. oleracea Mart.) por

cromatografia gasosa acoplada a espectrofotdmetro de massa.

Acidos graxos Concentracéo (%)
Acido palmitico C16:0 40,7
Acido oleico C18:1 34,7
Acido estearico C18:0 13,4
Acido linoleico C18:2 11,2

As diferencas na composicdo do Oleo acai pode ser explicadas por ele ser um
produto de origem natural e sua composi¢do pode variar conforme a época de colheita,
além do método de extracdo, conservacdo e com o local da coleta (LOUREIRO
CONTENTE et al., 2020). Algumas pesquisas como compararam o perfil de &cidos
graxos do Oleo de acai com o perfil dos 6leos de oliva e de abacate. Estes sdo dois produtos
vegetais muito apreciados no mercado, utilizados na inddstria de alimentos e de
cosmeéticos na forma in natura e como matéria-prima (NASCIMENTO et al., 2008;
PEREIRA, 2015; CONTENTE, 2016).

Os acidos graxos, oleico e linoleico, trazem vantagens para o uso do dleo de acai
quando aplicados em produtos de uso topico (DOS SANTOS et al., 2017; LOUREIRO
CONTENTE et al., 2020). O acido oleico, principal &cido graxo insaturado constituinte
do bleo do agai, pertence a classe dos lipidios vitais na constru¢do da membrana celular.
Esse lipidio estd presente na epiderme e tem a funcdo de proteger e fazer a barreira da
pele evitando a desidratacdo por perda de agua transepidérmica. O &cido linoleico pode
restaurar a pele humana de varios distarbios dermatoldgicos em cinco dias quando
aplicado por via topica (BATISTA et al., 2016; FORTUQOSO et al., 2020; KIM et al.,
2020).

O é&cido oleico (C18:1) também chamado de 6émega 9, € o acido graxo
monoinsaturado, mais encontrado na natureza e, o seu consumo nado influencia
significativamente no nivel do colesterol total (SANTOS et al., 2003), mas dietas ricas
em acidos graxos monoinsaturados demonstram efeitos mais favoraveis sobre os niveis
de triglicérides e de HDL — colesterol, dessa forma reduzindo o risco de doencas
cardiovasculares (KRIS-ETHERTON et al., 1999).



55

O acido linoleico é um acido graxo poli-insaturado, considerado essencial, ou seja,
0 organismo humano ndo e capaz de sintetiza-lo, sendo necessario a ingestao atraves de
alimentos. O acido linoleico é transformado em &cido araquidénico no organismo. Esses
acidos graxos poli-insaturados sdo importantes na estrutura e respiracao celular, agem
como precursores da sintese de substancias mediadoras da inflamagdo, atuam na
regulacdo da pressdo e na coagulacdo do sanguinea. (RODRIGUEZ et al., 2003;
MORAES E COLLA, 2006).

O acido palmitico pode ser empregado como agente emulsificante e/ou promotor
de penetracdo cutanea em formulacdes topicas. Baseado nisso, é possivel dizer que o 6leo
de acai pode ser aplicado na constituicdo fisica da nanoemulsdo, assim como, ter
potenciais beneficios do ponto de vista farmacéutico e cosmético (LOUREIRO
CONTENTE et al., 2020; HE et al., 2023).

Esse resultado é considerado satisfatorios, do ponto de vista da estabilidade do
6leo, uma vez que esses &cidos graxos, devido a sua quantidade de duplas ligacdes,
favorecem a oxidacéo dos lipidios (SANCHES et al., 2023). A importancia dos perfis de
acidos graxos do acai esta diretamente implicada na reducdo de mortalidade e morbidade
das doencas Cardiovasculares (DCV). Além de servir como matéria-prima o 6leo do acai
apresenta um leque de atividades farmacoldgicas ja avaliadas em outros trabalhos, tais
como antiproliferativa, anti-inflamatdria, antioxidante e hipocolesterolémica (KANG et
al., 2012; BARROS et al., 2015; SANTOS, 2019; MATTA, et al., 2015).

4.3 ESTABILIDADE TERMICA DO OLEO DE ACAI — DE — TOUCEIRA (Euterpe
oleracea Mart.)

A analise termogravimétrica foi utilizada para estimar a estabilidade térmica pelas
curvas termogravimétrica (TG) que fornece informacdes com relacdo as variacfes da
massa do 6leo de acai em funcdo da temperatura sob atmosfera inerte de N2. A derivadas
termogravimetricas (DTG) é a primeira derivada da curva TG. Nesta os “degraus”
correspondentes as variagfes de massa da curva TG sdo substituidos por picos que
determinam &reas proporcionais as variacbes de massa, tornando as informacdes,
referentes a estabilidade térmica do Oleo de acai, visualmente, mais acessiveis e com

melhor resolucéo.
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O estudo da estabilidade térmica do 6leo de acai, através da curva TG/DTG do
6leo em atmosfera de N> (Figura 6) apresentou extrapolagdo onset de 392,29 °C e endset
433,35°C, com 93,25% de perda de massa. Atraves da curva DTG observamos um pico

na temperatura 428,47 °C ndo distinguidos na curva TG.
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Figura 6 - Curvas TG e DTG referentes ao 6leo de agai — de — touceira (Euterpe oleracea Mart.).

Possivelmente os diferentes eventos ocorrem em consequéncia, dos diferentes
tamanhos e diferentes nimero de insaturagdes dos acidos graxos. O comportamento
térmico do 6leo de acai em atmosfera sintético apresentou trés eventos sobrepostos,
transformando o processo praticamente em um (Figura 6). O evento principal ocorre na
temperatura onset de 384,89 °C e endset 443,89 °C, com 93,25% de perda de massa.

A decomposicdo do éleo ocorre principalmente pela oxidacdo dos &cidos graxos
provocada por temperatura alta, porém quando submetidas a atmosfera normal, além do
efeito da temperatura, observa-se a influéncia do oxigénio sobre a amostra, este reage
com os acidos graxos prolongando o tempo de decomposicdo (PEREIRA, 2015;
CONTENTE, 2016).
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4.4 ESPECTROMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO OLEO DE ACAI
— DE — TOUCEIRA (Euterpe oleracea Mart.)

A espectroscopia em infravermelho com transformada de Fourier - FTIR tem o
objetivo de identificar ou mesmo determinar os grupos funcionais caracteristicos dos
compostos organicos, propiciando um conhecimento preliminar da sua estrutura quimica
(GUERRERO-PEREZ; PATIENCE, 2020; SONG et al., 2020). A maioria dos 6leos
providos de matriz vegetal apresentam caracteristicas quimicas similares, sendo os
principais compostos os tri-estéres e triacliglicerdis formados pela ligagédo do glicerol com
trés moléculas de &cido graxo (DEGANO et al., 2016).

Os espectros vibracionais de infravermelho, obtidos entre a regido de 4000 a 600
cm?, correspondente aos grupamentos funcionais da amostra do 6leo de agai estdo
ilustrados na Figura 7. A natureza hidrocarbdnica da amostra foi analisada nos
estiramentos observados na regido de 2.956 a 2.840 cm™*. Uma pequena banda que pode
ser observada em torno de 3.072 cm™ indica a presenca de insaturagdes nas cadeias
carbbnicas. A caracterizacdo como 6leo graxo pode ser observada na banda que se
encontra na regido de 1.796 a 1.564 cm™. Esta regido ¢ caracteristica do estiramento C=0,
onde a regifo em torno de 1.740 cm™ corresponde aos estiramentos C=0 de grupos éster
(ZHANG et al., 2021) e 1.710 cm™* corresponde aos estiramentos C=0 de grupos acido
carboxilico (ARAUJO et al., 2021).

Observa-se que existe a presenca dos dois grupos, ou seja, 0s acidos graxos
presentes no 6leo encontram-se na sua forma gliceridica, entretanto existe a presenca de
consideravel quantidade de &cidos graxos livres, conforme indicado pelo alto valor do
indice de acidez do 6leo extraido. A regido em torno de 3.400 cm™ corrobora a presenca
de &cidos graxos livres, uma vez que se observa uma peguena elevacdo nesta regido, que
corresponde as interacBes do tipo ligacdo de hidrogénio, realizadas por grupos O-H
(BURATTO et al., 2020).
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Figura 7 — Resultado da Analise por espectroscopia em infravermelho com transformada de Fourier - FTIR
do bleo de acai — de — touceira (Euterpe oleracea Mart.).

Neste sentido, os resultados apresentados neste teste corroboram com o estudo de
Castro et al. (2021) e pode indicar que o 6leo de acai ndo estd adulterado e encontra-se
em boas condigdes para uso, assim como apresenta vantagens para ser utilizado no

preparo de emulsdes.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE ACAI (Euterpe oleracea Mart.)

A atividade antioxidante (AA) in vitro de acordo com os métodos DPPHe+, FRAP
e ABTS™ e o poder redutor pelo sistema B-caroteno/acido linoleico para o éleo de acai,
estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da atividade antioxidante e poder redutor do 6leo de agai — de — touceira (E.

oleracea Mart.) pelos métodos de DPPH, ABTS, FRAP e Sistema B-caroteno/acido linoleico.

Método de AA Unidade *Concentragédo
** DDPHe ECso expresso em g de amostra.g de 91,33+1,75
DPPHe
ABTS* UM de Trolox.g™ de amostra 18,91+1,86
FRAP UM de sulfato ferroso.g™ de amostra 57,05+1,84
Sistema 3-
caroteno/ % Protecao 88,66+1,90

acido linoleico

*Valores médios * desvio padrdo (n=3)

**ECso = Quantidade de amostra necesséaria para reduzir em 50% a concentracéo inicial do radical DPPH+

Na avaliagdo da AA in vitro pelo método DPPHs, o radical livie DPPHe reage
com o antioxidante, convertendo-se a sua forma reduzida. Nessa reacdo, a solucao
metandlica de DPPHe, inicialmente de coloragdo violeta, torna-se amarela; e o grau deste
descoramento, monitorado através do espectrofotbmetro, indica a habilidade do
antioxidante em sequestrar o radical livre. Uma forma usual de expressar os resultados
nesse ensaio é calcular a quantidade do antioxidante capaz de sequestrar metade dos
radicais livres DPPHe presentes na solucao. Esse indice denomina-se ECso. Quanto menor
o valor de ECso apresentado pelo extrato, menor quantidade do extrato sera necessaria
para reduzir 50% do radical livre DPPHe, e maior sera sua atividade antioxidante.

No presente estudo, avaliou-se a capacidade dos extratos hidroalcéolico da polpa
de acai em sequestrar os radicais DPPHe em distintas concentrag¢des (8, 20, 40 ¢ 80
mg.mL™1), variando essas concentragdes de acordo com a capacidade antioxidante de cada
extrato, de forma a obter uma curva linear entre a concentracdo do antioxidante e o
sequestro do radical. A partir da curva obtida, calcula-se 0 ECso. O extrato aquoso
hidroalcdolico na concentragdo de 40 mg.mL™? foi 0 que apresentou maior atividade
antioxidante, com ECso = 291,33£1,75. O resultado encontrado por Rufino et al. (2011)
a capacidade antioxidante do 6leo obtido da polpa do agai BRS-Para cujo valor ECsg foi
igual a 646,30. No estudo de Matos (2017) apresentou ECso de 134,14. Cabe salientar que



60

neste método, quanto menor o valor de ECso maior sera a atividade antioxidante da
amostra em questéo.

O radical catidnico ABTS™" é gerado em solucédo aquosa ou em solugéo organica,
utilizando-se enzimas; ou quimicamente, a partir do cromégeno ABTS ({max = 342 nm),
que é soltvel em agua e quimicamente estavel (ANTOLOVICH et al., 2002); entretanto,
o radical ABTS™ gerado resulta menos estavel, apresentando novas caracteristicas
espectrais, com maximos de absorcao a 414, 645, 734 e 815 nm (PRIOR; CAO, 1999). A
capacidade antioxidante do 6leo de acai pelo método ABTS', detectou-se 18,91+1,86
UM Trolox.g* de 6leo, valor inferior quando comparado aos estudos de Matos (2017) que
detectou 2067,42 uM Trolox.g! de 6leo, este resultado demonstra que o 6leo de agai ndo
foi tdo eficiente na captura do radical ABTS, quanto maior o valor, maior a capacidade
antioxidante do 6leo. A capacidade antioxidante pelo método FRAP apresentou resultado
de 57,05+1,84 um de FeSO4.g™.

Para avaliar a AA in vitro do 6leo de acai, usando o ensaio do B-caroteno/acido
linoleico, foram utilizadas trés concentracgdes, de forma que os antioxidantes das amostras
e do padrdo BHA e trolox reagissem com o sistema emulsionado, produzindo quedas da
densidade optica em intervalos passiveis de serem quantificados.

A capacidade antioxidante do extrato etanolico do acgai pode ser visualizada na
Tabela 4. Os resultados demonstram que extrato etanélico apresentaram atividade em
combater os perdxidos formados. O extrato alcodlico na 0,5 mg.mL?* e 1,0 mg.mL™?
apresentaram uma baixa atividade antioxidante. No entanto, extrato alcodlico na
concentracio de 4,0 mg.mL™? apresentou uma elevada capacidade antioxidante, onde
apresentou 88,66+1,90% de inibicdo da oxida¢do de substratos [-caroteno/acido
linoleico.

Nesta metodologia a descoloragdo da solugdo de [B-caroteno/acido linoleico,
ocorre em funcdo das estruturas formadas pela oxidagdo do &cido linoleico, que atacam
as duplas ligag¢des do B-caroteno, perdendo seu cromaforo, resultando na descoloracéo do
complexo alaranjado caracteristico da solugdo. A presenca de antioxidantes no sistema
protege o acido linoleico, prolongando o periodo de formacdo dos radicais (HUANG;
WANG, 2004). Quanto menor a queda na densidade dptica da amostra, mais potente é o
antioxidante em impedir a degradagdo do 3-caroteno. Para Hassimoto, Genovese e Lajolo

(2005), a capacidade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico, é classificada,
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como: niveis elevados >70%; intermediario de 40 — 70% e baixo <40%, na inibicdo da

oxidagao.

4.6 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DO OLEO DE ACAI
(Euterpe oleracea Mart.)

A andlise microbioldgica da matéria-prima vegetal tem a fungdo de averiguar as
condigdes de coleta, extracéo e estocagem pelo qual o vegetal foi submetido, uma vez que
esses processos podem ser porta de entrada para microrganismos ndo patogénicos e
patogénicos. Microrganismos fermentadores, os fungos, e os patogénicos (Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa), podem alterar as caracteristicas
fisico-quimicas dos OGleos, podendo provocar sérios problemas de salde aos seus
consumidores.

As andlises de controle de qualidade microbiologico (Tabela 5) do 6leo de acai
revelaram que este ndo esta contaminado, pois, ndo foi observado crescimento de fungos
filamentosos, leveduras e coliformes. Para a pesquisa de Contagem Padrdo em Placas
(CPP) revelou presenca de microrganismos mesofilos na amostra, apresentando 6x10*
UFC.mL? bem abaixo do limite de 10° UFC.mL?, resultado condizente com o
preconizado pela legislacdo vigente. A Farmacopeia Brasileira exige a auséncia de E. coli,
S. aureus, P. aeruginosa e Salmonella. Além de requisitar limites de 10° UFC.mL™ de
fungos filamentosos e leveduras, 10° UFC.mL? de enterobactérias e bactérias gram-

negativas e 10° UFC.mL™ de bactérias aerdbias.

Tabela 5 — Resultado das andlises microbioldgicas do 6leo de acai (Euterpe oleracea Mart.), como
contagem de coliformes, meséfilos e de fungos filamentoso e leveduras.

Microrganismos Contagem
Coliformes NMP.mL™! 6x10*
Mesofilos UFC.mL? 0
Fungos filamentosos e Leveduras 0

UFC.mL?
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Os aspectos regulatorios sobre os limites maximo de microrganismos na amostra
vegetal tém variagGes entre 0s paises e por vezes dentro do prdprio pais. Contudo os testes
utilizados de controle de qualidade microbioldgico do material vegetal normalmente

seguem as especificacdes para produtos ndo-estéreis.

4.7 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DE OLEO DE
ACAI - DE — TOUCEIRA (Euterpe oleracea Mart.)

4.7.1 Desenvolvimento da formulacdo da nanoemulséo

As nanoemulsdes 6leo em agua (O/A) foram formuladas mediante o método de
alta energia assistida por ultrassom, onde as ondas ultrassénicas de alta intensidade com
frequéncia > 20 kHz gerou uma forca de cisalhamento capaz de quebrar a emulsao
previamente preparada em pequenas goticulas.

Os métodos de alta energia utilizam equipamentos capazes de produzir uma forca
mecanica intensa que supere a forca interfacial entre dois liquidos imisciveis e promover
a formacdo de glébulos em escala nanométrica (AGOSTINHO, 2017). Alguns métodos
de obtencdo de nanoemulsdes, como a emulsificacdo assistida por ultrassom, tem se
destacado, por apresentar beneficios como baixo custo energético produtivo para a
obtencdo de sistemas coloidais monodispersos e cineticamente mais estaveis, além da
facilidade operacional e de controle do processo (RIBEIRO et al., 2022).

A nanoemulsao resultante apresentou aspecto leitoso, estavel e de cor esverdeada,
devido, principalmente, ao 6leo de acai (Figura 8). A formulacdo preparada (Tabela 6)
com 5% de Oleo de acai e 1% de tensoativos, foram mantidas em repouso por 24 h a
temperatura ambiente, em recipiente de vidro e hermeticamente fechado. Decorridas 24
h, procedeu-se a observacdo macroscapica e teste fisico-quimica dos experimentos.

A determinacdo do EHL do oleo da polpa de E. oleracea ocorreu atraves do
desenvolvimento de formulagfes com tensoativos de EHL conhecidos. Os tensoativos de
baixo EHL formam uma emulsdo do tipo 4gua em 6leo, enquanto os tensoativos de alto

EHL formam uma emulsédo do tipo éleo em agua.



63

Figura 8 - Formulagdo da nanoemulsdo com 5% de 6leo de agai e 1% de tensoativos apds 24h.

Tabela 6 — Composi¢do da nanoemulsdo elaborada a partir do 6leo de acai (Euterpe oleracea Mart.).

Matéria prima Quantidade
Oleo de acai 19
Tween 80 0,626 g
Span 80 0,374 g
Agua ultrapura 20 mL

A combinagdo de tensoativos melhora a estabilidade da nanoemulséo, pois a
diferenga entre o tamanho dos grupos principais das moléculas promove efeito sinérgico
entre eles, formando um revestimento protetor ao redor das goticulas, facilitando a quebra
das mesmas durante o processo de homogeneizacao, reduzindo a tendéncia de agregacao
entre elas, além de melhorar a dispersibilidade e solubilidade da fase continua
(KOROLEVA, NAGOVITSINA, YURTOV, 2018; JADHAV et al., 2020).

A selecdo dos tensoativos deu-se em razdo das caracteristicas lipofilicas do
monoleato de sorbitano (Span 80) e hidrofilicas do polissorbato 80 (Tween 80) além de
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possibilitar a formacgéo de goticulas menores que outros polissorbatos da mesma classe.
Quando combinados esses tensoativos, diminuem a pressdo de Laplace, reduzindo a
tensdo interfacial, possibilitando utilizar menos energia no processo de emulsificacdo
(CHONG et al, 2018; KARAMI, KHOSHKAM, HAMIDI, 2019).

Para determinacdo do EHL requerido (EHLreq.) das nanoemulsdes, fez-se
necessaria a determinacdo dos valores de EHL do 6leo separadamente e variando-se a
composi¢do dos tensoativos, foi possivel verificar a relacdo entre os valores de EHL
teoricos. Os tensoativos Span 80 com EHL= 4,3 e Tween 80 com EHL = 15 foram
escolhidos baseados em suas caracteristicas quimicas e por serem comumente utilizados
em escala laboratorial para producdo de nanoemulsdes.

A formulagéo seguiu para o teste de centrifugacdo por estar macroscopicamente
estavel. ApoOs o teste observou-se a formacdo de creaming na formulacdo, processo
acelerado por forca mecanica. Assim a nanoemulsdo do éleo acai apresentou EHLreq. de
11 que se manteve estavel, apresentando 62,6% de Tween 80 e 37,4% de Span 80 na
formulacéo. Baseado nos resultados apresentados por Oliveira (2022) a formulagéo da
nanoemulsdo de 6leo extraido da semente de acai apresentou EHLreq. de 6,44, que se
manteve estavel, contendo 80% de Span 80 e 20% de Tween 80.

Vale salientar que os tensoativos sdo responsaveis por estabilizar a nanoemulséo,
reduzindo a tendéncia de agregacdo entre moléculas e aumentando a dispersibilidade.
Entdo é indispensavel encontrar a concentracdo de tensoativo mais apropriada para
estabilizar a nanoemulsdo. Os tensoativos ndo-idnicos como Tween 80, sdo surfactantes
com capacidade de realizar adsorcdo nas superficies das goticulas, resultando em uma
protecdo contra a agregacéo das gotas (McCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007; RAO;
McCLEMENTS, 2011).

E importante realizar a variacdo de concentracdo de tensoativos por que 0S
tensoativos sdo 0s compostos responsaveis pela estabilidade das nanoemulsdes, esses
compostos anfifilicos criam uma pelicula interfacial que estabiliza o sistema. Além disso,
a variacdo da concentracdo possibilita encontrar o melhor valor de EHL (RAO,
McCLEMENTS, 2011).
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4.7.2 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanoemulsao

A fim de verificar a estabilidade da formulagéo, a mesma foi avaliada pelos testes
de indice de polidispersividade (Pdl), tamanho de goticula, pH e potencial Zeta (PZ),
depois de 24 h, os resultados podem ser observados na Tabela 7.

A nanoemulsédo produzida com 5% de 6leo de acai, obtidas a partir de uma mistura
de tensoativos Tween 80 (62,6%) e Span 80 (37,4%), apresentaram diametro médio de
particula de 28,04 + 0,22 nm (Tabela 7), adequando-se assim os padrdes de nanoemulsao.
O tamanho inicial das nanoemulsdes é determinado pela geometria molecular e pelo
empacotamento das moléculas dos tensoativos, sendo que a geometria dos tensoativos é
um dos pardmetros mais importantes que influenciam sua capacidade de formar
nanoemulsdes com tamanho de gotas reduzidas (McCLEMENTS, 2012; MAYER;
WEISS; McCLEMENTS, 2013).

Tabela 7 — Resultados das caracteristicas fisico-quimicas da nanoemulsdo elaborada a partir do de 6leo de

acai (Euterpe oleracea Mart.) por uso de ultrassom.

Caracteristicas Valores
Tamanho da particula (nm) 28,04+0,22
pH 6,90+0,10
indice de polidispersividade 0,347+0,05
Potencial zeta (mV) -25,90+0,83

Um estudo realizado por Wang et al. (2009) avaliou o tamanho de gota das
nanoemulsdes produzidas com uma combinacao de tensoativos Tween e Span, e observou
que
a mistura do Tween 80 (com uma cadeia hidrofobica C18) com o Span 20 (com uma
cadeia hidrofébica C12) produziu nanoemulsdes com didmetro médio de gota de 44,7 nm,
enquanto na mistura do Tween 80 com o Span 60 (C18) este valor foi de 66,7 nm. Os
autores associaram 0 aumento no tamanho das nanoemulsbes com 0 aumento no

comprimento da cadeia do tensoativo lipéfilo, o qual aumentou de 12 para 18, uma vez
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que as diferencas no empacotamento de tensoativos na interface 6leo-agua influenciam
nas propriedades de tenséo

superficial e mobilidade, as quais desempenham um papel importante no tamanho de
gotas utilizando métodos de baixa energia (MAYER; WEISS; McCLEMENTS, 2013).

Para verificacdo do valor de pH foram preparadas 3 dilui¢des da hanoemulsao. O
valor médio de pH demonstrado na Tabela 7, ap6s 24 h, foi de 6,90+0,10, no valor de
temperatura de 28,20+0,05 °C. Observou-se que na nanoemulséo de 6leos ndo ocorreu a
diminuicdo do pH depois de 24 h, indicando que ndo houve hidrolise nas formulagdes
produzidas. Sharma et al. (2022) relatou que a analise do valor do pH é um teste
importante durante 0 monitoramento da estabilidade das nanoemulsdes, pois alteractes
no seu valor indicam a ocorréncia de rea¢Bes quimicas que podem comprometer a
qualidade do produto final. No caso de nanoemuls6es formuladas com 6leos vegetais, a
diminuicdo no valor do pH pode ser decorrente da hidrolise dos ésteres de acidos graxos,
que geram acidos graxos livres.

Outro fator que foi verificado na nanoemulséo produzida com 6leo do fruto de E.
oleracea foi o indice de polidispersividade (Pdl), obtendo um valor de 0,347+0,05
(Tabela 7), estando dentro da faixa que indica uma estreita distribuicdo entre elas,
indicando que a formulag&o estar estavel. Quanto menor o tamanho de particula e o indice
de polidispersividade, mais estavel sera o sistema (KIM; PARK; LIM, 2015). De acordo
com Walker, Decker, McClements (2015), a estabilidade das goticulas depende de fatores
como tamanho inicial da goticula, concentracdo de tensoativo e método de obtencdo.

Segundo Agrawal, Maddikeri e Pandit (2017), o Pdl é usado como um fator para
determinar a estabilidade da nanoemulsdo, sendo uma medida de distribui¢do do tamanho
das goticulas, em uma faixa de 0,1 a 1. Quando o resultado esta proximo a zero, significa
que a populacdo da amostra € mais homogénea, proporcionando uma alta estabilidade
cinética do sistema, valores entre 0,1 e 0,2 indicam uma distribuicdo estreita e indices

acima de 0,5 uma distribuicdo mais ampla e baixa estabilidade
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O PdI (Figura 9) é uma grandeza adimensional, calculada pelo equipamento, que
indica a distribuicdo dos tamanhos de particula na amostra. Valores de Pdl muito
pequenos e proximos a 0,05 ndo sdo frequentes e indicam alto grau de uniformidade no
tamanho das particulas (monodispersdo). Ja valores acima de 0,7 indicam uma
distribuicdo muito heterogénea, comprometendo a capacidade do equipamento de
oferecer uma leitura adequada (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2011).

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm). 2833 Peak 1: 41,49 100,0 27 41
Pdl: 0,259 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,662 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 9 - Grafico referente ao tamanho de particula da nanoemulséo de 6leo de agai em relagdo a

Record1:1_T_S5 01 Record2:1.T. 5 02 Record3:1_T_5 O 3]

intensidade da réplica 1.

Contente (2016) avaliaram a estabilidade de nanoemulsdo de 6leo em agua
utilizando os tensoativos de BrijT e Crodure. Apds observacdo do comportamento dos
sistemas formados, foram selecionadas as formulagdes contendo 10% de tensoativo BrijT
por apresentarem o tamanho da goticula de 133,8 nm, indice de polidispersidade de 0,38
e -27.8 mV de Potencial Zeta. Entretanto, ao utilizar as formulagdes contendo 10% de
tensoativo Crodure, o tamanho da particula foi de 28,46 nm, 0,38 de Indice de
polidispersidade e Potencial Zeta de -27,8 mV.

Com relagdo ao potencial Zeta (PZ), o valor ficou em -25,90+0,83 mV (Tabela 7).
A formulacédo apresentou um valor de PZ negativo (Figura 6) o que pode estar relacionado

a interagcbes com os tensoativos ndo iénicos utilizados, o que pode ter resultado na
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adsorcdo de ions hidroxilas na interface Oleo/agua provenientes das ligacdes de
hidrogénio da 4gua com os grupamentos quimicos presentes no Tween 80, Span 80 e na
composicdo do 6leo E. oleracea Mart., tornando a carga superficial da goticula de

nanoemulsao mais negativa.

Mean {m\) Area (%) 5t Dev (m\)
Zeta Potential (mV): -341 Peak 1: -341 100,0 51
Zeta Deviation (mV}): 5,11 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 00197 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
FEOOMO T v S T R R :
ZDDUDD ....................... ..................... ...................... ......................
w r : : : :
E ABO000 T - - - o I T T e e e e e e e e .
a3 : : : :
o r : : : :
.g 00000 - - rrrrmeee e .............. \ ...... ...................... ......................
= L : : : :
GOOO T+ rvvmrmererene s .............. :. ...... ......................
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mv')
—— Record 7: 1_T_5_0_nove 1 Record 8 1_T_5 O _novo 2 — Record9:1_T_5 0_novo 3

Figura 10 - Grafico referente ao potencial Zeta da nanoemulséao de 6leo de agai em relacéo a intensidade da

réplica 1.

O PZ ¢ usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes.
Um valor de potencial zeta > £30 mV é importante para a estabilidade fisico-quimica das
emulsdes uma vez que as forcas repulsivas tendem a evitar fenémenos de floculacéo,
precipitacdo e até mesmo separacdo de fases, aumentando assim a probabilidade de
agregacao (PIRES, MOURA, 2017). Considerando o valor de PZ da formulacdo,
apresentou valor menor que -30 mV, como demonstrado na Figura 10, o que pode ser um
indicativo de instabilidade da formulacéo apresentou PZ dentro do esperado.

Contente et al. (2020) descrevem valores de PZ maior que -30 mV em formulagdes
com oOleo do fruto de E. oleracea e variagdes dos tensoativos alcool cetoestearilico

etoxilado 200E e o 6leo de ricino hidrogenado e etoxilado. Oliveira et al. (2016)
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desenvolveram nanoemulsGes com 6leo de Pterodon emarginatus VVogel e variacdes de
Tween 80 e Span 80 como tensoativos, obtendo valores de PZ menor que -30 mV apds
24 h do preparo, dados que corroboram com os resultados apresentados na pesquisa.
Oliveira (2022) relataram que a taxa de PZ observada sobre as nanoemulsdes com 6leo
do fruto de E. oleracea e variaces de Tween 80 e Span 80 como tensoativos foi abaixo
de -30mV.

As nanoemulsdes possuem maior potencial de acéo, estabilidade da formulacéo,
dispersdo em agua, baixo custo e causam menor danos ao meio ambiente, principalmente
no caso de vetores que possuem parte do seu ciclo ou ambiente vivo em contato com a
agua, fazendo com que nanoformulacGes de 6leos sejam muito eficientes e altamente
ecoldgicas (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019; JADHAV et al., 2020).

4.7.3 Morfologia da nanoemulsao

Nas Figuras 11 e 12 foram representadas por micrografias captadas por microscopia
eletrobnica de transmissdo da nanoemulsdo, formada por 5% de 6leo de acai, 1% de
tensoativos (Tween 80 e Span 80). Foi possivel observar nas imagens que a delimitacdo
entre as fases, a interface- dleo-agua, é bem definida, sendo possivel observar um filme

formado ao redor das goticulas de 6leo.

200 nm

Figura 11 - Micrografias da nanoemulsdo de dleo de acai (Euterpe oleracea Mart.) por Microscopia

Eletronica de Transmissdo (MET).
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A delimitagdo da nanoemulsdo é resultado da deposicéo da camada polissacaridica na
superficie das goticulas uma vez que a tensoativos possuem propriedades surfactantes sendo
responsavel por estabilizar a emulsdo e permitir a dispersdo das goticulas de 6leo em fase
continua agua.

As micrografias sugerem que as goticulas apresentaram formatos esféricos que
representam a forma termodinamica mais estavel para o sistema de nanoemulsdo. Observou-
se que a densidade de goticulas foi alta, apresentando concentracdo em goticulas bastante
préximas umas das outras, tendendo a floculagdo, o que pode favorecer a coalescéncia das
gotas. Além disso, também foi possivel observar na micrografia (Figuras 11 e 12) uma
heterogeneidade nos tamanhos das gotas, apresentando goticulas maiores e goticulas de

tamanhos mais reduzidos o que condiz com a curva de distribuicdo de tamanho de goticulas.

Figura 12 - Micrografias da nanoemulsdo de 6leo de acai (Euterpe oleraceae Mart.) por Microscopia

Eletronica de Transmissdo (MET).
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento de nanoemulséo a partir de 6leo de agai — de — touceira foi
constituido em duas fases distintas. A primeira consistiu no conhecimento do 6leo, quanto
suas as suas propriedades fisico-quimicas e constituicdo quimica. Demonstrando que o
6leo de E. oleracea Mart. apresentava-se dentro dos padrdes de identidade e qualidade.
A segunda fase e, a principal, consistiu no estudo de pré-formulagdo e na obtencéo e
caracterizacdo da nanoemulséo utilizando 6leo de acai como fase oleosa.

Esta pesquisa de doutoramento atingiu os objetivos proposto de demostrar o
potencial de uso do 6leo de acai de — touceira (Euterpe oleraceae Mart.), uma espécie
importante do ponto de vista agroindustrial, e que, portanto, € valido investir recursos e
esforcos nesta area nanobiotecnologia de producdo de nanoemulsdo. Como perspectivas
futuras, estudos que deem continuidade e complementaridade a este trabalho podem ser
realizados. Considerando-se os resultados aqui apresentados, sugere-se para trabalhos

futuros:

e Realizar estudo de fotoestabilidade da nanoemulséo a base do dleo de acai — de —
touceira (Euterpe oleracea Mart.);
e Testar a atividade antioxidante e microbioldgica da nanoemulsdo a base do dleo

de acai — de — touceira (Euterpe oleracea Mart.);

e Finalizar o teste de estabilidade acelerada da nanoemulsdo a base de éleo de agai
— de — touceira (Euterpe oleracea Mart.);

e Realizar estudo de estabilidade longa duracdo da nanoemulsao a base do 6leo de

Euterpe oleracea Mart.;

e Realizar o teste de ecotoxicidade da nanoemulséo a base do 6leo de E. oleracea
Mart.
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RESUMO

Os oOleos vegetais sdo importante recurso e merecem destaque pois podem ser utilizados na
industria de alimentos, cosméticos e medicamentos. Foram adquiridos seis tipos de 6leos vegetais
comercializados no municipio de Rio Branco — AC, os 6leos estudados foram os de agai, buriti,
castanha, coco, pataua e tucuma. Com o intuito de avaliar a qualidade dos 6leos vegetais extraidos
de frutos oleaginosos comercializados em Rio Branco — AC, foram testadas as caracteristicas
microbiologicas e propriedades fisico-quimicas dos o6leos extraidos de frutos da floresta
Amazonica. No geral os Oleos apresentaram adequagdo dentro dos padrdes microbiologicos
exceto o 6leo de coco que teve contagem de bolores e leveduras de 3,6x10° UFC/mL, acima do
especificado pela Farmacopeia Brasileira (Anvisa, 2019), quanto as analises fisico quimicas os
resultados dos indices de acidez foram dentro do permitido pela IN n°87 (Brasil, 2021), ja no
indice de peréxidos, somente o 6leo de pataua apresentou 17,5 meq/kg™ revelando-se superior a
15, estando fora do padrao da legislagao vigente. As amostras dos 6leos analisados indicaram
bom estado de conservagao como também boas condigdes sanitarias demonstrando a qualidade
do produto final.

Palavras-chave: 0leos vegetais, agai, buriti, castanha, coco, pataud, tucuma.

ABSTRACT

Vegetable oils are an important resource and deserve to be highlighted because they can be used
in the food, cosmetics and medicine industries. Six types of vegetable oils sold in the city of Rio
Branco - AC were purchased, the oils studied were those of acai, buriti, chestnut, coconut, pataua
and tucuma. In order to evaluate the quality of vegetable oils extracted from oleaginous fruits
sold in Rio Branco - AC, the microbiological characteristics and physical-chemical properties of
oils extracted from fiuits of the Amazon forest were tested. In general, the oils were adequate
within microbiological standards, except for coconut oil, which had a mold and yeast count of
3.6x10° CFU/mL, above that specified by the Brazilian Pharmacopoeia (Anvisa, 2019), regarding
the physical and chemical analyzes, the results of the acidity indexes were within the limits
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allowed by IN n°87 (Brasil, 2021), whereas in the peroxide index, only pataua oil presented 17.5
meq/kg-1, proving to be higher than 15, being outside the standard of current legislation. The
samples of the oils analyzed indicated a good state of conservation as well as good sanitary
conditions, demonstrating the quality of the final product.

Keywords: vegetable oils, agai, buriti, nut, coconut, pataua, tucuma.

1 INTRODUCAO

A Amazonia é detentora de uma rica biodiversidade de plantas e frutos, destaca-se os
frutos de oleaginosas, o que representa grande potencial econdmico para a regiao (Saraiva et al.,
2009; Gilbert, 1995), estes frutos sao capazes de produzir Oleos a partir de suas polpas e
ameéndoas. OS 6leos sdo compostos por ésteres de acidos graxos de cadeia longa e, também por
uma variedade de compostos como carotenoides, tocoferois e vitaminas (Saraiva et al., 2009;
Eldin, 2006).

Estes Oleos vegetais podem ser utilizados no desenvolvimento de bioprodutos para a
industria de cosméticos, medicamentos ou alimentos. Além disso, a exploragao comercial dos
oleos demonstra ser uma opgao atrativa, como forma de agregar valor e também busca de
alternativas que promovam a exploragdo renovavel e preservagao do meio ambiente (Saraiva et
al., 2009).

O acai (Euterpe oleraceae) é fruto de uma palmeira nativa da Amazonia, encontrada nos
Estados do Amazonas, Amapa, Para, Maranhao, Rondonia, Acre e Tocantins (Vilaplana et al.,
2014; Martinez et al., 2013; Yuyama et al., 2011). O acai apresenta diversos nutrientes
interessantes como alta concentracao de lipideos aproximadamente 40,75%, carboidrato
42,5%+3,56, proteinas 9,13+0,63 em 100 gramas de agai liofilizado, também possui vitaminas e
minerais como calcio, ferro, magnésio e potassio (Menezes et al., 2008). Os seus frutos e
sementes também possuem atividade antioxidante, devido a presenca de polifenois, flavonoides
e antocianinas. Devido a presenca de lipideos, o agai € rico em acido graxos monoinsaturados
(MUFA) e poli-insaturados (PUFA) (Nascimento et al., 2008; Rufino et al., 2007; Schauss et al.,
2006) sendo os majoritarios o acido linoleico, oleico e palmitico (Menezes et al., 2008),
demonstrando interessante para aplicagao nutracéutica.

O buriti (Mauritia flexuosa) é o fruto de uma das maiores palmeiras da floresta

amazonica. E encontrada em florestas de varzeas, também encontrado as margens de rios, lagos
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e agudes. Da polpa dos frutos podem ser produzidos doces, sucos e vinhos, do creme do fruto
pode ser extraido o 6leo, com uso na estética, terapéutico e atividade antioxidante, apresenta alto
teor de vitamina A (Lorenzi et al., 2004; Carvalho et al., 2011; Candido et al., 2015). O buriti é
considerado uma fonte importante de tocoferois, carotenoides e acidos graxos, e destes cerca de
73% a 78% ¢é composto pelo acido graxo oleico

A castanheira do Brasil (Bertholletia excelsa) é uma arvore simbolo da Amazonia pela
sua importancia econdmica, social e ecologica. A castanha do Brasil devido ao seu alto teor
lipidico com cerca de 60% da sua composicao, tem atraido o interesse de industrias para produgao
de oleo, quanto ao seu perfil acidos graxos, estudos revelam que cerca de 47,78% a 37,58% sao
compostos por acido oleico, 41,23 a 24,65% de acido linoleico, 11,13 a 6,33 de acido estearico
e 3,58 a 028% de acido linolénico.

O coco (Cocos nucifera) é fruto de uma palmeira exotica de facil adaptacao e cultivo na
maioria dos continentes. Seu oleo apresenta propriedades medicinais, com atividade anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética (Intahphuak et al., 2010). O dleo é composto de diversos
acidos graxos, onde predominam os triglicerideos de cadeia média, com 86,5% de acidos graxos
saturados, 5,8% de acidos graxos monoinsaturados e 1,8% poli-insaturado. Os acidos graxos
saturados se dividem em 44,6% € composto por acido laurico, 16,8% de acido miristico e 8,2%
de acido palmitico. O unico acido graxo monoinsaturado € representado pelo acido oleico e tnico
poli-insaturado o acido linoleico (Arlee et al., 2013).

O pataua (Oenocarpus bataua) é fruto de uma palmeira que apresenta preferéncia por
locais umidos, frequente nos Estados do Acre, Amazonas, Para, Rondonia e parte da regido
Centro-Oeste. Da sua polpa é extraido o 6leo, muito utilizado na alimentagao, semelhante ao
azeite de oliva, podendo apresentar-se como liquido amarelo esverdeado ou transparente (Darnet
et al., 2011). O dleo de pataua apresenta como majoritarios o acido oleico (77,7%) e palmitico
(13,3%), também possui o acido linoleico (2,7%), acido estearico (3,6%), acido palmitoleico
(0,6%) e acido oo-linoleico (0,6%) (Montufar et al., 2010).

O tucuma (4strocaryum aculeatum) também é fruto de uma palmeira encontrada no Acre,
Amazonas, Para e Rondonia. Os frutos siao amarelos ou alaranjados, usados na alimentagao
humana e de animais. Seu 6leo apresenta-se rico em precursor de vitamina A, quanto ao perfil
lipidico o 6leo apresenta 74,4% de acidos graxos insaturados e 25,6% de saturados (Nazario &

Ferreira, 2010; de Souza Filho & Sagrillo, 2013). De acordo com Vasconcelos (2010) foi
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observado o seguinte perfil lipidico do 6leo de tucuma 38,7% de acido oleico, 33,9% de acido
estearico, 22,7% de acido palmitico, 1,5% de acido araquidico, 1,2% de acido linolénico, 0,9%
de acido linoleico e 0,3% de acido palmitoleico.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar as caracteristicas microbiologicas e
propriedades fisico-quimicas de diversos Oleos vegetais extraidos de frutos oleaginosos da

floresta amazonica adquiridos no comércio de Rio Branco — AC.

2 MATERIAL E METODOS

Os oOleos vegetais foram adquiridos no comércio de Rio Branco — AC, os 6leos utilizados
foram de agai, buriti, castanha, coco, pataua e tucuma. Apos a compra foram armazenados em
geladeira a 10°C.

Foram realizadas as analises microbioldgicas, analises fisico-quimica e cromatografia
gasosa dos 0leos vegetais adquiridas.

Inicialmente foram realizadas as diluigoes. Foram pesadas 25 g de cada dleo, solubilizado
em 225 mL de 4gua peptonada tamponada (APT), onde correspondeu a primeira diluicio 107! e
a partir desta, realizou as demais diluigdes 102 e 103, a partir destas foram feitas as
determinagdes de microrganimos mesofilos, presenca de bolores e leveduras e pesquisa de
coliformes.

A partir das dilui¢des 101, 102 e 1073, foi inoculado 1 mL de cada diluigao em placas de
petri contendo Plate Count Agar - Agar Padrdo para Contagem (PCA), estas foram incubadas a
36 °C por 48 h. A pesquisa foi realizada em triplicata.

Para esta determinagao da presenga de bolores e leveduras foi utilizado o Agar Dchoran
Rose Bengal Clorafenicol (DRBC) em placas de petri, adicionou-se 1 mL das dilui¢des 107!, 10
2, 1073, foram incubadas a 25 °C por 5 dias. Foram realizadas triplicatas.

Para a pesquisa de coliformes foram inoculados 1 mL das dilui¢des 1071, 102 e 103 em 3
tubos de ensaio contendo caldo lactosado com tubos de Duran invertidos para cada diluigao,
foram incubados em 35 °C por até 48 h.

As analises fisico-quimica, foram divididas em parametros fisicos compostos por indice
de refragao e densidade. Ambos realizados de acordo com a metodologia do Instituto Adolfo
Lutz (2008).
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Para determinacao do indice de refragao utilizou-se o refratometro de Abbé. No prisma
foi adicionado algumas gotas das amostras de 6leos vegetais, a seguir o prisma foi fechado e
travado firmemente por cerca de 1 a 2 minutos. Foi realizada a leitura do indice de refragao
absoluto a 40°C, por trés vezes e calculado a média.

A densidade dos diversos 0leos fora determinada pelo uso de picnémetro com capacidade
de 5 mL, previamente calibrado, limpo e seco. Foi transferido SmL de cada amostra para o
picnometro, e conferido a temperatura. A massa das amostras fora obtida através da diferenca de
massa do picnometro cheio e vazio. A densidade relativa € igual a razao entre a massa da amostra
liquida e a massa da agua, ambas na mesma temperatura. O ensaio foi feito em triplicata.

Os parametros quimicos foram o indice de acidez, indice de perdxidos, indice de
saponificagdo, Indice de Iodo pelo método de Wijs adaptado ao uso de ciclohexano.

O indice de acidez foi obtido para todos os 6leos vegetais pela titulagdo de hidroxido de
potassio (KOH), seguindo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para realizacao da
titulagao foram pesados 2 gramas das amostras dos 6leos vegetais em frasco de 125 mL,
adicionou 25 mL de solugao de éter alcool (2:1) neutra, 2 gotas de indicador de fenolftaleina,
titulou com solugao de hidroxido de sodio a 0,1 N até o aparecimento de coloragao rosea. Foram
realizados em triplicata.

O indice de peroxidos foi encontrado pela titulagao de solugdo de tiossulfato de sodio
0,01 N, pela aplicagao da metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para realizar a
determinagao do indice de peroxidos foram pesados 5 g dos diversos dleos em erlenmeyer de
125 mL, em seguida foi adicionado 30 mL da solugdo acido acético — cloroférmio (3:2) e agitou-
se até a dissolugao da amostra. Adicionou-se 0,5 mL da solugao saturada de iodeto de potassio
(KI) e deixou em repouso ao abrigo da luz por um minuto. Rapidamente acrescentou-se 30 mL
de agua destilada e titulou-se com solugéo de tiossulfato de sodio 0,01 N, com agitagao constante,
a titulagao foi realizada até que a coloragao amarela desaparega. Adicionou-se 0,5 mL de solugao
indicadora de amido (1%) e continuou-se a titulagdo até o completo desaparecimento da
coloragao azul. Uma prova em branco foi realizada concomitantemente da mesma maneira
descrita acima, porém sem a adi¢ao de 2 g do 6leo. Os procedimentos foram realizados em
triplicada.

Para a realizagao da determinagao do indice de saponificagao foi pesado 2 g do oleo de

cada amostra em balanga analitica em um erlenmeyer de 250 mL, onde foi adicionado 20 mL de
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solugdo alcoodlica de hidroxido de potassio a 4%. O erlenmeyer foi adaptado um sistema de
refluxo. Foi aquecido até atingir uma ebuli¢ao branda, por aproximadamente 30 minutos, apds o
resfriamento foram adicionadas 2 gotas do indicador de fenolftaleina, posteriormente uma
titulagao com acido cloridrico 0,5 N até o desaparecimento da coloragao résea. Uma prova em
branco foi realizada concomitantemente da mesma maneira descrita acima, porém sem a adigao
de 2 g do ¢dleo. A diferenca entre os nimeros de mL de acido cloridrico gastos na titulagao da
amostra e na titulagdo da prova em branco indicou a quantidade de hidroxido de potassio gasto
na saponificagdo (Instituto Adolfo Lutz, 2008). Os procedimentos foram feitos em triplicata.

A metodologia para detec¢ao do indice de iodo pelo método de Wijs aplicada foi a do
Instituto Adolfo Lutz (2008) adaptado ao uso de ciclohexano. Inicialmente foram pesadas 0,25
gramas das amostras, transferidas para um Erlenmeyer de 500 mL, em seguida adicionou-se 20
mL da solugdo de Wijs, os frascos foram tampados e agitados para homogeneizagao e, deixado
reservado no escuro por 25 minutos, apos este tempo, adicionou-se 20 mL de iodeto de potassio
e 100 mL de agua destilada. Foi realizada a titulagao com solugao de tiossulfato de sodio 0,1 até
a cor amarela quase desaparecer (coloragdo amarela fraca), adicionar 2 mL de amido 1%,
continuar a titulagao até o desaparecimento da cor azul. Foi preparada também a prova em branco

sem adic¢ao de 0leo. Os procedimentos foram realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, na pesquisa de coliformes ndo houve crescimento de
coliformes totais e coliformes a 45 °C nas amostras estudadas, apresentando conformidades com
aRDC 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Na Tabela 1, a Contagem Padrao em Placas (CPP) revelou presenga de microrganismos
mesofilos nos oleos de agai, buriti, castanha, coco, pataua e tucuma, nestas amostras foi possivel
observar desenvolvimento de 6x10?, 3,3x10%, 1,4x10?, 4,36x10* e 10> UFC/mL, respectivamente
e, no dleo de castanha nao houve desenvolvimento de microrganismos mesofilos. A Farmacopeia
Brasileira (apresenta como padrio 10> UFC/mL para bolores e leveduras e 10° UFC/mL para
CPP para microrganismos mesofilos aerobios (ANVISA, 2019).

Na contagem de bolores e leveduras na Tabela 1, somente no 6leo de coco apresentou
crescimento com contagem de 3,6x10° UFC/mL. Desta maneira estd acima do padrio
estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).
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A analise microbiologica dos Oleos vegetais fornece dados sobre as condigdes de coleta,
extragao e armazenamento tanto da matéria-prima quanto do modo de preparo e estocagem do
oleo vegetal. Esses microrganismos fermentadores com os fungos e leveduras podem alterar as
caracteristicas fisico-quimicas dos Oleos vegetais e também causar danos aos usuarios
(Rodriguez-Goméz et al., 2013).

Tabela 1. Resultados das avaliacdes da qualidade microbiologica dos 6leos de agai, buriti, castanha, coco, pataua e

fucuma.
Oleos Coliformes CPP Bolores e Leveduras
NMP/mL UFC/mL UFC/mL
Acai 0 6x10* 0
Buriti 0 3,3x102 0
Castanha 0 0 0
Coco 0 1,4x102 3,6x10°
Pataua 0 4,36x10* 0
Tucuma 0 10° 0

Fonte: Autores (2023)

A acidez de um 6leo ocorre devido a reagao hidrolitica dos triacilglicerdis, assim é uma
variavel relacionada a natureza e qualidade da matéria-prima, ao processamento e as condi¢oes
de conservagao do produto final (Moretto & Fett, 1999). Elevado indice de acidez pode ser
indicativo de processamento insatisfatorio, estocagem inadequada, manipulagao impropria, entre
outros (ANVISA, 2019). As reacgdes hidroliticas causam alteragdes sensoriais no 6leo, como
diferenca na cor e odor, e consequentemente nos derivados deste 6leo (Ferreira et al., 2008; Silva
et al., 2009; Nehdi, 2013; Walia et al., 2014).

De acordo com a IN n°87, de 15 de margo de 2021 (BRASIL, 2021) que estabelece
padrdes méaximos de indice de acidez até 4 mg KOH g™

Os valores encontrados estao demonstrados na Tabela 2, o indice de acidez do oleo de
acai del,85 mg KOH g, 3,48 mg KOH g para os 6leos de buriti, 3,51 mg KOH g! para
castanha, 6leo de coco 3,59 mg KOH g, 3,71 mg KOH g! para pataué e 2,78 mg KOH g! para
6leo de tucuma, desta maneira podemos observar que todos 6leos avaliados apresentaram valores
abaixo de 4 mg KOH g}, considerado o padrio estabelecido pela IN n° 87 de 15 de margo de
2021 da ANVISA (BRASIL, 2021).

Os valores encontrados de indice de acidez para o dleo de agai foram semelhantes aos

encontrados por Pereira et. al. (2017) de 2,79 mg KOHg™, considerando outros autores como
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Silva e Rogez (2013), Alves et al. (2015) e Castro et al. (2021) que detectaram valores muitos
inferiores de 0,46, 0,42 e 0,4 mg KOHg™, respectivamente.

Considerando o 6leo de buriti, Alves et al. (2015) detectaram 0,701 mg KOH g! de indice
de acidez e, Moura et al. (2019) encontraram valor ainda menor de 0,22 mg KOH g™, ja Soares
et al. (2021) observaram valores de 2,04 a 3,16 mg KOH g, dados bem semelhantes ao nosso
trabalho.

Quando ao indice de acidez do 6leo de castanha, (Schons et al., 2017) encontrou indice
de acidez de 2,57 mg KOHg™! bem semelhando ao presente estudo.

Alves et al. (2015) identificou 3,09 mg KOH g de indice de acidez em 6leo de coco e
1,37 mg KOH g™ em 6leo de tucuma, ambos resultados semelhantes ao nosso estudo.

Em se tratando de valores na Tabela 2 para indice de peroxidos encontrou-se 8,25 meq/kg
! para o 6leo de agai, 2,27 meq/kg ™ para buriti, 4,31 meq/kg ! para castanha, 1 meq/kg™! para coco,
17,5 meq/kg?! para pataud e 10,53 meq/kg™ para 6leo de tucuma, somente e o 6leo de pataud
apresentou valor maior que 15 meq/kg? e ndo estd dentro do valor recomendado pela IN n° 87
de 15 de margo de 2021 (ANVISA, 2021) de preconiza para indice de perdxidos de até 15
meqKg™! para 6leos vegetais prensados a frio nao refinados.

Comparando com os resultados de indice de peroxidos do 6leo de agai do presente estudo
com os de Silva e Rogez (2013) e Alves et al. (2015), nestes dois estudos apresentaram menores
valores, de 1,26 megkg! e 1 meqkg?, respectivamente. Mas ambos dentro dos padrdes
recomendados pela IN n° 87 de 15 de margo de 2021 (ANVISA, 2021).

O indice de peroxido do dleo de buriti foi semelhante ao estudo de Soares et al. (2021)
com valores de 1,68 a 2,44 meqkg™ e, menor que os estudos de Alves et al (2015) e Moura et al.
(2019) com valores de 4 meqKg™! e 6,2 meqKg ! respectivamente.

O indice de peroxido do 6leo de castanha encontrado foi semelhante a pesquisa de Schons
etal. (2017) com valor de 5,74 meqKg™.

O 6leo de pataua no referido trabalho apresentou maiores valores e divergem de Alves et
al. (2015) que encontrou 8 meqKg™! e Santos et al. (2019) apontou 9,64 meqK g™ para o indice
de peroxido para o 6leo de pataua analisado.

J4 o estudo de Alves et al. (2015) se apresentou muito mais elevado com 26 meqKg™! para
indice de peréxido para 6leo de coco e 22 meqK g ! para indice de peréxidos para 6leo de tucuma

quando comparado ao nosso trabalho.
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De acordo com Ribeiro e Seravalli (2004), a reagao de saponificagao pode indicar o grau
de deterioragao e estabilidade, de forma a verificar se as propriedades dos 6leos estdo de acordo
com as especificacoes e identificar possiveis fraudes e adulteracoes com substancia
insaponificaveis como 60leo mineral.

Os valores de indice de saponificagao apresentado na Tabela 2 foram bem semelhantes
entre os resultados encontrados para os 6leos estudados, 180,95 mg KOH g™ para 6leo de acai,
182,72 mg KOH g ! para buriti, 182,68 mg KOH g para o 6leo de castanha, 189,51 mg KOH g
! para coco, 181,54 mg KOH g'! para pataua e 193,98 mg KOH g™! para 6leo de tucuma.

O valor encontrado para o indice de saponificacao de 6leo de agai foi semelhante a Silva

e Rogez (2013) com175,69 mgKOH g e foi superior a Alves et al. (2015) com 104,6 mgKOH
1

g

Quanto ao resultado do 6leo de buriti foi proximo aos valores encontrados por Soares et
al. (2021) de 139,23 a 193,36 mgKOH g, quando comparado a Moura et. al. (2019) e Alves et
al. (2015) com 147,06 mgKOH g! e 101 mgKOH g.

O indice de saponifica¢ao para o 6leo de castanha foi similar ao identificado por Schons
etal. (2017) com 191,62 mgKOH g.

Em comparagao aos indices de saponificacao dos oleos de coco, pataua e tucuma
observou distanciamento aos valores encontrados com Alves et al. (2015) que foram de 132,4
mgKOH g, 97,6 mgKOH gle 149,8 mgKOH g! respectivamente.

A densidade é influenciada pelo grau de insaturagdo dos acidos graxos, quanto menor o
peso molecular mais alto sera o grau de insaturagao (Walia et al., 2014; Moretto & Fett, 1999).

Como € possivel verificar na Tabela 2, a densidade apresentou-se igual para os 6leos de
buriti, castanha e tucuma 0,86 g cm™ a 24 °C, para 6leo de acai foi detectado 0,83 g cm™ a 24
°C, 0,88 gcm™ a 24 °C para 6leo de coco e 0,84 g cm™ a 24 °C para 6leo de pataua.

Comparando o resultado da densidade do o6leo de agai, foi semelhante aos estudos de
Pereira et al. (2017) com 0,897 g cm™, Alves et al. (2015) 0,83 g cm™ e Silva e Rogez (2013)
0,893 g cm dleo acai, ja Castro et al. (2021) foi inferior ao nosso trabalho.

Assim também foi observado na densidade do o6leo de buriti e de castanha, o valor
detectado foi inferior a Moura et al. (2019) 0,909 g cm™, Alves et al. (2015) 0,91 g cm™ e Schons
(2017) com 0,9165 g cm™.

95

DELOS: Desarrollo Local Sostenible, Curitiba, v.16, n.43, p. 970-983, 2023 979



PDELOS

Dados semelhantes ocorreu com a densidade do 6leo de coco e de tucuma, com 0,86 g
cm e 0,85 g cm™ respectivamente. Ja o 6leo de pataua apresentou menor densidade quando
comparado ao estudo de Pereira (2017) com valor de 0,91 g cm™ e Alves et al. (2015) 0,96 g cm®
3.

Nos Oleos vegetais, o indice de refragao é usado como critério de qualidade no controle
de processos de hidrogenagio de 6leos insaturados e identidade (Cecchi, 2003).

Na Tabela 02, o indice de refragao foram os mesmos valores, de 1,46 para oleos de agai,
buriti, castanha, pataua e tucuma e para 6leo de coco de 1,45.

O indice de refracao do o6leo de acai encontrado foi semelhante aos estudos de Silva e
Rogez (2013), Alves et a. (2015) e Pereira et al. (2017), 1,481, 1,467 e 1,465 respectivamente.

Para os resultados dos demais 6leos foram semelhantes aos encontrados por Alves et al.
(2015) 1,4665, 1,4650, 1,4670, 1,4565 para Oleos de buriti, coco, pataua e tucuma
respectivamente. E também ao dado detectado por Schons et al. (2017) para o6leo de castanha do

Brasil.

Tabela 2. Resultado da avaliagdo fisico-quimica dos 6leos de acai, buriti, castanha, coco, pataud e tucuma.

Oleos Indice de Indice de Indice de Densidade Indice de
Acidez peroéxidos saponificacao gem?a 24 °C refracao
mg KOH g'! meq/kg! KOH g
Agai 1,85+0,61 8,25+0,003 180,95+0,73 0,83%0,01 1,46
Buriti 3,48+0,06 2,27+0,42 182,72+0,38 0,86+0,01 1,46
Castanha 3,51+0,16 4,31+1,26 181,68+3.,01 0,86+0,02 1,46
Coco 3,59+0,37 1,0+£0,21 189,51+0,37 0,88+0,01 1,45
Pataua 3,71+£0.,48 17,5006 181,54+0,81 0,84+0,01 1,46
Tucuma 2,78+0,09 10,53+0,53 193,98+0,26 0,86+0,01 1,46

Fonte: Autores (2023)

4 CONSIDERACOES FINAIS

Dada a grande riqueza da biodiversidade da Amazonia, os 0leos vegetais podem ser boa
alternativa para a indistria de alimentos, cosméticos e medicamentos. E importante estudos da
qualidade microbiologica e fisico-quimica para garantir a seguranga da matéria-prima, dos dleos
estudados o 6leo de coco apresentou contaminagao acima do permitido, quanto aos dados fisico-

quimico apenas o 6leo de pataua apresentou acima do permitido para o indice de peroxidos.
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