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RESUMO

Atualmente a utilizagdo de sistemas nanoestruturados, tais como,
nanoemulsdes tém mostrado eficiéncia quanto ao transporte de substancias
lipofilicas. Sabe-se que o Oleo de babagu (Orbignya phalerata Martius) €&
referenciado na literatura, devido aos beneficios e propriedades nutricionais
(fonte de &acidos graxos da familia w-6 linoleico e w-9 oléico, potencial
antioxidante e outros). No entanto, os efeitos destas propriedades podem ser
comprometidos em razdo do mesmo ser consumido no seu estado bruto.
Dessa forma, faz-se necessario buscar por alternativas ou mecanismos que
possibilitem aumentar a funcionalidade destas propriedades quanto a
administracdo via oral deste 6leo como suplemento alimentar. Logo, no
presente trabalho objetivou-se desenvolver e caracterizar nanoemulsdes a
base de 6leo babagu avaliando sua estabilidade (macroscépica e nanoscdpica)
e seu potencial antioxidante. O 6leo vegetal de babacu (BBS) utilizado nesta
pesquisa consiste em um produto extraido artesanalmente a partir das
améndoas contidas no interior do fruto. E oriundo de trés localidades distintas
do estado do Maranh&o: Caxias (CAX), Fortuna (FOR) e Santa Quitéria (SQT).
As nanoemulsdes de babacu (NEBBS) foram produzidas a partir de diferentes
propor¢gdes em massa p/p (6leo/tensoativo) e submetidas aos testes de
estabilidade em periodos distintos. Os resultados obtidos demonstraram
nanoemulsdées com didmetro hidrodindmico (DH) inferior a 100 nm e indice de
polidispersao (PDIl) com médias abaixo de 0,4 indicando sistemas com baixa
polidispersividade. O potencial hidrogeniénico (pH) das NEBBS mostrou
caracteristicas levemente acidas a neutra, ou seja, com valores de pH
compreendidos na faixa de 5,0 — 7,7. O potencial zeta ¢ (PZ) indicou a natureza
da carga das goticulas predominantemente positiva. Os resultados referentes
ao ponto isoelétrico (Pl) mostraram que em pH = 3,0 os valores dos potenciais
¢ aproximavam para carga nula (0). Os testes de estabilidade acelerada,
centrifugacao, ciclo de resfriamento e aquecimento, mostraram diferengas entre
os grupos, houve influéncia da temperatura na distribuicdo do didametro
hidrodinAmico. As imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET) mostraram goticulas no formato esféricas e uma frequéncia de tamanho
de 27 nm. A analise do potencial antioxidante demonstrou efeito maior para o
6leo nanoestruturado. Em conclusao, os resultados demonstraram que a
composicao e a propor¢cao da fase dispersa foram decisivas para obtencao de
uma nanoemulsdo contendo oleo de babagu macroscopicamente e
nanoscopicamente estavel. A avaliacdo do potencial antioxidante por
Espectroscopia de Ressonéncia Paramagnética Eletrénica - EPR indicou maior
efeito para o dleo nanoestrurado em comparacado ao 6leo no estado livre ou
bruto. Uma vez que o 6leo de babacu € um produto consumido na alimentacgao,
as nanoformulagdes produzidas podem ser promissoras para aplicagdo na
industria de alimentos antioxidantes.

Palavras-chave: Nanotecnologia, nanoemulsées, 0leo de babagu,
estabilidade, potencial antioxidante.



ABSTRACT

Currently the use of nanostructured systems, such as nanoemulsions have
shown effectiveness for transport of lipophilic substances. It is known that the oil
babassu (Orbignya phalerata Martius) is referenced in the literature, due to the
benefits and nutritional properties (source of fatty acids of the w-6 linoleic family
and w-9 oleic, antioxidant potential and others). However, the effects of these
properties can be compromised due to it being consumed in their raw state.
Thus, it is necessary to look for alternatives or mechanisms that enable
increased functionality of these properties on the oral administration of this oil
as a dietary supplement. Thus, the present study aimed to develop and
characterize nanoemulsions oil-based babassu evaluating its stability
(macroscopic and nanoscopic) and its antioxidant potential. Vegetable oil from
babassu (BBS) used in this study consists of a handmade product extracted
from almonds contained within the fruit. It is coming from three different
locations in the state of Maranhao: Caxias (CAX), Fortuna (FOR) and Santa
Quiteria (SQT). The nanoemulsions babassu (Nebbs) were produced from
different mass ratios w / w (oil / surfactant) and subjected to stability tests at
different times. The results showed nanoemulsions with hydrodynamic diameter
(DH) of less than 100 nm and polydispersity index (PDI) with average below 0.4
indicating systems with low polydispersity. The hydrogenic potential (pH) of
Nebbs showed slightly acid to neutral, that is, at pH values comprised in the
range from 5.0 to 7.7. The zeta potential ¢ (PZ) indicated the nature of the
burden of predominantly positive droplets. The results of the isoelectric point
(PI) showed that at pH = 3.0 the values of ¢ potential approaching to zero load
(0). Accelerated stability tests, centrifugation, cooling and heating cycle showed
differences between groups no influence on the temperature distribution of the
hydrodynamic diameter. The images obtained by Transmission Electron
Microscopy (TEM) showed spherical droplets in shape and 27 nm in size
frequency. The analysis demonstrated greater antioxidant potential effect on the
nanostructured oil. In conclusion, the results showed that the composition and
the proportion of dispersed phase are decisive for obtaining a nanoemulsion
containing oil and babassu nanoscopicamente macroscopically stable. The
evaluation of the antioxidant potential by Electron Paramagnetic Resonance
Spectroscopy - EPR indicated a greater effect on the nanoestrurado oil
compared to the free oil or raw. Once babassu oil is a product consumed in the
diet, produced nanoformulations may be promising for application in the food
industry antioxidants.

KEYWORDS: Nanotechnology, nanoemulsions, babassu oil, stability,
antioxidant potential.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, estd cada vez mais eminente o uso da
nanotecnologia para producdo de nanoformulagcées e/ou nanomateriais, os
quais podem ter diversas aplicagcbes, tais como; detectar doencas com alta
sensibilidade, melhorar a eficiéncia de atuais sistemas de entrega de principios
ativos, dispersar substancias hidrofébicas em fases aquosas e aumentar a

absorcéo pelo sistema gastrointestinal (GHOSH et al., 2013a).

Existem diversos tipos de nanoestruturas, uma delas sdo as
nanoemulsodes, estas possuem ampla aplicabilidade, pois podem ser usadas
como nanocarreadores de compostos bioativos lipofilicos, farmacos ou
nutrientes. Entre as principais vantagens, tem-se a alta estabilidade cinética,
melhora a biodisponibilidade de compostos ativos, aumenta a permeabilidade
de substancias com baixa solubilidade e apresenta baixa turbidez quando

comparadas aos sistemas de emulsdes convencionais (GHOSH et al., 2013a).

Segundo Anton & Vandamme et al., (2011), nanoemulsdes consistem
em uma dispersdo composta por uma fase oleosa (triglicerideos ou
hidrocarbonetos), tensoativo e uma fase aquosa (agua ou agua com adigao de
algum eletrdlito) que apresenta gotas resistentes com diametro menor que 300

nm.

O pequeno tamanho de suas goticulas torna-se resistente a
desestabilizagao fisica, devido ao movimento browniano existente entre as
particulas, que contribui para superar forgcas de separagdo gravitacional,
evitando assim a floculac&o e a coalescéncia. S&o resistentes também devido a
estabilizacao estérica que é eficiente, em virtude dos tensoativos incorporados,
os quais tendem a ter longas caudas hidrofébicas na ordem de 2-10 nm
(WOOSTER et al, 2008). Estes sao incorporados para reduzir a tensao
interfacial e com isso, assumem um papel importante na estabilizagdo das
nanoemulsdes (ANTON & VANDAMME, 2009).



A medida que as nanoemulsées tornam-se instavéis (do ponto de vista
termodinamico) algumas propriedades tais como; Diametro Hidrodinédmico
(DH), indice de Polidispersdo (PDI), Potencial Hidrogénionico (pH) podem
sofrer variagbes em fungcdo da temperatura ou outros elementos
termodinamicos, portanto, a avaliagao da estabilidade destes parametros tem
sua importancia, uma vez que sinaliza para o conhecimento de formulacdes
estaveis e monodispersas (MCCLEMENTS, 2012a).

Do ponto de vista cinético, as nanoemulsdes sao particularmente
propensas a um crescimento no tamanho das particulas ao longo do tempo,
decorrente da coalescéncia das goticulas de 6leo dispersas, fenbmeno este
conhecido como amadurecimento de Ostwald (WOOSTER et al., 2008). Logo,
a avaliagao da estabilidade em funcédo do tempo é importante para indicar em

qual momento este fendbmeno ocorre.

Segundo Tamijidi et al., (2013) a absorgcédo de extratos e moléculas de
carater lipofilico ou lipidios, como os Oleos vegetais, podem ser otimizados
quando associadas a nanocarreadores como as nanoemulsdes. Atualmente,
Oleos oriundos da flora brasileira possibilitam a obtencédo de variados produtos,
0s quais podem ser empregados desde a escala macro até a nanométrica.
Alguns o6leos vegetais in natura extraidos de sementes contém quantidades de
compostos bioativos (acidos fendlicos, flavondides, flavondis e antocianinas)
que apresentam atividade antioxidante (Apak et al., 2013), no presente estudo

investigou-se o 6leo de babagu (Orbignya phalerata Martius).

Na literatura, ha descricbes que o Oleo extraido da espécie Orbignya
phalerata Martius, contitui uma fonte natural de acidos graxos de importancia
nutricional, como o acido graxo linoleico (w-6) (SANTOS et al., 2013;
FERREIRA et al., 2012; D'ANTON REIPERT et al, 2011; ANVISA, 1999;
VIANNI & BRAZ-FILHO, 1996). Possui acéo antioxidante (Ferreira et al., 2011)
e é bastante utilizado para fins alimenticios em muitas comunidades rurais do

estado do Maranh&o (Almeida, 2001) entre outras finalidades.



O d6leo de babagu é rico em triacilgliceréis e possui quantidades
também de fosfolipidios, vitaminas, pigmentos, fitoesterdis e tocoferdis. Os
fitoesterdis sdo componentes naturais fundamentais para as membranas
celulares, ajudam a diminuir os niveis de colesterol LDL (Lipoproteinas de
Baixa Densidade em inglés Low Density Lipoproteins) no sangue (considerado
o "colesterol ruim"). E os tocoferdis sao considerados a fase lipidica mais eficaz
de antioxidantes naturais que desempenham um papel importante na
sinalizacdo celular, especialmente em relacdo a proteina quinase C e
apresentam propriedades anti-inflamatorias (BARBOSA et al., 2012; WASULE
et al., 2014).

Entre os acidos graxos maijoritarios presentes nas estruturas dos
triacilglicerdis do 6leo de babagu destacam-se os acidos graxos: Dodecandico
C12:0 (acido laurico), tetradecanoico C14:0 (acido miristico), cis-octadec-9-
enoico C18:1 (acido oléico) e o cis,cis-9,12-octadecadienoico C18:2 (acido
linoleico) (SANTOS et al., 2013; MACHADO et al., 2006; D’ANTON REIPERT
etal., 2011).

Considerando-se a caréncia de estudos sobre a utilizagdo do 6leo de
babagu quanto a sua aplicacdo para a nanotecnologia de alimentos, faz-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que demonstrem a possibilidade
de produzir nanosistemas com acgao antioxidante a partir da nanoestruturagao
do 6leo de babagu, uma vez que o mesmo constitui como fonte alimentar em
muitas comunidades tradicionais do nordeste, especificamente situadas no
estado do Maranhdo. Dessa forma, investigar a nanoestruturagéo do éleo de
babacu e sua acao antioxidante propicia a obtencdo de novos nanomateriais
que podem ser empregados como suplementos na dieta e/ou alimentagéo

humana.



2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, sdo poucos os estudos disponiveis nas plataformas
nanotecnologicas que demonstrem os efeitos e/ou beneficios do Oleo de
babacgu (Orbignya phalerata Martius). Tendo em vista que este 6leo concentra
teores de acidos graxos de importancia nutricional e possui agéo antioxidante,
essas informagdes dao subsidios quanto sua aplicagcdo na nanotecnologia de
alimentos, pois 0 mesmo pode ser explorado quanto ao seu uso em

suplementos nutricionais ou repositores energéticos.

Um dos grandes desafios para a industria de alimentos & o
desenvolvimento de produtos estaveis que possa aumentar a capacidade de
absorcdo e a eficacia de moléculas de baixa hidrossolubilidade, tais como,
antioxidantes e/ou vitaminas lipossoluveis quando administradas pela via oral.
Diante dessa realidade, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
pesquisas que visam buscar solugdes para que alimentos e/ou moléculas

lipossoluveis possam ser totalmente aproveitados pelo organismo humano.

A nanoestruturagdo do 6leo de babagu pode favorecer para que este
alimento possa ser facilmente absorvido, mais biodisponivel, melhorar sua
acao antioxidante e por fim ser totalmente aproveitado. Dessa forma, este
estudo busca a obtencao de novas nanoformulagcées mais eficientes, seguras e
estaveis que demonstrem melhorar a agao antioxidante do 6leo de babagu,
contribuindo assim para um melhor consumo deste produto, portanto, justifica-

se a apresentacao desta proposta de estudo.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

B/ Formular e caracterizar nanoemulsdes, contendo extrato oleoso vegetal

de babacgu Orbignya phalerata Martius.

3.2. Especificos

B Formular diferentes nanoemulsées (NE), contendo em sua composigéao
Oleo extraido do fruto Orbignya phalerata Martius, com adicdo de

diferentes proporgdes de tensoativos;

B Avaliar a estabilidade das propriedades coloidais das nanoemulsdes de
babacu (NEBBS);

B Determinar o Ponto Isoelétrico (Pl) das NEBBS e submeter a ciclos de

duas diferentes condi¢cdes de temperatura;
B Caracterizar a morfologia das NEBBS estaveis;

H Avaliar a atividade antioxidante in vitro do 6leo livre e da NEBBS estavel;



4. REVISAO DA LITERATURA

CAPITULO I
e Nanotecnologia - Aspectos Gerais e Regulamentagao

Durante a ultima década, o rapido progresso na area de nanociéncia
despertou a comunidade cientifica na busca de novas aplicagbes tecnoldgicas
correspondentes as nanotecnologias. O rapido crescimento nesta area
estimulou a criagdo de redes de pesquisa a fim de pemitir e reunir diferentes

pesquisadores no campo da nanotecnologia (BELLUCCI, 2008).

Os nanomateriais podem ser preparados segundo uma abordagem
bottom-up (“de baixo para cima”), construidos a partir de atomos ou moléculas
individuais ou através do procedimento fop-down (“de cima para baixo”), por
meio da ruptura de uma porgdo maior do material em nanoparticulas (NPs),
com o uso de técnicas especificas para este procedimento (FERREIRA &
RANGEL, 2009).

A expressdao "nanoparticulas (NPs)" é comumente usada para
descrever particulas que ndo apresentam dimensdo preponderante, as quais
sdo criadas a partir de processos fisicos e/ou quimicos com propriedades e
caracteristicas que normalmente nao estdo presentes na macro-escala
(FERREIRA et al., 2013).

Particulas com dimensdes na escala nanométrica (exemplo 100 nm ou
menor), podem apresentar uma area de superficie maior em relagdo ao
volume, do que em microescalas mais convencionais. Isto permite que estas
particulas se dissolvam mais rapidamente, o que €& importante para certas

moléculas que ndo sao muito soluveis em agua (EDWARDS, 2006).

Conforme Ferreira & Rangel (2009), o termo nanotecnologia foi
inicialmente introduzido pelo engenheiro japonés Norio Taniguchi, no qual
ressaltava que a nanotecnologia consistia numa nova tecnologia que vai além

do controle de materiais e da engenharia em microescala.



CAPITULO I. Nanotecnologia - Aspectos Gerais e Requlamentacio

A nanotecnologia representa uma combinagdo uUnica das areas;
matematica, fisica, quimica, biologia, informatica e ciéncias dos materiais, que
visam investigar e manipular a matéria na escala de nandbmetros. Estruturas
sub-micron modificadas sdo comparadas em tamanho a moléculas bioldgicas,
isso tem sido reconhecido desde 1950 (BARKALINA et al., 2014).

Foi na década de 50, com o fisico americano Richard Feynman, numa
conferéncia na Reunido da Sociedade Americana de Fisica, onde foi sugerido
um conceito de nanotecnologia que atualmente é bastante utilizado, no qual diz
que a nanotecnologia consiste na construgdo e na manipulagdo, atomo a
atomo de objetos em escala nanométrica. A conferéncia de Feynman
representou uma nova concepgao em nanociéncia e nanotecnologia. Somente
mais tarde, na década de 80, com a descoberta dos fulerenos, pelos quimicos
Harold Walter Kroto e Richard Errett Smalley e, posteriormente, a sintese dos
nanotubos de carbono pelo fisico japonés Sumio lijima, os temas e/ou assuntos
em nanociéncia e nanotecnologia, antes vistos como ficgdo, passaram a ser
tratados com maior seriedade (FERREIRA & RANGEL, 2009).

O rapido desenvolvimento da nanotecnologia aplicada s6 comegou a
partir de 1981 com a descoberta da técnica de Microscopia de Varredura por
Tunelamento, pela empresa International Business Machines Corporation - IBM
de Zurich, e alguns anos mais tarde, com a Microscopia de For¢ca Atémica.
Ambos os métodos permitem a visualizagdo e manipulagdo da matéria em
pequena escala com excepcional exatidao, onde desencadeou um crescimento

exponencial na area de nanociéncia (BARKALINA et al., 2014).

Até o ano 2000, a nanotecnologia foi universalmente reconhecida como
um marco de inovagao. Em resposta as aplicagdes praticas da nanotecnologia,
muitos paises introduziram cursos especializados em nanociéncia, como parte
do ensino médio, graduagdo e pos-graduagdo. A nanotecnologia tem sido
extensivamente introduzida também em aplicagdes biomédicas, incluindo

deteccgdo bioldgica, entrega de drogas e diagnostico (BARKALINA et al., 2014).
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Essa acé&o resultou na melhoria de métodos relacionados ao diagndstico e fins
terapéuticos (BARKALINA et al., 2014).

Com a crescente complexidade tecnologica da nanotecnologia, sao
relatadas na literatura quatro geragées de nanotecnologia, segundo o tipo de
produto gerado (FERREIRA et al., 2013):

v" Primeira geragdo ~ 2000: Nanoestruturas passivas (revestimentos
nanoestruturados, nanoparticulas, nanoemulsoes, metais
nanoestruturados, polimeros, ceramicos, catalisadores, compdsitos,

displays).

v’ Segunda geragdo ~ 2007: Nanoestruturas ativas (transistores,
amplificadores, medicamentos direcionados e produtos quimicos,
atuadores, estruturas adaptativas, sensores, ensaios de diagnéstico,
células de combustivel, células solares, nanocompdésitos de alto
desempenho, ceramica, metais, fabricacdo de elementos
nanoeletrénicos e de sistemas de distribuicdo de medicamentos drug

delivery e estruturas adaptativas).

v' Terceira geragao ~ 2010: Nanosistemas e sistemas 3-D (varias
técnicas de montagem, trabalho em rede e arquiteturas em
nanoescala e novos materiais biomiméticos, novas terapias / entrega

de drogas especificas).

v" Quarta geragdo ~ 2015: Nanosistemas moleculares (dispositivos

moleculares, projetos atébmicos).

A porgéo reativa da particula esta na superficie, aumentando a area de
superficie, aumenta a reatividade do material. Além disso, em nanoescala,
tanto a fisica classica como a fisica quantica podem dirigir o comportamento de
uma particula. A influéncia dos efeitos quanticos podem mudar propriedades
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importantes do material, tais como; propriedades O&pticas, magnéticas e
elétricas (FERREIRA et al., 2013).

Pela definicdo ISO TC 229 (2005), os materiais nanoestruturados
apresentam uma ou mais de suas dimensdes em nanoescala (tamanho
nanomeétrico), ou seja, um bilionésimo do metro (1 nm = 1x10°m), com bordas
e/ou interfaces definidas. Nessa escala de tamanho, os materiais apresentam
novas propriedades, as quais ndo sdo observadas quando em tamanho micro
Oou macroscopico, por exemplo, a tolerdncia a temperatura, a variedade de
cores, as alteragdes da reatividade quimica e a condutividade elétrica
(FERREIRA & RANGEL, 2009).

No entanto, n&o existe uma definicdo padrédo para o termo
"nanomaterial". A Food and Drug Administration (FDA) ainda ndo adotou uma
regulamentacao padréao para estes novos produtos, mas destaca dois pontos
importantes os quais se devem considerar na hora de decidir se um produto
contém nanomateriais ou n&o, ou se envolve a aplicagdo da nanotecnologia
(DUVALL, 2012):

1. Se o material ou produto final tem pelo menos uma dimensao na escala

nanomeétrica;

2. Se o material ou produto final apresenta propriedades ou fenémenos,
incluindo as propriedades fisicas, quimicas ou efeitos biolégicos, que
sdo atribuiveis ao sua dimensdo na escala nanométrica, considerando

até um micrometro.

Muitos produtos baseados em nanotecnologia estdo sob a autoridade
da FDA, a qual desempenha um papel fundamental na garantia de que estes
produtos sdo seguros. A FDA é responsavel em proteger a saude publica;
conferindo-lhe seguranga, eficacia de medicamentos, dispositivos médicos,
produtos radioativos, cosméticos, alimentos e produtos relacionados. Também

promove inovagdes médicas e tem como objetivo garantir que o publico receba

9
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informacgdes precisas sobre medicamentos, alimentos e suplementos (DUVALL,
2012).

Em 2011, o escritorio executivo do presidente Barack Obama reuniu
um conjunto de principios relacionados com a regulacdo e supervisdo das
tecnologias emergentes (nanotecnologia em particular) nos quais exigem a
integridade cientifica, a participagado do publico, comunicag¢ao, consciéncia dos
beneficios e custos, flexibilidade, avaliagdo de riscos, gestdo e coordenagao
entre as agéncias, e a cooperagado internacional, bem como detalhada
orientagdo sobre a regulamentagdo das tecnologias emergentes (DUVALL,
2012).

No Brasil, as pesquisas relacionadas a nanotecnologia vém sendo
incentivadas pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPqg) e Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacédo (MCTI)
desde 2001, quando foram criadas 04 redes de pesquisa em nanociéncia e
nanotecnologia, nas seguintes areas: Materiais nanoestruturados, interfaces e
nanotecnologia molecular, nanobiotecnologia e nanodispositivos
semicondutores. E conta ainda com a Lei de Inovacao, Lei n® 10.973 de 2004,
que “estabelece medidas de incentivo a inovacdo e a pesquisa cientifica e
tecnolégica no ambiente produtivo, com vistas a capacitagdo, ao alcance da
autonomia tecnolégica e ao desenvolvimento industrial do Pais” (SANT’ANNA
et al., 2013).

10



CAPITULO II
e Nanotecnologia de Alimentos

A tecnologia de alimentos tem a sua histéria a partir da técnica de
pasteurizacio introduzida pelo quimico francés Louis Pasteur em 1864. Esta
técnica consistia no aquecimento e resfriamento simultdneo de certos
alimentos e bebidas a uma temperatura acima de 60°C por um determinando
tempo, depois a temperatura do alimento era bruscamente diminuida
(CHELLARAM et al., 2014).

Com isto, evitava-se a deterioragcdo do alimento, consequentemente
eliminava bactérias (1000 nm) presentes naquele meio. Esta técnica foi a
primeira utilizada no processamento e melhoria da qualidade de alimentos.
Mais tarde, com a descoberta do modelo da estrutura do DNA (cerca de 2,5
nm) pelo bidlogo James Dewey Watson, pelo fisico Francis Harry Compton
Crick e pelo fisiologista Maurice Wilkins, consolidou as aplicagdes da
nanotecnologia em processos de biotecnologia, biomedicina, agricola
(alimentos) e de producédo (CHELLARAM et al., 2014).

O crescente interesse em nanotecnologia aplicada ao setor de
alimentos é demonstrado por um numero crescente de publicagbes cientificas
nesta area, conforme demonstrado na Figura 1 (ROSSI et al, 2014). As
investigacbes na area de nanociéncia de alimentos resultam também em
prospeccao tecnoldgica o qual é verificado pelos depositos de patentes, alguns
dos exemplos incluem: desenvolvimento de nanocapsulas para a entrega de
biocompostos, nanotubos de carbono para aumentar a germinacao de
sementes e crescimento de plantas; desenvolvimento de nanoemulsdes
contendo vitaminas e outos ingredientes a fim de aumentar a estabilidade do

ingrediente ativo etc.

A patente US n° 20130064954 A1 (2013) descreve a producédo de um
aromatizante com composi¢des naturais, obtido a partir da formulagdo de
nanoemulsées e microemulsdes, para ser utilizado em alimentos, bebidas,

formulagdes farmacéuticas e cosméticos. Ja a patente AU n°2011213719 A1

11
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(2011) descreve composi¢cdes de nanoemulsdes, com a utilizagdo de um oleo
comestivel para ser utilizada como conservante alimentar e permitir o

carregamento de compostos bioativos.

Os suplementos nutricionais com a combinagdo de nanotecnologia
podem contribuir de forma eficiente para que certos componentes em
nanoescala possam interagir faciimente em nivel celular. Além disso, muitos
‘nanoalimentos’ comerciais ja estdo disponiveis no mercado (CHELLARAM et
al., 2014).

250 -

- - [
o w o
o o o

number of publications

[41]
o

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012

year

Figura 1. Estatisticas sobre o numero de
publicagbdes por ano publicadas usando o
banco de dados da literatura Scopus,
com os descritores “nanotechnology”
“nanotecnologia” e “food” “alimento” no
titulo, resumo e palavras-chave. Fonte:
ROSSI et al., (2014).

O termo 'nanoalimentos' descreve produtos que foram produzidos,
processados ou embalados usando técnicas ou instrumentos envolvendo
nanotecnologia ou produtos nos quais foram adicionados nanomateriais.
Atualmente, a comunidade cientifica busca formas de desenvolver sistemas
capazes de produzir alimentos seguros e produtos de alta qualidade, bem
como garantir a produgao destes produtos de forma eficiente e sustentavel

para o meio ambiente. A nanotecnologia pode possivelmente melhorar os
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processos de produgao e fornecer produtos com melhores caracteristicas e
novas funcionalidades (NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011; GREINER, 2009;
DUVALL, 2012; CUSHEN et al., 2012; HANDFORD et al., 2015; DURAN &
MARCATO, 2013).

A nanotecnologia tem potenciais aplicagdes (em todos os aspectos da
cadeia alimentar) e ultimamente vem sendo explorada principalmente quanto a
investigacdo de novos sistemas de entrega, conforme esquema disponivel na
Figura 2. As industrias de alimentos estdo sempre em busca de novos
meétodos para produzir e conservar alimentos e manter a qualidade nutricional,
conforme as exigéncias dos consumidores (DASGUPTA et al., 2015; CUSHEN
et al., 2012; NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011).

Nanodelivery systems
Liquid Solld
Nanopolymersomes  Nanoemulsions Nanollposomes Lipld nanoparticles Polymeric nanoparticles  Nanocrystals

Emulsions Stabllized  SLVs  MLVs Solidlipld  MNanostructure Nanoencapsulates Nanospheres
emulsions nanoparticles  lipld carrler

Figura 2. Classificagdo de nanosistemas de entregas. Nanodelivery systems:
Nanosistemas de entrega; Liquid: Liquido; Nanopolymersomes: Nanopolimeros;
Nanoemulsions: Nanoemulsfes; Emulsions: Emulsdes; Stabilized emulsions:
Emulsdes estabilizadas; Nanoliposomes: Nanolipossomas; SLVs: Vesiculas lamelares
unicas, MLVs: Vesiculas grandes multilamelares; Lipid nanoparticles: Nanoparticulas
lipidicas; Solid lipid nanoparticles: Nanoparticulas lipidicas sélidas; Nanostructure
lipid carrier: Transportador lipidico nanoestruturado; Polymeric nanoparticles:
Nanoparticulas poliméricas; Nanoencapsulates: Nanoencapsulados; Nanospheres:
Nanoesferas; Nanocrystais: Nanocristais. Fonte: BOREL & SABLIOV (2014).

Algumas substancias como as vitaminas, antioxidantes, probioticos,
prebioticos, péptidos, proteinas, carotendides, acidos graxos e outros (os quais
podem ser consumidos individualmente) s&o incorporados em sistemas
convencionais de entrega (Quadro 1). No entanto, dependendo do sistema que

€ utilizado, estas moléculas podem sofrer degradacao e apresentar baixa
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disponibilidade (DASGUPTA et al., 2015; CUSHEN et al., 2012; HANDFORD et
al., 2015; DURAN & MARCATO, 2013).

Quadro 1. Substancias e formas convencionais utilizadas de entrega. (Mudar no
sumario

Substancias Formas de entrega
Acidos graxos w-3 e estruturados Alimentos (so6lido, semi-solido);
lipidicos; Bebidas (reconstituiveis em
Probioticos; po e liquido);
Prebioticos; Suplementos alimentar dietéticos (po,
Fitoquimicos e extratos vegetais; comprimido, capsula).

Fibras e carboidratos;
Carotendides e antioxidantes;
Aminoacidos, peptideos e proteinas;
Vitaminas;

Minerais.

Fonte: AUGUSTIN & SANGUANSRI (2015).

Diante deste contexto, a nanociéncia de alimentos investiga novas
formas de entrega capazes de incorporar estes ingredientes oriundos de
matrizes alimentares os quais possam ser completamente absorvidos, sem que
haja degradagdo dos mesmos (DASGUPTA et al., 2015; NEETHIRAJAN &
JAYAS, 2011).

Com isso, a nanotecnologia de alimentos é focada no desenvolvimento
de nanosistemas de entrega de nutrientes ou outros ingredientes alimentares,
nanoencapsulacdo de compostos bioativos, formulacdo de nanoemulsdes para
solubilizar ingredientes lipofilicos (exemplo os carotendides, fitoesterois e
antioxidantes em agua), embalagens inovadoras de alimentos, liberagéo
controlada de nutrientes e outros (DASGUPTA et al., 2015; NEETHIRAJAN &
JAYAS, 2011; DURAN & MARCATO, 2013; CHELLARAM et al., 2014).

As vantagens da nanotecnologia para produgdo de novos produtos

alimentares sao para diferentes fins;

v' Proteger contra a degradagdo de compostos bioativos durante a

fabricacao, distribuicdo e armazenamento, melhorando a sua estabilidade;
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v' Aumentar a biodisponibilidade de ingredientes fracamente solluveis em
agua (por exemplo, as vitaminas hidrofobicas), melhorando assim seu
valor nutricional;

v" Melhorar a atividade biolégica de nutrientes e sua capacidade de ser
transferidos através das membranas intestinais e no sangue;

v' Aumentar a vida de prateleira de alimentos, protegendo-o de
oxidacgao;

v' Controlar a entrega de nutrientes contribuindo assim para a saude
humana, entre outros (DASGUPTA et al., 2015; NEETHIRAJAN & JAYAS,
2011; CUSHEN et al, 2012; BIGLIARDI & GALATI, 2013;
MIHINDUKULASURIYA & LIM, 2014).

O uso de nanoemulsbes é um exemplo de como a nanotecnologia
pode ser aplicada a um processo ja existente dentro da industria de alimentos
(CUSHEN et al., 2012). As empresas Nestlé, Unilever e outras, ja estdo
desenvolvendo produtos alimenticios com nanotecnologia, estas ja vém
utilizando nanoemulsdes e nanoparticulas para o desenvolvimento de produtos
alimentares. Um exemplo sao os sorvetes produzidos a partir de nanoemulsoes
(NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011).

A medida que o tamanho das goticulas de 6leo numa emulsdo é
reduzido, mais dificil € a separagdo do o6leo da emulsdo. Logo, a
nanotecnologia pode também desempenhar um papel fundamental no controle
do tamanho de certas estruturas presente nos alimentos, uma vez que o
tamanho pode interferir na funcionalidade destes (NEETHIRAJAN & JAYAS,
2011; CUSHEN et al., 2012).

O controle do tamanho das estruturas presentes nos alimentos para
nanoescala originam particulas com uma area de superficie maior. Estas
particulas menores melhoram a dispersdo, distribuicdo e a estabilidade.
Emulsdes multiplas (A/O/A)  Agua/Oleo/Agua conseguem  distribuir

uniformemente moléculas lipidicas para obtencéo de textura, sabor e proprie-
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dades sensoriais desejaveis ao consumidor (NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011).

Em termos gerais, as atividades de investigacdo sobre as aplicagdes
da nanotecnologia no setor de alimentos incluem; melhoria do sabor, cor,
textura, consisténcia, aumento da absor¢ao e biodisponibilidade de nutrientes e
compostos bioativos, melhoria da qualidade, prazo de validade, seguranga dos
produtos alimentares, propriedades antimicrobianas, monitoramento da
condicdo dos alimentos durante o transporte e armazenamento, liquidos em
nanoescala com estruturas auto-organizadas que permitem a penetragcdo de
componentes saudaveis (tais como; vitaminas, minerais e fitoquimicos) que séo
insoluveis em agua ou em gorduras, antioxidantes, espessantes e outros
aditivos alimentares (GREINER, 2009; DUVALL, 2012; CHAUDHRY &
CASTLE, 2011).

O Projeto de inventario de Nanotecnologias Emergentes
'‘Nanotecnologia baseada em Produtos de Consumo’, atualmente no mercado,
identifica varios produtos que afirmam utilizar aditivos alimentares em
nanoescala ou componentes em nanoescala. A Food and Drug Administration
(FDA) vem analisando como se devem regular esses nanomateriais (DUVALL,
2012).

A FDA tem significativa autoridade legal para regulamentar e controlar
aditivos alimentares na escala nanométrica no ambiente norte americano. De
acordo com a Lei Federal Norte Americana de Alimentos, Medicamentos e
Cosméticos (FFDCA), os fabricantes de novos aditivos alimentares devem
obter a aprovacao da FDA para a comercializagdo. Os nanomateriais artificiais
com multiplas fungbes devem passar por processos de caracterizagdo a partir
de orientagdes previamente estabelecidas pela FDA, haja vista que muitos
nanoalimentos sao claramente definidos como "aditivo alimentar" (DUVALL,
2012).
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No regulamento de novos alimentos do Parlamento Europeu e do
Conselho da Unidao Europeia CE n.° 258/97, alimentos considerados novos
devem ser submetidos a uma avaliagdo de seguranga antes de serem
colocados no mercado (CUSHEN et al., 2012; FREWER et al., 2014). Os atuais
marcos regulatorios ja estdo sendo aplicados na Unido Européia, Estados
Unidos e Australia (CHAUDHRY & CASTLE, 2011).

Na Alemanha a nanotecnologia ja é usada em alimentos e suplementos
alimentares para produzir nano cha verde, melhorar a biodisponibilidade do
selénio a partir das folhas de "canola", 6leo de cozinha com fitoesterdis

nanoencapsulados, nanovitaminas e coenzimas (COLES & FREWER, 2013).
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Para Anton & Vandamme (2009) nanoemulsdes consistem numa
dispersao de liquidos imisciveis, em que um dos liquidos € disperso no outro
sob a forma nanométrica dimensionado em goticulas compreendidas de 20 a
300 nm, os mesmos autores em uma publicacdo mais recente descrevem estes
sistemas como pequenas goticulas de emulsdo, comumente goticulas de oleo
em agua (O/A), apresentando tamanhos inferiores ~ 300 nm (ANTON &
VANDAMME, 2011).

McClements (2012a) descreve o conceito de nanoemulsdo (O/A) como
uma dispersao termodinamicamente instavel consistindo de dois liquidos
imisciveis, com um dos liquidos sendo disperso em pequenas gotas esféricas
(r<100 nm) em outro liquido. Ja para os pesquisadores Solans et al., (2005)
nanoemulsdes sdo emulsdes as quais apresentam o tamanho das goticulas de
O0leo numa escala nanomeétrica compreendida de 20 a 200 nm e tipicamente

sao referidas na literatura como miniemulsoes.

Em relacdo as propriedades sensoriais, as nanoemulsdes geralmente
apresentam aspecto transparente variando para um tom azulado, permitem o
espalhamento ou dispersao da luz (efeito Tyndall) e podem ser diluidas com
agua sem alterar a distribuicdo de tamanho das gotas. Por meio do movimento
Browniano evita a sedimentacdo ou formagdo de creme (cremeacio)
proporcionando assim um aumento da estabilidade fisica (FERNANDEZ et al.,
2004).

Dependendo do método de producdo de uma nanoemulsao, diferentes
distribuicbes de tamanho de goticulas podem ser alcangadas (FERNANDEZ et
al., 2004). As nanoemulsdes podem ser formadas a partir de baixa ou alta
demanda energética (SOLANS & SOLE, 2012). Na literatura cientifica é
possivel encontrar diferentes métodos os quais sdo utilizados atualmente no
desenvolvimento de uma nanoemuls&o, entre os métodos classificados de

baixa energia destacam-se: Emulsificacdo Esponténea (Spontaneous
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Emulsification), Temperatura de Inversdo de Fase — TIF (Phase Inversion
Temperature — PIT) e Ponto de Invers&o da Emuls&o (Emulsion Inversion Point
- EIP) (Figura 3) (FERNANDEZ et al., 2004; SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007,
ANTON & VANDAMME, 2009; MCCLEMENTS, 2012a).

Qil phase: o = \ SR L -
il + Water- v 3 o of s <
s ls = i e = = = - adg
soluble Surfactant . B S5 » 25 » e 3%
." Wbt g risy
. wous phase: ."". “ 5 e
.‘lquunll.s phase | A o S cR
Warer —a B -
Spontaneous Emulsification
Cool
%
e - - -
i i
3 m
i Bicontinuous e '
Emulsion = ' Emulsion W Biconiinuous Sysem ~ O/W
Phase Inversion Temperature Emulsion Inversion Point

Figura 3. Métodos utilizados na produgcdo de nanoemulsdes de
baixa demanda energética. Oil phase: Fase oleosa; QOil: Oleo;
Water: Agua; Soluble Surfactant: Surfactante solivel; Aqueous
phase: Fase aquosa; Spontaneous Emulsification:
Emulsificacdo Espontanea; Cool: Frio; Emulsion W/O: Emulsao
agua em Oleo; Bicontinuous: Bicontinua; Emulsion O/W:
Emulsdo o6leo em agua; Phase Inversion Temperatura:
Temperatura de Inversao de Fase; Emulsion Inversion Point:
Ponto de Inversdo da Emulsio. Fonte: Adaptado de McClements,
(2012a).

A Emulsificagdo Espontanea consiste no resultado de uma mistura de
dois ou mais liquido-componentes (fase aquosa pura e uma fase oleosa
composta por uma mistura de Oleo e agente tensioativo) a temperatura
ambiente com agitacdo leve (SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007). Os liquidos
inicialmente sao termodinamicamente estaveis, no entanto, quando sao

misturados passam a um estado de nao equilibrio, resultando em um aumento
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da area interfacial, favorecendo assim a um estado metaestavel. Para obtencao
das goticulas nanométricas por meio deste método € importante levar em
consideragao as condigdes experimentais no que diz respeito a proporgao de
O0leo e inclusdo de componentes adicionais (como exemplo, surfactantes,
polimeros, macromoléculas e farmacos) (ANTON & VANDAMME, 2009;
SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007).

O método conhecido como Temperatura de Inversdo de Fase foi
elaborado e descrito pelos pesquisadores Shinoda & Saito em 1969, onde os
mesmos em uma publicacdo no periodico Journal of Colloid and Interface
Science, descrevem o método pela primeira vez. Neste método é possivel
forcar uma transicdo a partir de uma emulsdo agua/dleo (A/O) a baixas

temperaturas para 6leo/agua (O/A) a temperaturas mais elevadas.

O sistema atravessa um ponto zero e tensao superficial minima,
promovendo a formagéo de goticulas de oleo finamente dispersas. Em vez da
temperatura, outros parametros podem ser considerados também, tais como;
concentragdo do sal (eletrdlito) e pH (FERNANDEZ et al., 2004). Acima da
temperatura de inversao de fase, o surfactante é totalmente solubilizado no
Oleo e, assim, a mistura sofre uma inverséo de fase (ANTON & VANDAMME,
2009).

Ponto de Inversdo da Emulsdo — EIP, neste método € adicionado
sucessivamente agua em Oleo, permitindo que uma transigdo no raio de
curvatura do surfactante seja obtida, as gotas de agua ficam distribuidas numa
fase de Oleo continua. O aumento da fragcdo/volume de agua muda
espontaneamente a curvatura do tensioativo e estabiliza inicialmente uma
emulsdo A/O e no locus da inversdo para uma emulsdo O/A. Este processo é
bem comum quando se trabalha com surfactantes de cadeia curta que formam
flexiveis monocamadas na interface O6leo/agua, o que resulta em uma

microemuls&o bicontinua no ponto de inversdo (FERNANDEZ et al., 2004).
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Ja os métodos classificados de alta energia baseiam-se na utilizagao
de dispositivos ou equipamentos mecanicos, capazes de fornecer energia
suficiente para reduzir a tensao interfacial entre o éleo e agua, possibilitando
assim a geragdo de goticulas de Oleo submicrénicas ou nanométricas.
Atualmente, os equipamentos disponiveis os quais sdo utilizados para estes
processos destacam-se os homogeneizadores de alta pressao, dispositivos
ultra-sénicos, etc. (GHOSH et al., 2013a; ANTON & VANDAMME, 2011).

A entrada de alta energia favorece a quebra das gotas em tamanho
menores, desde que a pressao de Laplace (P= 2y/r) seja superada. Além disso,
um aumento no teor de tensoativo (surfactante) na interface reduz a pressao de
Laplace, assim, quanto menor for o tamanho da gota, mais energia e/ou

surfactante sera necessario (GHOSH et al., 2013a).

Conforme McClements (2012a), a contribuicdo da energia livre
interfacial (tensao interfacial - y) tem uma dependéncia mais complexa no
tamanho das goticulas. A medida que o raio das goticulas diminui (a partir de
1000 nm), ha inicialmente um aumento na energia livre interfacial (y). Para uma
nanoemulsédo, a energia de ativagao (AG*) da dispersao coloidal (em goticulas
de agua) é mais elevada do que a energia livre de fases separadas (6leo e
agua), o que significa que uma nanoemulsdo é termodinamicamente instavel

Figura 4.

A altura da barreira de energia determina a estabilidade cinética de
uma nanoemulsao, visto que quanto maior a barreira de energia, mais tempo a
nanoemulsdo persistira estavel. Tipicamente, a barreira de energia deve ser
>20kt para produzir nanoemulsdes com boa estabilidade cinética em longo
prazo. Esta altura pode ser influenciada principalmente por fenémenos fisicos
que impedem as goticulas de entrar em estreita proximidade, tais como; forgas
hidrodinamicas, estérica, eletrostatica e outras interagdes que operam entre as
gotas (MCCLEMENTS, 2012a).
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Nanoemulsion Formation

—1

Nanoemulsion \

Thermodynamically \
Unstable |||

AG |

Separated Phases
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Figura 4. Representacdo esquematica termodindmica
da energia livre de ativagédo (AG*) de um sistema
nanoemulsionado. Nanoemulsion Formation:
Formagéo nanoemulséo; Thermodynamically
unstable: Termodinamicamente instavel; Separated
Phases: Fases separadas; Thermodynamically
Stable: Termodinamicamente  estavel Fonte:
Adaptado de McClements, (2012a).

Ha trés tipos de nanoemulsdes que podem ser formadas de acordo
com a composi¢ao:

v' Nanoemulsées 6leo em agua (O/A). As goticulas de 6leo ficam
dispersas na solugado aquosa (fase continua);

v" Nanoemulsbes agua em O6leo (A/O). As goticulas de agua estéo
dispersas no oleo (neste caso, o 0leo passa a ser a fase continua);

v" Nanoemulsées Bi-continua: Microdominios de o6leo e agua séao
interdispersos dentro do sistema (MISHRA et al., 2014).

A fase aquosa utilizada durante o preparo de uma nanoemulséo,

consiste tipicamente em agua ultra-pura ou destilada, contudo outras fases
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aquosas podem ser utilizadas, tais como; um tampdo ou uma solugio
eletrolitica. Alguns requisitos devem ser levados em consideragédo quanto a
escolha da fase aquosa, tais como: Polaridade, tensao interfacial, indice de
refragdo, reologia, densidade, comportamento de fase, pH e forga ibnica, uma
vez que, a mesma pode influenciar quanto a qualidade, estabilidade e
propriedades fisico-quimicas da nanoemulsao (MCCLEMENTS & RAO, 2011).

A fase oleosa é composta por algum o6leo (vegetal ou mineral), com
adicdo de um tensoativo (agente emulsificante ou surfactante) ou ainda com a
adicdo de um co-tensoativo (OLIVEIRA et al., 2004). Segundo a legislagéo
vigente de aditivos alimentares, portaria de n° 540 de 1997 da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (Brasil, 2015), tensoativo,
surfactante ou emulsificante € uma substancia que torna possivel a formacao

ou a manuten¢ao de uma mistura uniforme de duas ou mais fases imisciveis.

Os tensoativos sao utilizados para manter uma dispersao uniforme de
um liquido em outro, pois contribui para diminuir a tensao interfacial entre a
fase aquosa e a oleosa. Apos a homogeneizagao, a presenga de uma camada
de moléculas de tensoativos melhora a estabilidade em longo prazo das gotas
de dleo através das interagdes repulsivas entre elas (repulsao estérica e/ou
eletrostatica). As moléculas de tensoativos ndo adsorvidas podem permanecer
como mondmeros ou micelas na fase aquosa, porém isso depende da
concentragdo total do tensoativo utilizado (RAO & MCCLEMENTS, 2012;
DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; OLIVEIRA et al., 2004).

E conveniente classificar as moléculas de tensoativos de acordo com
as suas caracteristicas elétricas em: i6nico, nao idnico e zwitteribnico ou
anfotero (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; RAO & MCCLEMENTS,
2012; MCCLEMENTS & RAO, 2011).
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v' Tensoativos I6nicos: Por apresentar carga na molécula séo classificados
em tensoativos catibnicos e tensoativos anibnicos. Os grupos nao
carregados interagem com as goticulas de éleo, enquanto que os grupos
finais carregados interagem com a fase aquosa. Exemplos: brometo de
cetil trimetil amoénio (catidnico), dodecil sulfato de sodio (anidnico).

v' Tensoativos Nao iénicos: Sao amplamente utilizados para formacao de
nanoemulsdes devido a sua baixa toxicidade e capacidade de formar
facilmente nanoemulsdes. Tensoativos ndo idnicos n&do possuem carga
na molécula. A maioria dos tensoativos de grau alimenticio sdo nao
idbnicos. O grupo lipofilico é composto geralmente pelos acidos graxos
estearico, palmitico, oléico ou linoléico, ou pela combinagdo destes
acidos graxos. Ja o grupo final hidrofilico € geralmente composto por
grupos hidroxil ou carboxil, ou ainda por uma substancia hidrossoluvel,

por exemplo, cadeia polimérica hidrossoluvel.

v' Tensoativos Zwitteribnicos ou Anfoteros: Apresentam dois ou mais
grupos ionizaveis de carga oposta na mesma molécula. Dependendo do
pH da solugdo, eles podem apresentar carga negativa, positiva ou
neutra (MCCLEMENTS & RAO, 2011).

O cremophor EL (polietileno glicol [PEG] 6leo de ricino-35) € um
expemplo de tensoativo ndo ibnico que tem a capacidade de aumentar a
permeabilidade e absor¢cdo de medicamentos (Date et al., 2010) outros
exemplos de tensoativos n&o idnicos incluem os polioxietileno ou ésteres, tais
como; mono-oleato de sorbitano - Span 80 e Mono-oleato de polioxietileno
sorbitano — Tween 80 (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; RAO &
MCCLEMENTS, 2012). Os fosfolipidios € um exemplo notavel de tensoativos
zwitteribnicos e apresenta excelente biocompatibilidade (RAO &
MCCLEMENTS, 2012).

24



CAPITULO lil. Nanoemulsées - Conceitos, Formacio e Aplicacoes

A combinacgao destes, particularmente ibnicos e nao idnicos, pode ser
eficaz para a formacdo de nanoemulsdo (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN,
2011; RAO & MCCLEMENTS, 2012). Os tensoativos podem ser classificados
ainda conforme seu EHL (Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico) numa escala de 0
(maior carater lipofilico) a 20 (maior carater hidrofilico) (DEVARAJAN &
RAVICHANDRAN, 2011; RAO & MCCLEMENTS, 2012; MCCLEMENTS &
RAO, 2011).

O EHL leva em conta a contribuigéo relativa dos fragmentos hidrofilicos
e hidrofébicos presentes na molécula do surfactante (EHL = 7 + X hidrofilicos -
¥ hidrofébicos). Tensoativos que apresentam valores baixos de EHL de 3 a 7
favorece para a formacdo de nanoemulsbées do tipo A/O, ao passo que
tensoativos com elevado valor de EHL, entre 8 a 20 s&o indicados para
formagdo de nanoemulsdes do tipo O/A (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN,
2011; RAO & MCCLEMENTS, 2012). Na Tabela 1 constam as principais
caracteristicas de alguns principais tensoativos utilizados para a produgao de

nanoemulsoes.

Quanto a instabilidade de uma nanoemulsdo pode ocorrer devido a
alguns fatores principais, incluindo; floculagdo, coalescéncia e maturagcéo de
Ostwald. Entre estes, o amadurecimento de Ostwald € o principal mecanismo
de instabilidade, pois é o resultado do surgimento do fenbmeno no qual gotas

maiores tendem a crescer a partir de gotas menores (MISHRA et al., 2014).

Em relacdo as aplicagbes, as nanoemulsdes podem ser utilizadas
como veiculo de entrega por meio de varias rotas sistémicas parenterais (ou
injetavel), entrega de agentes antimicrobianos, solubilizacdo de pesticidas
insoluveis em agua, pode ser utilizada também como veiculo em produtos
cosméticos para a pele (GHOSH et al., 2013a; SOLANS et al., 2005). Substituir
lipossomas ou vesiculas carreadoras de compostos lipofilicos (BARRY, 2001;
TADROS et al, 2004) administragdo de gorduras, hidratos de carbono,
vitaminas, entrega de vacinas ou como transportadores de genes (SOLANS et
al., 2005).
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Tabela 1. Caracteristicas de alguns principais agentes tensoativos utilizados para
produgao de nanoemulsoes.

Nome Quimico Nome Comercial EHL* Classificagdo Foérmula
Molecular

Monolaurato de sorbitano Span 20® 8,6 N3ao ibnico C1sH3406

Monopalmitato de sorbitano Span 40® 6,7 N&o ibnico CyoH4206

Monoestearato de sorbitano Span 60® 4.7 Nao idénico Co4H4606

Triestearato de sorbitano Span 65® 2,1 Nao idénico CeoH1140s

Mono-oleato de sorbitano Span 80® 4,3 Nao ibnico Co4H4406

etoxilado

Sesquioleato de sorbitano Span 83® 3,7 Nao ibnico CesH126016

Trioleato de sorbitano Span 85® 1,8 Nao ibnico CeoH10803

Sorbitano isoestearato Span 120® 4,7 Nao ibnico Co4H4606

Polissorbato 20 Tween 20® 16,7 Nao ibnico C1gH3406

Monolaurato de Tween 21® 13,3 Nao ibnico Co6H50010

polioxietileno sorbitano

Polissorbato 40 Tween 40® 15,6 Nao ibnico CyoH406.(CoH4O)N

Polissorbato 60 Tween 60® 14,9 Nao ibnico CesH 126026

Polissorbato 61 Tween 61® 9,6 Nao ibnico Co4H4606.(CoH4O)N

Polioxietileno sorbitano Tween 65® 10,5 Nao ibnico C100H194028

triestearato

Mono-oleato de Tween 80® 15,0 Nao ibnico Co4H4406

polioxietileno sorbitano

Mono-oleato de Tween 81® 10,0 Nao ibnico Co4H4406

polioxietileno sorbitano

Trioleato de polioxietileno Tween® 85 11,0 N&o ibnico CeoH1080s.(CoH4O)N

sorbitano

Polietilenoglicol (35) de 6leo  Cremophor® EL ou 14,0 Nao ibnico C47Hg4019

de ricino Kolliphor® ELP

Polietileno glicol 400 DHAYTAN S400 11,6 Nao ibnico Co6H5206

monoestearato

Monoestearato de Myrj 45 ® 11,1 N&o ibnico C34H700g

polioxietileno

Diestearato de etilenoglicol DHAYKOL EGDS 1,0 Nao idnico CssH7404

Sequioleato de sorbitano Arlacel® 3,7 N3ao ibnico CesH126016

Trilaureth-4-fosfato Hostaphat® 14,0 Anibnico Cs4H10504P

Eter laurico de polioxietileno Bryj30® 9,7 Anibnico CsgH118024

Dodecil sulfato de sédio Crodalan AWS 40,0 Anibdnico Ci2HasNaO4S

(SDS)

Dodecil benzeno sulfonato Maranil® 10,6 Anibnico C1gHogNaO3S

de sddio (SDBS)

Brometo de cetil trimetil Cetrimida® 10,0 Catibnico CigH4BrN

amonio (CTAB)

Brometo de dodecil trimetil - -- Catibnico Ci5H34BrN

aménio (DTAB)

Hidrogenado Lecitina Lipoid S75-3® -- Anfétero C5H5CIN2

* EHL: Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico; -- ndo encontrado.
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As nanoemulsbdes tem uma parte interior lipdfilica que é eficaz no
transporte de substancias hidrofébicas no ambiente aquoso. Elas podem
permitir a penetragdo profunda de ingredientes ativos imisciveis em agua, tais
como; antioxidantes, retinol e lipidios; e aumentar a sua concentragao efetiva
nos tecidos alvo (NASIR, 2010).

A industria de alimentos estuda diferentes formas de incorporar
nutrientes em nanoemulsdes para criar novos produtos ou alimentos nutritivos.
Os fabricantes estdo usando nanoemulsdes para produzir alimentos mais
saborosos, com baixa caloria, baixo teor de gordura e ainda tentando melhorar

a vida de prateleira de certos alimentos (NASIR, 2010).

Na industria de alimentos, geralmente é desejavel preparar
nanoemulsdes utilizando oleos comestiveis na forma de triacilglicerois (TAG)
devido ao seu baixo custo, abundancia e atributos funcionais e/ou nutricionais,
por exemplo, sdo utilizados os 6leos de: milho, soja, girassol, cartamo, oliva,
linhaca, algas ou O6leo de peixe. A maioria destes Oleos apresentam
principalmente triacilgliceréis de cadeia longa (TCL), no entanto, os
triacilglicerdis de cadeia média (TCM) como 6leo de babagu também estao
sendo utilizados em algumas aplicagbes alimentares (MCCLEMENTS & RAO,
2011).

Conforme Chiu et al., (2008) os acidos graxos de cadeia longa s&o os
mais encontrados na alimentagdo normal, enquanto que os de cadeia média,
apesar de suas vantagens clinicas, compdem cerca de 3% da constituigdo
lipidica de uma refeicdo. Os acidos graxos dos triacilglicerdis de cadeia média
(TCM) sao absorvidos através da parede intestinal sem ressintese dos
triacilglicerdis nas células intestinais. Sofrem, predominantemente, (-oxidagao
e ndo sdo estocados nas células adiposas. Dessa forma, constituem uma boa
fonte de energia para pacientes com insuficiéncia pancreatica e ma absorgao

lipidica.
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A caracterizacdo de nanoemulsdes deve ser realizada por meio de
técnicas macroscopicas e microscépicas (técnicas de caracterizagao fisica,
quimica e técnicas de imagens) nos quais as mesmas sao avaliadas do ponto
de vista da estabilidade termodinamica e cinética (KLANG et al., 2012; SILVA
etal., 2012).

As técnicas analiticas as quais podem ser utilizadas para a
caracterizacdo de nanoemulsdes fornecem informacbes qualitativas e
quantitativas, incluindo: tamanho, morforlogia, carga de superficie, informagdes
pertinentes as mudangas dependentes do tempo da amostra e etc. (HANKIN et
al., 2011).

Para a escolha adequada destas técnicas, o analista deve levar em
conta a precisao e exatiddo do método, tipo de informacéo e a correlagao e/ou
complementariedade entre elas. Entre os principais métodos utilizados para a

caracterizacdo e ensaios de estabilidade de nanoemulsdes destacam-se:

Dispersao Dinamica da Luz (DLS - Dynamic Light Scattering);

Potencial Zeta C (P2);

Potencial Hidrogenibénico — pH;

Centrifugagao;

Ensaios de estabilidade acelerada: Ciclos de aquecimento em estufa e
resfriamento em refrigerador, estresse térmico;

Microscopia Eletronica de Transmissdo — MET;

E entre outros métodos, caso haja necessidade.

a0~

NS

A distribuicdo do tamanho das goticulas de 6leo numa nanoemulsao
pode ser determinada por qualquer técnica de espalhamento de luz ou de
microscopia eletrénica (Brar & Verma, 2011), no entanto, conforme a norma
internacional ISO 22412 (2008), o DLS tem sido defendido como um dos
melhores métodos para prever uma estimativa do tamanho médio e amplitude

da distribuicdo do tamanho das particulas, incluindo a estabilidade em funcao
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do tempo de armazenamento. E € especialmente empregado para caracterizar
em longo prazo a estabilidade de novas formulagbes (KLANG et al., 2012;
FRYD & MASON, 2012).

O DLS (Dynamic Light Scattering) ou espalhamento dinamico da luz
também conhecido como espectroscopia de correlagao de fétons ou dispersao
de luz quasi-elastica € uma técnica utilizada para a determinagao do perfil de
distribuicdo do tamanho (nm) que pode ser correlacionado em termos de
numero, volume e intensidade (Figura 5), aléem de fornecer ainda o indice de
polidispersidade (PDI) (SILVA et al., 2012).

O DLS mede o movimento Browniano das particulas permitindo o
calculo da média ponderada do raio hidrodinamico (RH) ou do diametro
hidrodinamico (DH) das particulas (com base na teoria do Movimento
Browniano de Stokes-Einstein), proporcionando uma rapida e adequada
avaliagdo do RH ou DH de goticulas de nanoemulsdes, e € muitas vezes
utilizado para avaliar a estabilidade de dispersdes coloidais, proteinas e
polimeros (SILVA et al., 2012; KLANG et al., 2012).

As particulas em suspensao estdo em constante movimento aleatério
(Movimento  Browniano) devido a interagdo com as moléculas
do fluido e/ou suspensdo. De acordo com a teoria do Movimento Browniano de
Stokes-Einstein, é possivel determinar o tamanho do raio hidrodindamico de
uma particula em movimento por meio da equagao abaixo (BRAR & VERMA,
2011):

D =ky,T /6mnr
Onde:

D = Constante de difusao;

k, = Constante de Boltzmann (1,3806503x 102 J/K);
T = Temperatura absoluta em Kelvin (K)

m=3,1415

n = Viscosidade

r = Raio da particula esférica
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Figura 5. Mensuragéao da distribuicdo do tamanho (nm)
das particulas em DLS: (A) numero, distribuicao
monomodal; (B) volume, particulas bimodais e (C)
intensidade, distribuicdo bimodal. Fonte: Adaptagcédo de
BALL, (2015).

O principio da técnica de dispersao de luz pode ser dividido ainda em
trés dominios baseados em um parametro adimensional do tamanho, definido
conforme equagéo:

a= 1TDPI A
Onde:

mwDp = Circunferéncia de uma particula;
A = Comprimento de onda da radiagao incidente.

Com base no valor de a, estes dominios sdo os seguintes:

a « 1: Espalhamento Rayleigh (particulas pequenas em comparagdo com
comprimento de onda da luz);
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a = 1: Espalhamento Rayleigh (particulas do mesmo tamanho em comparagéo
com comprimento de onda da luz);

a » 1: Dispersao geométrica (particulas maiores em comparagdo com
comprimento de onda da luz).

Nesse contexto, o DLS é uma técnica n&o invasiva utilizada
rotineiramente para a analise de particulas dispersas em solugdes coloidais
(BRAR & VERMA, 2011). As medi¢cdes sao realizadas em um
espectrofotdmetro de dispersao de luz dindmica (conhecido no mercado como
Zetasizer), que utiliza um laser de hélio ou néon com comprimento de onda de
632 nm, angulo de 90°, comumente as medigbes sdo realizadas a 25 °C. O
processamento de dados € realizado em um computador acoplado ao
instrumento (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; BHOSALE et al., 2014;
MISHRA et al., 2014; SILVA et al., 2012).

As amostras devem ser diluidas antes da medicdo em DLS, isso se faz
necessario para garantir a transparéncia suficiente da amostra, para assim,
facilitar uma determinacdo mais precisa do tamanho das goticulas (KLANG et
al., 2012; ANTON & VANDAMME, 2011). No caso de nanoemulsdes, tal
diluicdo ndo exerce influéncia sobre a distribuicdo de tamanho das goticulas
(ANTON & VANDAMME, 2011).

O DLS apresenta certas limitagdes, € restrito a baixas concentracbes
de particulas; é sensivel a presenca de agregados (geralmente oriundos de
agentes tensoativos, vesiculas lipossomicas ou estruturas lamelares); a forma
das nanoparticulas € analisada do ponto de vista como uma esfera para o
calculo do raio hidrodinamico o que nem sempre € o caso, dessa forma, os
resultados podem n&o ser totalmente representativos (KLANG et al., 2012;
BRAR & VERMA, 2011).
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O potencial zeta ¢ (PZ) é um termo cientifico para o potencial
eletrocinético de sistemas coloidais que tem um efeito importante sobre varias
propriedades em nanosistemas de entrega. Este termo, expressa a diferenca
de potencial entre o meio de dispersao e a fase estacionaria do fluido ligado a
particula dispersa. Assim, o potencial zeta pode ser definido como um valor
eletrocinético ou potencial elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamento
associado a magnitude da carga superficial, sua unidade € o milivolt (mV)
Figura 6 (HONARY & ZAHIR, 2013; SILVA et al.,, 2012; KASZUBA et al.,
2010).

As técnicas convencionais para medigdo do potencial zeta em uma
dispersao é realizada por meio da aplicagdo de um campo elétrico em toda a
dispersdo. As particulas carregadas (+) e (-) dentro da dispersdo, migram para
o eletrodo de carga oposta com uma velocidade proporcional a magnitude do
potencial zeta. Sua velocidade é medida pela técnica Laser Doppler e é
expressa como mobilidade eletroforética (u) em m?V.s. (HONARY & ZAHIR,
2013; KASZUBA et al., 2010).

Existem algumas técnicas experimentais, as quais sao usadas: A
microeletroforese adequada para caracterizar amostras com boa mobilidade
eletroforética (u), e o espalhamento de luz eletroforética, indicado para medir a
mobilidade eletroforética (u) de particulas numa dispersao e/ou solugao, esta
mobilidade é convertida em PZ usando a teoria de Smoluchowski ou Huckel. E
indicado ainda para amostras que apresentam baixa mobilidade (u) e para
amostras que sao dificeis a mensuracdo do PZ por meio das técnicas
convencionais. Ambos os métodos, em alguns casos, requerem a diluicdo da
amostra. A ultima técnica pode ser usada também para caracterizar particulas
muito pequenas (geralmente entre 0,3 nm a 10 ym) (HONARY & ZAHIR, 2013;
KASZUBA et al., 2010).
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Figura 6. Representagéo esquematica do Potencial Zeta de um coldide. (A) Coldide
negativo e sua atmosfera carregada positivamente (B) Medigdo do potencial zeta no
plano hidrodindmico de cisalhamento. A camada difusa pode ser vista como uma
atmosfera carregada em torno do coléide ou particula. Fonte: Adaptacao de Kaszuba
et al., (2010); Zeta-Meter Inc (2015).

O valor do potencial zeta pode ser relacionado com a estabilidade de
dispersdes coloidais, indicando o grau de repulsao entre particulas adjacentes.
Para moléculas e particulas, um elevado potencial zeta no sentido positivo
(superior a +30 mV) e potenciais inferiores a -30 mV conferira estabilidade, ou
seja, a solugado ou a disperséo ira resistir a agregacao. Ja quando o potencial
zeta é inferior a +30 mV e superior a -30 mV, a atracdo excede a repulséo e a

dispersao tem mais chances de flocular (SILVA et al., 2012).

Praticamente, o potencial zeta ¢ € a melhor representagcdo das
caracteristicas elétricas de uma gota, porque inerentemente contribui para a
adsorcao de contra-ions. Instrumentos analiticos baseados em eletroforese de
particulas e eletroacustica s&o amplamente utilizados para medir o potential
de goticulas em nanoemulsées (HONARY & ZAHIR, 2013). O potencial zeta
também pode ser influenciado por alguns fatores, tais como; agentes
tensoativos, concentragao eletrolitica (forga idnica), morfologia da particula,

tamanho, pH da solugéo e estado de hidratagcédo (SILVA et al., 2012).
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O potencial hidrogeniénico (pH) de uma nanoemulsdo pode ser medido
diretamente por meio de um pHmetro (JAISWAL et al., 2014). A caracterizag&o
deste parametro é importante, uma vez que, pode ter relagdo sobre o potencial
zeta a partir de dados relacionados ao ponto isoelétrico (HONARY & ZAHIR,
2013).

Para He et al., (2011) a medi¢do do pH de uma nanoemulsdo também
exerce influéncia em relacdo ao indice de polidispersividade (PDI), em seu
estudo eles observaram que quando as nanoemulsdes apresentavam valores
de pH de 07 a 10, o PDI foi inferior a 0,3, indicando assim uma boa
monodispersividade das nanoemulsdes. Os autores ressaltam ainda que o pH

exerce uma grande influéncia para a estabilidade de nanoemulsbes.

Para verificar possiveis sinais de coalescéncia e/ou separagdes de
fases em nanoemulsdes, € comum a utilizacdo de técnicas envolvendo a
centrifugagdo com velocidades de rotacdo conforme a necessidade
(MCCLEMENTS & RAO, 2011). A coalescéncia das goticulas de oleos ocorre
devido a tensao superficial e as atragcdes intermoleculares, isso pode ser

reduzido com a adigdo adequada de tensoativos (MISHRA et al., 2014).

Ja de acordo com Jaiswal et al., (2014) uma separagao de fase ocorre
devido alguns fatores: Adicdo de um tensoativo de natureza oposta,
decomposigao ou precipitagcao do tensoativo, adigdo de algum solvente na fase
oleosa ou aquosa, o qual em uma destas fases ndo € miscivel, temperatura

elevada, presenga de micro-organismos, entre outros.

Nos estudos de estabilidade termodindmica para nanoemulsdes, as
mesmas, devem ser centrifugadas, a priore a baixas rotagdes, geralmente a
3500 rpm e observadas se apresentam algum sinal de separagao de fase. As
que nao apresentam qualquer separagao de fase devem ser submetidas para
outros testes de estabilidade, tais como; estresse térmico ou ciclo de

congelamento e descongelamento (MISHRA et al., 2014).
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A estabilidade fisica de nanoemulsdes deve ser avaliada em condigdes
de armazenamento diferentes (geralmente a 4°, 25° e 40 °C) durante 03, 06, 09
ou 12 meses. Nanoemulsdes recém-formuladas devem ser submetidas a varias
condicdes de estresse por um determinado periodo e a distribuigdo de tamanho
das goticulas durante esse tempo deve ser avaliada. Estas condigdes incluem
no submetimento das nanoemulsées a ciclos de: Congelamento (-21°C) e
descongelamento (25 °C), resfriamento (4°C) e aquecimento (45°C) mantidas
nas mesmas condigbes de trabalho no laboratério (DEVARAJAN &
RAVICHANDRAN, 2011; MISHRA et al., 2014).

O Microscopio Eletrénico de Transmissdo - MET é uma ferramenta
essencial para a caracterizagdo de sistemas de distribuicdo de drogas e/ou
farmaco de natureza cada vez mais complexa. E possivel obter informacdes
sobre a morfologia dos seguintes sistemas; Nanoemulsdes, lipossomas,
nanoparticulas lipidicas, microemulsdes, cristais liquidos e outros (KLANG et
al., 2013).

No contexto com nanoemulsbes, as aplicagbes do MET além da
observagdo da morfologia e tamanho das goticulas, a técnica permite ainda
uma observagado mais minuciosa de possiveis fendbmenos de desestabilizagao,
tais como; coalescéncia, amadurecimento de Ostwald, monitorizacdo de
transicdes de fase, presenca de agregados, goticulas maiores ou cristais de
farmacos nao dissolvidos. O MET constitui um método util para examinar a
estrutura de nanoemulsbes, pois é possivel observar a moforlogia de
particulas, indicando a presenga de goticulas em tamanho na escala
nanomeétrica (KLANG et al., 2012; SILVA et al., 2012).

As observagdes sado realizadas a partir de uma gota da nanoemulsao
que é depositada diretamente sobre uma tela revestida de um filme orgéanico
(polimero), geralmente Formvar (polivinil formol) e contrastada com acetato de
uranila (C4HsOsU) ou outro agente de constrate (BHOSALE et al., 2014).
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As informagdes que sdo transmitidas sdo frequentemente limitadas a
uma area muito restrita da nanoemulsao, onde na area investigada as goticulas
de 6leo podem aparecer intactas. Neste caso, nenhuma informacgao € obtida
quanto a polidispersividade ou a presencga de adicionais estruturas dentro da
amostra (KLANG et al., 2012).

A natureza do 6leo ndo é decisiva para a qualidade das imagens MET
de nanoemulsdes, porém € importante a eficacia do tensoativo utilizado para
estabilizar as goticulas de 6leo e uma coloragdo adequada para obtencao de
um contraste favoravel, logo, o tipo e quantidade de solugéo de coloragao entre
outros parametros, devem ser otimizados antes da respectiva analise (KLANG
et al., 2012).

O MET pode ser utilizado para comparar o diametro hidrodinamico
(DH) determinado pela técnica DLS e a obtencdo de uma imagem geral da
estrutura das goticulas presentes numa nanoemulséo (Silva et al., 2012), pois é
frequentemente usado para obtencdo de imagens referente a morfologia e
estrutura de superficie de um dado material, nanomaterial ou um farmaco e
pode ser combinado com sistemas eletrénicos de varredura e microscopia de
forga atdbmica — MFA (KUNTSCHEA et al., 2011; FRYD & MASON, 2012).

Microscopios eletrénicos de transmissao sdo instrumentos analogos
aos convencionais microscopios opticos. No MET, a amostra € iluminada por
um feixe de elétrons. Os elétrons sao liberados a partir do aquecimento de um
catodo, neste caso de Tungsténio (W) e sdo acelerados devido a uma
diferenca de potencial com um anodo, possuem um comprimento de onda (A)
controlado através da variagdo dos campos magnéticos de fluxo variaveis,
produzidos por lentes eletromagnéticas (KLANG et al., 2012; KUNTSCHEA et
al., 2011; KLANG et al., 2013).
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Na parte superior do microscépio Figura 7, ha uma coluna ou canhao
de elétrons, comumente equipado com um filamento de Tungsténio (W) e um
sistema de lentes eletromagnéticas ou bobinas que disparam uniformemente
feixe de elétrons sobre a amostra contida numa tela fluorescente, o feixe de
elétrons carrega informagdes sobre a estrutura, com essas informagdes, séo
geradas as "imagens" (KLANG et al., 2012; KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG
etal., 2013).

Filamento de Tungsténio

Feixe de Elétrons

Detector de Elétrons

Figura 7. Microscépio Eletrénico de Transmissdo — MET Fonte: Laboratério de
Microscopia do Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia —
UnB.

Em MET a resolugdo (A) consiste em 3A e é diretamente proporcional
a voltagem de aceleracéo dos elétrons, a faixa de tensao de aceleracéo (kV) é
de 50 a 1000 kV e a faixa util de aumento é compreendida de 1000 a 30000.
Investigacdes MET de sistemas coloidais e sistemas veiculares de farmacos,
voltagens entre 80 e 200 kV sao geralmente empregadas. Com um aumento da
voltagem, o feixe de elétrons possui maior poder de penetragdo e forma
imagens com maior profundidade de campo (Profundidade de foco com 1000
X) (KLANG et al., 2012; KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG et al., 2013).
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A alta resolucédo é obtida devido ao comprimento de onda dos elétrons,
cerca de 100.000 vezes menor do que os fotons de luz visivel gerando assim
uma melhor resolugdo e obtencdo de imagens abaixo de 10 um, com isso
pequenas estruturas e detalhes podem ser visualizados (KLANG et al., 2012;
KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG et al., 2013).

A preparacédo da amostra para o MET deve ser feita cuidadosamente
para assim facilitar a obtengdo da imagem real da morfologia, dessa forma,
dependendo do tipo de material os procedimentos iniciais geralmente
consistem em diluigdo da amostra, adicdo de um agente de constrate e
secagem (KUNTSCHEA et al., 2011).

Apos a diluicdo, uma quantidade da amostra é colocada numa tela
apropriada para o MET, estas telas sdo de tamanho definido, formato
arredondado e podem ser de Niquel (Ni), Cobre (Cu) e Ouro (Au), essas séo
fixadas com glutaraldeido (pentan-1,5-dial CsHgO, ) ou 6xido de ésmio (VIII)
OsOy4, e coradas com um agente de constraste a base de Uranio (U), Chumbo
(Pb) ou Osmio (Os). Esses agentes de constraste consistem numa solugéo
contendo sais dos respectivos metais mencionados anteriormente, os quais
interagem fortemente com os elétrons e sédo frequentemente usados para
melhorar a contrastacédo (KUNTSCHEA et al., 2011).

Como exemplos desses agentes de constrate tém-se o acetato de
uranila (C4HeOgU), citrato de chumbo (C12H10014Pb3) e tetréxido de osmio
(VIIl). No entanto, na escolha e ao manusear estes agentes, algumas
informacgdes a respeito destes devem ser levadas em condideragao (Tabela 2)
(KUNTSCHEA et al., 2011).

A etapa de processamento ou contrastagcado consiste em aumentar as
diferencas entre estruturas elétron-lucidas e elétron-densas, fazendo com que
a imagem ganhe contraste, dessa forma o contraste da imagem em MET é

obtido pela interagc&o dos elétrons com o material. Os agentes de contraste
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aléem de fixadores atuam como “corantes eletrdnicos”, pois 0s mesmos sao
capazes de absorver elétrons ou dispersar parte do feixe de elétrons
(KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG et al., 2012).

Tabela 2. Informacgbes peculiares dos principais agentes de constrate usados em
microscopia eletrénica de transmissao.

Agente de constrate:

Acetato de uranila

Grupo: Organico
Solubilidade em HO: 92 g/L
Dose Letal Oral/Ratos: | 400 mg/Kg

Coloragao:

Componentes celulares, especialmente acidos nucléicos e outros materiais.

Tipo de constratagéo

Negativa® e Positiva®

Incompatibilidade:

Materiais fortemente oxidantes.

Riscos Especificos:

Toxico, Substancia Radioativa

Agente de constrate:

Citrato de chumbo

Grupo:

Organico

Solubilidade em H,0:

Soluvel em agua g/L

Dose Letal Oral/Ratos:

Coloragao:

Componentes celulares

Tipo de constratagao:

Negativa® e Positiva®

Incompatibilidade:

Acidos e materiais oxidantes

Riscos Especificos:

Substéancia carcinogénica, mutagénica, teratogénica.

Agente de constrate:

Tetroxido de 6smio (Vi)

Grupo: Inorgéanico
Solubilidade em H20: 5,79 /100g g/L
Dose Letal Oral/Ratos: | 162 mg/Kg

Coloragao:

Lipidios especificamente acidos graxos insaturados, fosfolipidios constituintes
da membrana citoplasmaticas, cérnea humana, copolimeros, materiais
inorganicos.

Incompatibilidade:

Acido cloridrico e materiais organicos que se oxidam facilmente.

Riscos Especificos:

Toxico

# Coloragdo negativa ocorre quando os metais utilizados presentes nos corantes séo depositados em volta
da espécimen ou nanoparticula. ®Na coloracdo positiva o metal deposita-se diretamente sobre a
espécimen ou nanoparticulas (BALDANI et al., 1998). --- ndo encontrado. Fonte: INTRALAB, (2015).

As imagens sao formadas pelo feixe de elétrons que é projetado na
amostra e conforme a capacidade que este tem para atravessar a amostra,
assim sdo obtidas imagens elétron-lucidas e elétron-densas, quando o feixe de
elétrons atravessa facilmente na amostra, a imagem torna-se cinza claro e séo
denominadas imagens elétron-lucidas, ja amostras que oferecem maior
resisténcia a passagem do feixe de elétrons a imagem torna-se cinza escuro e
s&o denominadas imagens elétron-densas (KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG
etal., 2012).
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A espessura da amostra em MET é geralmente limitada a nan6metros
para permitir a formacéo adequada da imagem (KLANG et al., 2013). Depois
da etapa de contrastagéo, as amostras passam por um processo de secagem e
ap6s a secagem, a amostra é visualizada no microscopio eletrénico onde as
goticulas parecem mais claras contra o fundo mais escuro da tela. Tanto a
coloragdo quanto a secagem podem resultar em alteragdes estruturais das
goticulas, essas informacdes devem ser levadas em consideragdo na hora da
interpretacédo das imagens (KUNTSCHEA et al., 2011).

A principal limitagdo da microscopia eletrénica de transmissao é o risco
de danos causados pelos feixes de elétrons, ou seja, pela interagdo dos
elétrons com a amostra. Os elétrons podem ionizar a amostra, o que resulta na
quebra de ligagdes atbmicas, geracao de radicais de livres e degradacgao de
estruturas cristalinas. A geragéo de radicais livres e a perda de massa podem
causar danos fisicos a amostra. No entanto, a extensao destes danos depende
da dose de elétrons e o tipo de amostra que esta sendo analisada (KLANG et
al., 2013).
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O babagu (Orbignya phalerata Martius) € uma palmeira oleaginosa que
foi descrita pela primeira vez em 1823 pelo botanico naturalista Martius. O
género Orbignya conta com as espécies Orbignya oleifera, Orbignya speciosa,
Orbignya martiana, Orbignya phalerata, Orbignya eichleri, Orbignya teixeirana,
Orbignya microcarpa, Orbignya agrestis, pertencentes a familia Arecaceae
(Palmae). Além da Orbignya tém-se ainda a Scheelea e a Attalea. A
classificagcdo geral é dada pelo reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Liliopsida, ordem Arecales, familia Arecaceae, género Orbignya e espécie
phalerata (TEIXEIRA, 2008; REIPERT et al, 2011; LOPEZ et al., 2013;
VINHAL et al., 2014).

E uma palmeira nativa da América Central e América do Sul,
encontrada especificamente no Brasil, Bolivia, Coldbmbia, México, Peru e
Suriname. No Brasil sdo encontradas em florestas caducifélias da Amazénia
oriental, entre o Cerrado e a Floresta Amazonica e no ecossistema da Mata
dos Cocais. Com uma area total de ocorréncia estimada em 18,5 milhdes de
hectares no pais, distribuidas nas regides Nordeste, Norte e Centro - Oeste,
entre os estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Bahia, Amazonia, Para,
Tocantins, Goias e Minas Gerais (TEIXEIRA, 2008; SANTOS et al., 2013;
ALMEIDA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2012; LOPEZ et al., 2013; LEITE et al.,
2014; VIEIRA et al., 2011; REIPERT et al., 2011; VINHAL et al., 2014).

Entre os estados brasileiros citados, apenas o Maranhdo detém a
maior ocorréncia de babaguais (como sdo chamadas as florestas desta
espécie) ocupando cerca de 90 % da area das florestas secundarias com 10,3
milhées de hectares (Figura 8) (GERMER, 2013). A espécie predominante no
estado €& a Orbignya phalerata Martius (Arecaceae) a qual tem sido
amplamente estudada. A concentragcédo desta espécie € mais alta na regido dos
Cocais do estado do Maranhao (BARBOSA et al., 2012).
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Figura 8. Palmeira de babagu Orbignya phalerata
Martius. Fonte: Autoria propria.

O Maranh&o é o maior exportador de babagu para outras regidées do
pais com 924 % e detém a maior producdo de biomassa. A exploracéo
sustentavel do babacgu traz beneficios sociais, econdmicos e ambientais para a
regidao (TEIXEIRA, 2008). A exploracdo de palmeiras de babagu é uma
atividade bem estabelecida e antiga no Brasil. Apds a primeira crise do petroleo
em 1973, o Governo Federal Brasileiro considerou esta palmeira, juntamente
com a cana de agucar e a mandioca, como possiveis fontes de energia para
substituir o petréleo importado (TEIXEIRA, 2008).

Um aspecto chave na exploracdo do babacu é o sistema de recolha e
coleta dos frutos. Os frutos sdo recolhidos manualmente nos babacuais pela
populagdo indigena, rural e quilombola. As mulheres sdo as principais
responsaveis pela recolha dos frutos e elas quebram o endocarpo usando um
machado e um forte pedaco de madeira, dessa forma fixam o fruto sobre uma
lamina para abri-lo e recuperar as sementes ou améndoas. Estas sdo vendidas
para pequenos comerciantes, os quais vendem para as industrias de extracao
de dleo (TEIXEIRA, 2008).
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Esta atividade € uma parte significativa do rendimento financeiro para
mais de 450 mil familias camponesas, e também uma fonte econdmica no
Brasil. Estes numeros variam de acordo com a regido e nivel de organizagao
entre as mulheres. Como exemplo, no Médio Mearin localizado no estado do
Maranhao, existem os movimentos sociais organizados ou liderangas sindicais
da agricultura e extrativismo que lutam para garantir os direitos destas
mulheres para ter acesso as palmeiras em areas privadas e continuar com o
extrativismo do babacu (TEIXEIRA, 2008).

Atualmente existem leis municipais aprovadas (Lei do Babacgu Livre,
aprovada em 1997) que d&o garantia ao livre acesso aos babaguais que se
encontram em terras privadas e publicas. Essas leis proibem as derrrubadas
dos babaguais, os cortes dos cachos e o0 uso de agrotdxicos e/ou herbicidas
nestas areas (MARIUZZO, 2013).

Em relacdo as caracteristicas agricolas e morfoldgicas das palmeiras
de babacgu, os solos adequados para o0 seu crescimento sdo; o latossolo
vermelho-amarelo, argiloso com textura média e de baixa inclinagédo para areas
planas, também solos vermelho-amarelo podzolicos e solos argilosos com

textura média em paisagem de baixo-declive (TEIXEIRA, 2008).

A palmeira de babagu € uma palmeira robusta que pode crescer até 20
m de altura, com estipe isolado cilindrico de 25 a 44 cm de diametro, possui 7 a
22 folhas medindo de 4 a 8 m de comprimento (ALMEIDA et al., 2011; VIEIRA
et al., 2011). O meristema apical € até 70 cm abaixo do nivel do solo, tornando-
0 mais resistente ao corte (SOLER et al., 2013).

Produz tipicamente de 15 a 25 frutos (cocos) dispostos em cachos,
produzindo até seis cachos por palmeira (ALMEIDA et al., 2011; REIPERT et
al., 2011; SOLER et al., 2013). A época e a intensidade da produgao dos frutos
variam com a safra, regido e condigbes meteoroldgicas vigentes, no entanto, a

palmeira atinge a maturidade para a produgéo dos frutos depois de 10 a 12
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anos, frutificando todo o ano, com pico de produgao de Agosto a Janeiro. Com
uma estimativa de até 10,6 bilhdes de toneladas de frutos por ano (VIEIRA et
al., 2011; ALMEIDA et al., 2011; SOLER et al., 2013).

No Maranh&o as épocas de coleta dos frutos compreendem entre os
meses de Julho a Dezembro e ponto maximo da safra entre os meses de
Setembro a Novembro. A produgdo anual de cocos de uma area com 141 a
160 palmeiras de babacgu por hectare é cerca de 2,5 ton/ano (ALMEIDA et al.,
2011).

Os frutos de babagu sao ovais, elipsoidal e alongado com 11, 3 x 6, 3
mm de didametro, coloracdo castanha e marrom (quando maduro), pesando
entre 98 a 280 g, contendo em seu interior 4 a 6 sementes (ou denomindas
também améndoas) (REIPERT et al., 2011; SOLER et al., 2013; SANTOS et al,
2013; ALMEIDA et al., 2011; TEIXEIRA, 2008; OLIVEIRA et al., 2013).

Cada fruto é constituido por quatro componentes: epicarpo (11 % p/p),
mesocarpo (23 % p/p), endocarpo (59 % p/p) e améndoa (7 % p/p). O epicarpo
€ formado por fibras resistentes o qual pode ser usado principalmente para a
fabricacdo de escovas, papel reciclado. O mesocarpo é muito usado na
fabricacdo de alimentos (devido a presenca de 20 a 25 % de amido, vitaminas
e sais minerais), como farinhas ou p6 de babagu e também para a producao de
alcool metilico e acido acético. O endocarpo pode ser usado na fabricacdo de
isolantes térmicos, bio-joias, alcatrdo e carvdo. As améndoas séo
transformadas em 6éleo bruto e vendidas para industria de alimentos,
cosméticos, biocombustiveis e outras, tanto no mercado nacional como
internacional (VIEIRA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2011; SANTOS et al., 2013;
VINHAL et al., 2014; MARIUZZO, 2013).

Entre os subprodutos citados, merece a atengcdo a exploragdo de
améndoas para a extracdo e producdo de oleo (VIEIRA et al., 2011). As
améndoas sao brancas, recobertas por uma pelicula de coloragdo castanha,
pesando em média de 3 a 4 g, contém elevado teor de dleo entre 60 a 68 %

p/p, podendo alcangar até 72 % p/p em condigdes mais favoraveis da palmeira,
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Oleo este rico em triacilglicerois (> 60 % p/p). A partir de 140 kg de améndoas é
possivel extrair aproximadamente 91 litros de O6leo, as améndoas sao
constituidas também por sais minerais (Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Sr e Zn),
fibras, proteinas e carboidratos (OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2013).

As exportagbes brasileiras de améndoa e de 6leo de babagu tém
aumentado nos ultimos anos, devido as suas aplicagdes industriais, tais como
em alimentos, detergentes, biocosméticos e também para a produgédo de
biodiesel (SOLER et al.,, 2013; CINELLI et al.,, 2014; FERREIRA & COSTA,
2014).

O oleo de babagu (O. phalerata Martius) bruto possui coloragao
amarela, quando refinado passa ser visualmente mais claro. Contém um nivel
elevado de acidos graxos saturados de cadeia média, como exemplo o acido
laurico, sendo o mais abundante (40 a 55 % p/p). Este 6leo contém uma maior
concentragdo de graxos insaturados (10 a 26 % p/p) quando comparado com o
6leo de coco (Cocos nucifera L.) (6 a 12 % p/p) (REIPERT et al., 2011).

Em relagdo as propriedades fisico-quimicas do 6leo de babagu (O.
phalerata Martius) o mesmo possui umidade < 1,0 %, indice de refragdo 1,4488
+ 0,0005 np®, indice de acidos graxos livres de 0,0449 + 0,0038 %, indice de
saponificagdo entre 200,949 a 235,2 mg KOH/6leo(g) (SANTOS, 2009;
WASULE et al., 2014). Segundo os padrdes da ANVISA (1999) o indice de iodo
(Wijs) deve esta compreendido entre 10 — 18, matéria insaponificavel (g/1009)
no maximo 1,2 %, indice de peréxido no maximo 10 (meg/kg) e densidade
relativa 25°C / 20°C entre 0,914 - 0,917, a mesma ainda define este 6leo como

Oleo ou gordura de aplicagao comestivel.
A composicado de acidos graxos inclui: acido laurico C12:0 (46,53 %

p/p), acido oleico C18:1 (16,51 % p/p), acido miristico C14:0 (16,91 % p/p),
acido palmitico C16:0 (9,3 % p/p), acido caprico C10:0 (3,35 % p/p), acido
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caprilico C8:0 (2,65 % p/p), acido estearico C18:0 (3,20 % p/p) e acido linoleico
C18:2 (1,72 % pl/p) (SANTOS et al., 2013).

Conforme estudo realizado por Santos et al., (2013) a composig¢ao
quimica relacionada ao perfil de acidos graxos do 6leo de babagu (O. phalerata
Martius) oriundo de diversas localidades do estado do Maranhdo revelou que
nao houve diferenga quanto aos tipos de acidos graxos encontrados entre as
cidades do estudo. No entanto, dependendo da regido ecologica o teor de
acidos graxos (% p/p) pode variar. No presente trabalho, os 6leos investigados
sdo oriundos das regides ecoldgicas Cocais e Cerrado Maranhense.

Estudos etnofarmacologicos tém revelado que a administragdo oral do
Oleo de babacu é indicada para o tratamento de desordens inflamatérias, dores
menstruais, obesidade, reumatismo e doencas urinarias. Quanto a
administracao tépica é indicada para o tratamento de feridas cutaneas e outros
tipos de ulceragdes (SOUZA et al., 2011).

Recentemente, o efeito do 6leo de babagu no sistema imunitario foi
confirmado no trabalho de Pessoa et al., (2015). Microemulsdes de 6leo de
babagu conseguiram ativar os mecanismos funcionais de fagocitos

mononucleares, ativando o sistema imunitario.

Alguns compostos bioativos podem modular e melhorar a fungao
imunoldgica, o 6leo de babagu microemulsionado apresentou uma acao
imunoestimulante, os autores relatam que sistemas microemulsionados de 6leo
de babagu pode ser uma alternativa para futuras aplicagbes de imunoterapia,
em especial para doengas infecciosas. A mesma agao imunoestimulante foi
confirmada pelos pesquisadores Cantarini et al., (2015) quando utilizaram-se

extratos das folhas de babacu.
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Nanocompdsitos de 6leo de babagu conseguiram reduzir sintomas do
trato urinario causados por hiperplasia prostatica benigna, conforme estudo
realizado por Sousa et al., (2013). Tanto o 6leo quanto residuos oriundos do
babacgu, tem potencial para ser usado em tratamento de cicatrizacdo de feridas
e fins terapéuticos (Martins et al., 2006), atividade antinociceptiva, propriedades

analgésicas e anti-inflamatorias (PINHEIRO et al., 2012).

Segundo Barbosa et al., (2012) o 6leo de babacgu (O. phalerata Martius)
produz efeitos sobre a permeabilidade microvascular na interagao leucocito-
endotélio. Possui componentes bioativos antioxidantes (Ferreira et al., 2011),
permitindo assim quanto ao seu uso para fins alimenticios e entre outras
finalidades (ALMEIDA, 2001).

Sistemas nanoestruturados para aplicagao farmacéutica utilizando dleo
de babagu (Orbignya speciosa) foram formulados pelos pesquisadores
Rodrigues et al., (2015). Apesar do fato do 6leo de babagu, ser um dos 6leos
naturais consumido na alimentacdo e usado na medicina popular, ele
permanece quase inexplorado como matéria-prima em nanoformulagdes com

potencial antioxidante.
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Antioxidantes sdo substancias que funcionam a baixas concentragdes
para evitar a oxidagdo de um produto altamente reativo (oxidavel). Eles podem
ser naturalmente, tais como; os tocoferois e o acido ascérbico (vitamina C) ou
podem ser antioxidantes sintéticos, tais como, o hidroxianisol butilado (BHA) e
hidroxitolueno butilado (BHT). Com aumento de relatos sobre os possiveis
efeitos toxicos dos antioxidantes sintéticos, ha um consciente esforco para
substitui-los pelos naturais (NAIK et al., 2014; APAK et al., 2013).

Componentes derivados de extratos naturais tém recebido grande
atencdo nas ultimas décadas, e mostrando-se promissores devido a varias
atividades bioldgicas como; anti-inflamatéria, antioxidante, anti-apoptética e
entre outras. Sabe-se que a alimentagdo exerce uma influéncia consideravel
sobre a condigao fisiolégica do corpo humano e é de suma importancia
observar o tipo e a qualidade da nutrigdo, propor¢ao dos nutrientes, equilibrio
alimentar em matéria de proteinas, carboidratos, gorduras, macro e
oligoelementos e assim por diante (RAHAL et al., 2014; OMENA et al., 2012).

A protecdo fornecida por alguns alimentos contra doengas, incluindo
cancer e doencas cardiovasculares, tem sido atribuida aos diversos
antioxidantes naturais, contidos nesses alimentos (RAHAL et al., 2014). Ha
provas contundentes para sugerir que as fontes nutricionais antioxidantes,
como frutas, vegetais, Oleos, extratos e vinhos ajudariam a atenuar os danos

aos tecidos causados por compostos oxidativos (PANDEY & RIZVI, 2010).

Atualmente, existe uma crescente atengcdo aos antioxidantes naturais
presentes nas plantas. Muitos compostos antioxidantes sao isolados a partir de
extratos naturais e usados como potenciais antioxidantes em varios segmentos
da industria. Devido aos beneficios e propriedades terapéuticas, os extratos

naturais de algumas plantas e seus derivados (como exemplo, os 6leos) tém
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sido frequentemente incluidos na composicdo de emulsbes e formulagdes
farmacéuticas (RAUDONIS et al., 2014).

Produtos naturais in natura contém maiores quantidades de compostos
bioativos que apresentam maior atividade antioxidante do que produtos
minimamente processados, ainda que se trate do mesmo produto alimentar.
Essas diferengcas sdo decorrentes das condicdes de tratamento que estes
alimentos sao sujeitos (APAK et al., 2013; GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2010;
RAUDONIS et al., 2014).

Muitos trabalhos cientificos recomendam o consumo de vegetais,
frutas, Oleos e cereais que apresentam atividade antioxidante. Encontrar
produtos naturais com elevada atividade antioxidante € um desafio para muitos
pesquisadores (APAK et al., 2013).

O uso de dleos e gorduras vegetais esta em expansao para aplicagbes
alimentares. Devido a crescente demanda, tornou-se necessario explorar mais
estes recursos quanto suas propriedades nutricionais (ANWAR et al., 2014). O
Oleo vegetal € um macronutriente que fornece energia para o metabolismo e
atua como uma fonte de acidos graxos. Nutricionalmente, os acidos graxos
desempenham um papel fisiolégico significativo e sdo, assim, reconhecidos na
prevencdo de uma série de doencas metabdlicas. No entanto, devido a sua
natureza quimica, eles sao altamente propensos a degradacgéo oxidativa (NAIK
etal., 2014).

Os antioxidantes sdo amplamente utilizados para prevenir a oxidagao
de Oleos e gorduras e para prolongar a vida de prateleira destes produtos
(KOZLOWSKA et al., 2012). Embora os antioxidantes sejam uteis para impedir
a oxidacgao de lipidios, a sua atividade pode variar amplamente dependendo da
composicao do sistema. Ligagdes de hidrogénio, acessibilidade a camada

interfacial e interagdo do surfactante com antioxidantes séo considerados
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parametros importantes que determinam a atividade antioxidante em sistemas
contendo lipidios. O tipo de emulsionante (surfactante) pode influenciar a
distribuicdo de moléculas antioxidantes numa emulsdo e, assim, contribuir
também para diminuir a oxidagéo lipidica das goticulas de dleo (REGE et al.,
2015).

Biomoléculas como proteinas, lipidios e acidos nucleicos podem ser
atacadas por radicais livres, entre eles os lipidios s&o, provavelmente, a classe
mais suscetivel. A degradacédo oxidativa dos lipidios (peroxidacéo lipidica) &
uma reagao em cadeia, liberando malonil-dialdeido (MDA) como o produto final
(KHALIL et al., 2014).

Os radiciais livres possuem um elétron desemparelhado que se
encontra centrado nos atomos de oxigénio (O) ou nitrogénio (N) e sé&o
denominadas espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN), respectivamente. @As ERO s&o produtos instaveis e
distribuem-se em 02 grupos (RAHAL et al., 2014):

1. Radicalares: Radical Hidroxila (HO"), Superéxido (O,"), Peroxila (ROO")
e alcoxila (RO);

2. Né&o-radicalares: Oxigénio (O3), peroxido de hidrogénio (H20>) e acido
hipocloroso (HCIO).

Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO’), éxido nitroso (N.O),
acido nitroso (HNOy), nitritos (NO ), nitratos (NO3 ) e peroxinitritos (ONOO ).
Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos atacando apenas lipidios,
outros sdo reativos comprometendo outras moléculas tais como, proteinas e
DNA (RAHAL et al., 2014; APAK et al., 2013).
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Cada célula do corpo humano mantém um estado de equilibrio entre as
espécies oxidantes e antioxidantes. Apenas 1 a 3% do consumo de oxigénio
pelos seres humanos é convertido em espécies reativas de oxigénio (ERO).
Sob condi¢cdes normais de metabolismo, a formacéo continua de ERO e outros
radicais livres € importante para as fungdes fisioldgicas normais, como geragao
de Adenosina Trifosfato (ATP), processos catabdlicos e os ciclos redox
celulares. No entanto, quando a producéo de radicais livres supera os niveis de
antioxidantes, pode causar consideraveis danos e/ou morte celular,
favorecendo ao surgimento de problemas de saude (RAHAL et al., 2014,
KHALIL et al., 2014).

Muitos componentes da dieta sdo capazes de anular os danos
causados pelas ERO, tais como: vitamina C, tocoferdis (vitamina E),
carotendides, polifendis, etc. Dessa forma, tem sido sugerida a inclusdo de
compostos antioxidantes na dieta. Em 2007, ingredientes e suplementos
antioxidantes representaram um mercado de 3,7 bilhbes de dolares por ano
nos Estados Unidos (FINLEY et al., 2011).

Devido a diversidade quimica dos antioxidantes naturais presentes em
certos alimentos ou matrizes biolégicas, na maioria das vezes torna-se dificil
separar e quantificar estes compostos. Dessa forma, varios protocolos séo
propostos na expectativa de mensurar a atividade e/ou capacidade antioxidante
(APAK et al., 2013).

Os termos "atividade antioxidante" e "capacidade antioxidante" tém
significados diferentes: Atividade antioxidante trata-se da cinética de uma
reagcado entre um antioxidante e um oxidante, o qual a molécula antioxidante
consegue reduzir ou eliminar a concentragdo de um oxidante. Ja a capacidade
antioxidante refere-se a eficiéncia de converséo termodinédmica de um oxidante
por reagdo com um antioxidante (APAK et al, 2013; GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 2010).
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Atualmente, muitos métodos analiticos sdo capazes de determinar a
atividade e capacidade antioxidante in vitro. Quando se trata de investigar a
atividade antioxidante de amostras lipofilicas, geralmente as solu¢des dos
analitos s&o preparadas com metanol (MeOH) ou etanol (EtOH) (APAK et al.,
2013). Os procedimentos de ensaios amplamente utilizados para medir a
atividade antioxidante in vitro, sdo apresentados na Tabela 3, muitas vezes
dependem na geragédo ou captura de radicais livres n&o biolégicos (radicais
livres sintéticos). Tais ensaios séo uteis quando se quer comparar a atividade
antioxidante in vitro de certas amostras (exemplo, alimentos), contudo
biologicamente estes resultados ndao podem ser inteiramente interpretados
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2010; APAK et al., 2013).

Tabela 3. Tipos de ensaios para medi¢gao da atividade antioxidante.

Ensaios Radical ou oxidante Principio de medigao
DMPD DMPD™ Absorbancia (505 nm)
DPPH DPPH’ Absorbancia (515 nm)
FRAP Fe* Absorbancia (595 nm)

LDL oxidagao Cu® Absorbancia (234 nm)
ORAC AAPH’ Fluorescéncia

PCL 0,” Quimioluminescéncia

TEAC ABTS™ Absorbancia (734 nm)
TRAP AAPH’ Fluorescéncia

9e13-
B-Caroteno/ acido Hidroperoxidos de Absorbancia (470 nm)
linoléico acido linoléico

DMPD: N,N-dimetil-p-fenilenodiamina; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil;
FRAP: Poder Antioxidante de Redug¢ao do Ferro; LDL: Lipoproteina de
baixa densidade; ORAC: Capacidade de absor¢ao do radical oxigénio;
PCL: Quimioluminescéncia; TEAC: Capacidade antioxidante equivalente;
TRAP: Radical total — parametro de interceptagdo antioxidante; AAPH":
2,2- azobis amidinopropano; ABTS™: 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico. Fonte: Adaptada de APAK et al., (2013).

Entre os ensaios citados na Tabela 3, no presente trabalho sera dada
énfase ao ensaio do DPPH. Muitos compostos e extratos de plantas possuem
atividade antioxidante consideravel in vitro em ensaios utilizando o radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH’) (HALLIWELL, 2012). Segundo Sanna et al.,
(2011) o ensaio com o radical DPPH’ consiste em um método confiavel
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amplamente aplicado para avaliar a atividade antioxidante especialmente de

frutas, produtos horticolas e extratos de plantas.

O radical DPPH’ foi descoberto por Goldschmidt e Renn em 1922, e
consiste numa molécula que apresenta trés grupos NO, ligados no anel
aromatico denominado picril-hidrazila, contendo um elétron desemparelhado
situado em um atomo de Nitrogénio (N) (Figura 9). Sua féormula condensada é
C1gH12N50s com peso molecular de 394 g.mol'1, em condicdo ambiente
apresenta-se fisicamente no estado sélido de coloragdo purpura intensa e
absorve a 515 nm. Sua principal aplicagdo € como reagente colorimétrico em
testes para verificar a agao antioxidante de certos compostos (SOUSA et al.,
2007; TEIXEIRA, 2015; APAK et al., 2013; OLIVEIRA, 2015).

i

|
N
ozn\(;rﬂoz
NO,
Figura 9. Férmula estrutural
do radical livre 2,2-difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH’). Fonte:
Oliveira, (2015).

Os radicais livres, por apresentarem um elétron desemparelhado, sao
instaveis e muito reativos, o que resulta em tempo de vida muito pequeno. No
caso do DPPH’, observa-se certa estabilidade, que pode ser explicada pelo fato
de sua estrutura possuir ligacbes duplas alternadas nos anéis benzénicos,
favorecendo assim a um efeito de ressonancia, muito eficaz para estabilizar a

carga eletrénica dispersando-a por toda a molécula (Figura 10). Dessa forma,
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a espécie radicalar DPPH’ torna-se mais estavel. Além disso, os grupos NO,
ligados no anel picri-hidrazila auxiliam também na estabilizagdo do elétron
desemparelhado, descentralizando-o, pois sado grupos retiradores de elétrons.
Esses efeitos eletronicos associados explicam o fato do DPPH" ser um radical
livre relativamente estavel (TEIXEIRA, 2015; OLIVEIRA, 2015).

Q/@ O\/@ Q/@

0# NOZ OZN + II+

NO _N
z 07 70

Figura 10. Mecanismos de estabilizagdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH’) pelo deslocamento do elétron desemparelhado. Fonte: Adaptada de Oliveira,
(2015).

O DPPH’ pode agir como um capturador de outros radicais livres ou de
substancias neutras capazes de estabiliza-lo. As substancias com propriedades
antioxidantes possuem essa capacidade. No teste de captura com DPPH’
ocorre uma reacao de oxi-reduc¢do. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma
espécie radicalar, este radical é reduzido formando o difenil-picril-hidrazina
DPPH; (Figura 11) de coloragdo amarela, com consequente desaparecimento
da absorgcdo, podendo o mesmo ser monitorado pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante e/ou a porcentagem de DPPH’ remanescente no meio
reacional (SOUSA et al., 2007).
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Q /O ©\ /O 1. Acéo de um antioxidante:
" ;
|
N NH

DPPH+ + AH <= DPPH-H + A-

ON NO, +AH — > ON._ - _NO, +A- -
< | 2. Espécie radicalar:
=
DPPHs + H* & DPPH-H
NO, NO,
DPPH « DPPH-H

Figura 11. Mecanismos da reagdo entre o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH’) e um
antioxidante (AH) através da transferéncia de um atomo de hidrogénio. Fonte: Adaptada de
Oliveira, (2015).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DDPH'" consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DDPH’ em
50% €& denominada concentracédo eficiente (CE50), também chamada de
concentragdo inibitéria (CI50). Quanto maior o consumo de DDPH’ por uma
amostra, menor sera a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA
et al., 2007).

Algumas técnicas usadas para mensurar o DPPH" envolve a
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR) e a Ultravioleta
Visivel (UV-Vis). O Radical DDPH" é paramagnético e é conhecido por gerar
um espectro EPR complexo (devido a superposi¢cdo de nove linhas), gerando
um sinal de cinco linhas com intensidades diferentes conforme demonstrado na
Figura 12 (SANTOS, 2006).
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Por possuir dois nucleos de nitrogénio de spin | = 1, a interagdo do
elétron com o primeiro nucleo gera trés linhas com constante de 0,82 mT. Cada
uma das trés linhas se desdobra em outras trés linhas devido a interagdo com
0 segundo nucleo com constante de 0,97 mT, como a largura da linha € cerca
de 6,7 G ha uma superposi¢ao destas nove linhas resultando em um espectro
complexo de cinco linhas (SANTOS, 2006). Ele pode aceitar um elétron ou um
atomo de hidrogénio para formar uma molécula estavel diamagnético (NAIK et
al., 2014).

Sinal RPE (UA.)

T T T
332 34 336 338 340 342 344
Campo magnético (mT)

Figura 12. Sinal EPR do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH’). Fonte: Santos, (2006).

O principio basico da espectroscopia EPR é investigar espécies
quimicas com elétrons desemparelhados, submetidas a presenca de um forte
campo magnetico. As medicbes resultam na absorgcdo de radiagéo
eletromagnética (micro-ondas) que é entdo detectado por um espectroscopio
EPR que converte o sinal de absor¢do. Assim, as moléculas (radicais livres
organicos ou inorganicos) que apresentam um comportamento paramagnético
podem ser identificadas (NAIK et al., 2014).
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O fator de proporcionalidade (fator-g) é uma constante de
proporcionalidade, cujo valor € de propriedade do elétron em um determinado
ambiente. A diferenga de energia de um estado de um elétron com s = 1/2 em
um campo magnético é: (1) AE=gBB. Onde B é a constante de Bohr magneton,
B o campo magnético. Uma vez que a energia absorvida pelo elétron deve ser
exatamente a mesma da diferenca de energia AE, e sabendo-se que AE = hv
(h é a constante de Planck) e v a frequéncia, a equagéao (1) pode ser expressa
como: (2) hv = gBB (ZHAO, 2015).

O analista pode controlar a frequéncia (v) de micro-ondas e o campo
magnético (B) que sera aplicado e assim espectros podem ser adquiridos em
diferentes frequéncias de micro-ondas. Dessa forma, o valor de g da absorgéo
no espectro pode ser obtido pela equacéo: (3) g = 71.4484.v (em GHz) / B (em
mT) (ZHAO, 2015). Este valor contém a informagao quimica que se encontra a
interacao do elétron na estrutura eletrénica da molécula, pode-se simplesmente
tomar o valor de g como uma impressao digital da molécula. Para radicais
organicos, o valor g varia de 1,99 a 2,01. O valor do fator-g ndo esta apenas
relacionado com o ambiente eletrénico, mas também relacionado com a
anisotropia. Assim um sinal EPR pode ser utilizado para a identificagdo e
quantificacdo de radicais (NAIK et al., 2014).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Desenho Experimental

Na Figura 13 € demonstrado o delineamento experimental da pesquisa.

Formulagio Diferentes Proporcoes
NEBBS (O:TE)

Caracterizagao / Avaliagao
da estabilidade

In vitro: Potencial Antioxidante do
oleo livre e das NEBBS

NEBBS
Estaveis

)

Figura 13. Desenho Experimental da Pesquisa. O:TE
(6leo:tensoativo)

5.2. Amostras e materiais utilizados

No presente trabalho foram utilizadas amostras de Oleos vegetais
extraidos artesanalmente a partir das sementes do fruto babagu (O. phalerata
Martius), oriundos da regido nordeste do Brasil das areas ecoldgicas Cocais e
Cerrado do estado do Maranhdo. Os 6leos foram provenientes dos seguintes
municipios: Fortuna (FOR) (Latitude S: 05°44°00” e Longitude W: 44°09'30”,
area de 694,997 km?, clima tropical com estacéo seca); Caxias (CAX) (Latitude
S: 04°51°32” e Longitude W: 43°21°22”, area de 5.150,667 km?, clima tropical
com estacado seca) e Santa Quitéria (SQT) (Latitude S: 03°29°59” e Longitude

W: 42° 33’ 54", area de 1.917,589 km?, clima tropical com estacéo seca).
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Na Tabela 4 encontram-se as especificacdes dos materiais utilizados
para a fase dispersa, estes materiais foram escolhidos conforme o valor de
EHL. Utilizou-se agua Milli-Q ultrapura para a fase dispersante.

Tabela 4. Especificacbes dos materiais utilizados para producdo das NEBBS.

Tensoativos Marca CAS Férmula Molecular Deglscl:‘asde
Castor Oil (Oleo de . 8001-
ricino) Sigma 79-4 Co7H1040s 0961 |idrofilico
. 1338-
Span 80® FlukaAnalytical 43-8 Co4H4406 1,068 lipofilico
Tween 80 POE (20) : : 9005-
Sorbitanmonooleate Sigma Aldrich 65-6 CazHa0010 1,060 hidrofilico
. . 61791-
Kolliphor®Cremophor® Sigma 12-6 Cs7H10409(CH,CH,0), 1,050 hidrofilico

CAS:Chemical Abstracts Service; EHL: Equilibrio Hidrofilico Lipofilico; POE:Polioxietileno

5.3. Formulagao das nanoemulsées (NEBBS)

As nanoemulsdes de babagu NEBBS foram produzidas utilizando-se a
técnica de emulsificagdo espontdnea com adaptacdes (SOLANS & SOLE,
2012). O protocolo foi ajustado para os parametros fisicos relacionados a
temperatura, tempo de homogeneizagdo, velocidade de rotagdo, meio
dispersante. As condicbes operacionais foram: Temperatura de
homogeneizagao (60°C), tempo de homogeneizacédo (10 minutos), velocidade
de rotagdo (300 rpm), meio dispersante (Agua Ultrapura), sendo que apds

formuladas as mesmas foram armazenadas a temperatura ambiente.

Foram formuladas 06 NEBBS com diferentes concentragoes,
proporgdes e associagbes (Oleo/tensoativo), conforme dados disponiveis da
Tabela 5. Calculou-se o valor critico total do EHL (Equilibrio Hidrofilico-
Lipofilico) das nanoformulagbes referente a mistura dos componentes com EHL
conhecidos, a partir da formula proposta por Leal et al., (2013). Para a
obtencdo dessas concentracdes foi realizado todo um escalonamento a partir

de diferentes proporcdes dos constituintes.
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Tabela 5. Concentracao dos 6leos BBS/H,O e proporc¢des das formulagoes.

NANOEMULSAO [BBS] (mg/mL) PROPORGOES (m/m)
NEBBSO01 3 4:1:1,66  (BBS*TE1:TE2)
NEBBS02 10 1:4:2 (BBS":CO:TE3)
NEBBS03 10 1:4:2 (BBS*CO:TE3)
NEBBS04 10 1:4:2 (BBS®:CO:TE2)
NEBBS05 250 4:1:1 (BBS®TE1:TE3)
NEBBS06 125 1:1:1 (BBS®TE3:CO)

[BBS]: Concentragéo do 6leo de babagu; *Oleo 1 (FOR);’Oleo 2 (CAX);
°Oleo 3 (SQT); TE1: Tensoativo Span 80; TE2: Tensoativo Tween 80; TE3:
Tensoativo Cremophor; CO: Castor Oil.

5.4. Ensaios de Caracterizagcao e Estabilidade

Os ensaios de caracterizagédo e estabilidade descritos a seguir foram
realizados nos seguintes locais: Laboratorio de Nanobiotecnologia - Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia, Nucleo de Fisica Aplicada - Instituto de
Fisica da Universidade de Brasilia e Laboratério de Microscopia do

Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia.

5.4.1. Avaliagao do Diametro Hidrodinamico (DH nm) das goticulas e
indice de Polidispersao-PDI

A determinagcdo do DH das goticulas foi por meio da técnica
Espalhamento Dindmico da Luz (Dynamic Light Scattering — DLS) (LIANG et
al., 2012). Para isso foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano Series (modelo
ZEN3690, Malvern Instruments®, Reino Unido). As nanoemulsdes (NEBBS)
foram diluidas na proporgdo de 1:20 em agua ultrapura Milli-Q e transferidas

para suas respectivas cubetas. As condicdes operacionais foram:

v' Meio Dispersante: Agua Ultrapura
v' Temperatura: 25°C

v" Angulo fixo: 90°

v' Tempo de Equilibrio: 60 s
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As leituras do DH (nm) e PDI das NEBBS foram realizadas apoés 01,
07, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias para compreender o estudo de estabilidade

acelerada.

5.4.2. Potencial Zeta (¢) mV

As determinagdes dos Potenciais Zeta (¢) das NEBBS foram realizadas
por meio da técnica espalhamento de luz eletroforético (Kaszuba et al., 2010)
utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series, (modelo ZEN3690, Malvern
Instruments®, Reino Unido). Um laser foi incidido nas amostras e assim foi
medido o deslocamento doppler na luz espalhada pelas particulas. As
nanoemulsées (NEBBS) foram diluidas na propor¢cdo de 1:20 em agua
ultrapura Milli-Q e transferidas para cubetas especificas com dois eletrodos. As

condicdes operacionais foram:

v' Meio Dispersante: Agua Ultrapura
v' Temperatura: 25°C

v" Modelo: Smoluchowski

v Célula Zeta (cubeta): DTS1060C

As leituras dos potenciais { (mV) das NEBBS foram realizadas apés 01,
07, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias para compreender o estudo de estabilidade

acelerada.

5.4.3. Potencial Hidrogeniénico (pH)

O Potencial Hidrogeniénico — pH das NEBBS foi determinado utilizando
pHmetro de bancada microprocessado, precisao + 0,01, sensibilidade 99 %
(modelo NTPHM, Nova Técnica, Brasil) (DORDEVIC et al., 2013). Previamente
calibrado com as solugdes padrdes pH 4,0 e pH 7,0. Para isto foram realizadas
diluicbes de 1:10 com trés determinagdes de leitura a 25°C. O eletrodo foi
lavado inicialmente com alcool a 70% e agua ultrapura Milli-Q e apds o término
das leituras para cada amostra. As leituras correspondentes ao pH das NEBBS
foram realizadas nos periodos 01, 07, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias para
compreender o estudo de estabilidade acelerada.
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5.4.4. Ponto Isoelétrico — PI

Para determinagcdo do PIl, o protocolo foi ajustado de Tang et al.,
(2012). As NEBBS foram submetidas aos meios: acido, basico e neutro. Para
isto foram preparadas solugbes de HCI 0,1M e NaOH 0,1M, estas foram
utilizadas para adi¢éo de ions H" e OH na agua ultrapura respectivamente, até
a obtencao dos seguintes meios com pHs: 3, 5, 7, 9 e 11. Para verificagdo do
pH utilizou-se um pHmetro de bancada microprocessado, resolucdo + 0,01
(modelo NT PHM, Nova Técnica, Brasil). Foram aliquotados 50 pL da
nanoemulsdao em 950 pL do meio, as amostras foram homogeneizadas

utilizando-se um Vortex e levadas para leitura do Potencial ¢ e DH.

5.4.5. Teste de Centrifugagao

Para o teste de centrifugacéo, foi utilizado uma Ultra centrifuga (modelo
Mikro 220R, Hettich Zentrifugen, Alemanha), conforme o seguinte protocolo; as
NEBBS foram distribuidas em trés microtubos de capacidade 2 mL e as

condicdes operacionais foram:

v Velocidades de Rotagao: 1000, 2500 e 3500 rpm (94, 587, 11509)
v' Tempo: 15 minutos
v' Temperatura: 25°C

O teste de centrifugacgao foi realizado apds 01, 07, 15, 30, 45 e 60 dias.

5.4.6. Ciclo resfriamento e aquecimento

O protocolo experimental foi adaptado a partir de Bali et al., (2010).
Para o teste de resfriamento e aquecimento utilizaram-se os seguintes
equipamentos: Geladeira (modelo RFCT 451, frostfree, BSH Continental ©,
Brasil) e Estufa (modelo DL-SE, De Leo Equipamentos, Brasil), temperaturas:
4° e 37,5°C, respectivamente. Foram transferidos 2 mL de nanoemulsdo
(NEBBS) para um tubo de eppendorf e estas foram inicialmente resfriadas por

24 horas e em seguida aquecidas por 24 horas, perfazendo assim um ciclo.
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Apods o término de cada ciclo foi realizada a leitura do Didmetro Hidrodinamico

(item 5.4.1). Cada amostra foi submetida a 05 ciclos.

5.4.7. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O processo de preparagdo da amostra para visualizagdo dos globulos
presentes na nanoemulsao seguiu conforme protocolo padréo preconizado pelo
Laboratério de Microscopia da Universidade de Brasilia. Foi utilizado um
Microscopio Eletrobnico de Transmissdo (modelo JEM-1011 Electron
Microscope, JEOL Ltda, Japéo).

A nanoemulsdo foi diluida na proporgao de 1:10 (nano:H,O ultrapura)
homogeneizada e em seguida foi pipetado 3 uL da amostra numa tela de cobre
de 3 mm de diametro recoberta por um filme de Formvar, foi realizada
contrastacdo negativa com o reagente tetroxido de Osmio. A amostra foi
deixada para secagem durante 24 h em temperatura ambiente. A captura da
imagem foi obtida no aumento de 100x com 80 kv. A analise quantitativa do
tamanho modal das nanoemulsdes foi realizada com a utilizacdo do software
Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics, USA).

5.5. Ensaio in vitro das NEBBS estaveis

5.5.1. Atividade antioxidante in vitro do 6leo livre e das NEBBS

O ensaio para a atividade antioxidante in vitro das NEBBS e do déleo
BBS foi por meio da utilizacdo da Técnica de Espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletrénica — RPE ou EPR, técnica esta muito sensivel e seletiva
para detecgdo de radicais livres. Utilizou-se o reagente 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH+) C1gH12N50s como radical livre, segundo método adaptado de
Rufino et al., (2007).

Para isto, foi preparado solucdo de DPPH" a 250 uM em etanol P.A,
solucado tampao de acetato de sédio a 100 mM pH 5,5, solugcédo de etanol a
95%, solucdes de 6leo de babagu em etanol P. A nas concentragdes 1,0; 5,0;
10,0; 15,0 e 20,0 mg/mL. O branco consistiu nas amostras sem a presenca de

DPPH’. Como referéncia de um sinal resposta de um antioxidante padréo,
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foram utilizadas diferentes propor¢des de DPPH" na presenga de Aacido

ascorbico comercial.

A coleta de dados por espectrometria de ressonéncia paramagnética
eletrénica foi executada em um equipamento da Bruker Bio Spin, modelo EMX
Plus, com campo de modulagdo de 1 G e 100 kHz, a poténcia das micro-ondas
foi de 20 mW e frequéncia de 9,517604 GHz, com ganho no receptor de 30 dB,
com espectros de 1200 pontos e tempo de coleta de 0,05 s por ponto com o
valor final da intensidade obtido pela média de 4 varreduras entre 3331 G e
3410.9 G. A anadlise dos dados foi realizada no OriginPro 8.5.1 (OriginLab
Corporation, USA). No presente projeto os elementos paramagnéticos sao as
moléculas de DPPH’, cuja quantidade é proporcional a amplitude do sinal EPR
coletado em fungdo do campo magnético.

5.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram processados e apresentados por meio de
graficos e tabelas. A relagdo entre as amostras e as variaveis analisadas
associadas ao estudo da estabilidade sdo apresentadas por meio de suas
respectivas médias (X) e desvio padrdao (o), com aplicagdo da anadlise de
variancia (ANOVA) para comparagao entre grupos e entre tempos, o nivel de
significancia adotado foi p<0,001 99,9%. Todo o tratamento estatistico foi
conduzido por meio do software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software,

California).
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6. RESULTADOS

6.1. Avaliagao do Diametro Hidrodinamico (nm) das goticulas

e indice de Polidispersao — PDI

Conforme os resultados encontrados, para a nanoformulagao
NEBBS01 o Diametro Hidrodindmico - DH das goticulas ficou compreendido
entre 81,2266 +0,9058 a 388,3000 * 40,4458 nm, reduzindo consideravelmente
conforme o tempo. O PDI ficou compreendido entre 0,2813 + 0,0020 a 0,6083 +
0,0601. A comparagao estatistica ANOVA da NEBBSO01 referente ao DH em
funcdo do tempo indicou diferenga significativa (p<0,001), quando comparados
o valores de DH do dia 01 aos dias 15, 45, 90 e 120 dias. No entanto, ngo foi
observada diferenca significativa entre os valores encontrados para o indice de

Polidispersao — PDI (Figura 14).

10 BN 60,00% BBS®
500- = 15,00% Span 80
- DH (nm) I 25,00% Tween 80
* -= PDI 0.8
400 *
0.6
I E 300 =5
= o Total=100
0.4
200
100- 0.2
| * |
0 . . . . . . . —L 0.0
15 30 45 60 75 90 105 120

t (dias)

Figura 14. Nanoemulséo a base de dleo de babagu NEBBS01 (A) Diametro
Hidrodindmico (DH) e Indice de Polidispersdao (PDI) em fungdo do tempo (B)
Composigao percentual dos componentes m/m. @BBS-FOR; t: Tempo.
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DH
(nm)

Para a nanoformulagcdo NEBBS02 em todos os estagios de tempo, o

tamanho DH manteve-se < 100 nm, com média maxima obtida em 69,3266 +
0,8224 nm e PDI maximo de 0,2836 + 0,0023. A comparacao estatistica
ANOVA da NEBBS02 entre os valores de DH em cada intervalo de tempo

indicou variagao significativa (p<0,001) entres os dias 15, 30, 90 e 120 dias.

Nao foi observada diferenga significativa entre os valores encontrados para o

indice de Polidispersdo — PDI (Figura 15).

A
80- -e— DH (nm)
-= PDI
I/. o —i- 3
604 —t—
——
40-
09— —0 —- —
0 T T T T T T T T
15 30 45 60 75 90 105 120
t (dias)
Figura 15.

-1.0

0.8

- 0.6

PDI

-0.4

0.2

0.0

14,30% BBS®
28,60% Castor oil

|
c
Bl 57, 10% Cremophor

Total=100

Nanoemulsdo a base de 6leo de babacu NEBBS02 (A) Diametro

Hidrodinamico (DH) e indice de Polidispersdo (PDI) em funcdo do tempo (B)
Composicado percentual dos componentes m/m. ®BBS-CAX; t: Tempo.

Os valores de DH encontrados para a nanoformulagdo NEBBS03 em

todos os estagios de tempo também se manteve inferior a 100 nm com meédia
maxima equivalente a 61,2733 £ 0,6388 nm e PDI maximo de 0,2573 £ 0,0066.
A comparacao estatistica ANOVA da NEBBS03 do DH em fung¢do do tempo de

armazenamento indicou variagao significativa (p<0,001) somente para o dia 30.

Nao foi observada diferenga significativa entre os valores encontrados para o

indice de Polidispersdo — PDI (Figura 16). A ANOVA mostrou ainda que a

nanoformulacdo NEBBSO03 foi a que menos sofreu variagdo de tamanho em

funcédo do tempo de armazenamento, mantendo-se consideravelmente estavel.
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Figura 16. Nanoemulséo a base de dleo de babagu NEBBSO03 (A) Diametro
Hidrodindmico (DH) e Indice de Polidispersdao (PDI) em fungdo do tempo (B)
Composigao percentual dos componentes m/m. @BBS-FOR; t: Tempo.

A nanoformulagdo NEBBS04 apresentou variagdes bruscas de
tamanho em funcéo do tempo, sendo as médias maximas obtidas para o DH de
211,5000 = 1,6462 nm e PDI de 0,5123 = 0,0102. A comparacao estatistica
ANOVA entre os valores de DH em funcdo do tempo de armazenamento
acusou variagao significativa (p<0,001) para a maioria dos intervalos de tempo
estudados. No entanto, ndo foi observada diferenga significativa entre os

valores encontrados para o indice de Polidispersdo — PDI (Figura 17).

Para a nanoformulagcdo NEBBS05 observaram-se oscilagdes no
aumento do DH em fungcdo do tempo de armazenamento, semelhantemente
quando comparada estatisticamente com a nanoformulacdo NEBBSO04,
contudo, os valores de DH encontrados foram inferiores a 100 nm, com médias
maximas encontradas de 67,5100 + 0,5031 nm e PDI 0,5400 + 0,0115. Entre
os resultados encontrados para o indice de Polidispersdo — PDI, a analise
estatistica ndo acusou diferenga significativa para a nanoformulagdo NEBBS05
(Figura 18).
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Figura 17. Nanoemulsdo a base de o6leo de babacu NEBBS04 (A) Diametro
Hidrodindmico (DH) e Indice de Polidispersdo (PDI) em fungdo do tempo (B)
Composigao percentual dos componentes m/m. ®BBS-CAX; t: Tempo.
A
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Figura 18. Nanoemulséo a base de 6leo de babagu NEBBS05 (A) Diametro
Hidrodindmico (DH) e Indice de Polidispersao (PDI) em fungdo do tempo (B)
Composicao percentual dos componentes m/m. “BBS-SQT; t: Tempo.
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Na Figura 19 sdo apresentados os valores de DH e PDI encontrados
para a nanoformulacdo NEBBSO06, as médias maximas encontradas para o DH
e PDI foram; 83,9433 + 4,8325 nm e 0,6526 + 0,1677, respectivamente. A
comparacgao estatistica ANOVA entre os valores de DH em fungéo do tempo de
armazenamento acusou variagao significativa (p<0,001) até 45 dias, no entanto
o tamanho das goticulas manteve-se estavel apdés este periodo até ao
fechamento do intervalo de 120 dias. Nao foi observada diferenga significativa

entre os valores encontrados de PDI para a nanoformulagdo NEBBSO06.

BN 33 33% BBS©
Bl 33, 33% Cremophor
[ 33, 34% Castor ol

0.8

0.6

PDI

0.4

Total=100

0.2

0.0

15 30 45 60 75 20 105 120
t (dias)

Figura 19. Nanoemulsdo a base de oleo de babacu NEBBS06 (A) Diametro
Hidrodinamico (DH) e Indice de Polidispersao (PDI) em fungcdo do tempo (B)
Composicao percentual das fases m/m. “BBS-SQT; t: Tempo.

A comparagdo entre as nanoformulagdes mostram que as
nanoemulsées NEBBS01 e NEBBS04 apresentaram DH (nm) superiores
quando comparadas com as demais e considerando-se o limite superior de
tamanho para o Didmetro Hidrodinamico (< 100 nm), as mesmas ultrapassam
esta faixa. As demais nanoemulsées NEBBS02, NEBBS03, NEBBS05 e
NEBBSO06 conseguiram permanecer com um DH inferior a 100 nm ao decorrer

do tempo de armazenamento de 120 dias.
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No entanto, somente a nanoemulsdo NEBBS03 apresentou
estatisticamente menores variagdes de tamanho DH (nm), conferindo a ela
estabilidade em funcdo do tempo. A comparagao dos resultados encontrados
para o PDI, entre as nanoformulagdes estudadas ndao mostrou diferenca

significativa em relagéo ao tempo de armazenamento.

O valor critico total do EHL (Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico) das
nanoformulagdes referente a mistura dos componentes com EHL conhecidos,
foram calculados utilizando a equagao 1, deduzida a partir da formula proposta
por Leal et al., (2013). A equagao 1 utilizada no presente estudo trata-se: EHLy
= 1100 (EHL, x a%) + (EHL, x b%)...(EHL, x n%). Onde os elementos

algébricos (a, b... n) representam os componentes com EHL conhecidos
presentes na formulagao.

Os resultados tedricos encontrados referentes ao valor critico total do
Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico dos componentes presentes nas
nanoformulagdes estdo disponiveis na Figura 20. Nota-se que o maior e o

menor valor de EHL correspondem as nanoemulsées NEBBS04 e NEBBSO05,
respectivamente.

09.1950

11.6655 [ NEBBSO1

B NEBBS02

08.2121 12.5710  mm NEBBS03
[ NEBBS04

[ NEBBS05

13.7130 12.5710 [ NEBBS06

Figura 20. Valor total do Equilibrio Hidrofilico-
Lipofilico (EHL) entre os componentes presentes nas
nanoformulacoes.

Estes resultados sao importantes, pois permitem estimar o tipo de
comportamento esperado entre os grupamentos hidrofilos e lipofilicos das
moléculas anfifilicas presentes nas nanoformulacdes, as quais se posicionam

entre as fases aquosa e oleosa. Estes grupamentos sdo responsaveis pela
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formacao da pelicula interfacial que diminui a tensao interfacial (A) entre as

duas fases, contribuindo assim para estabilizar o sistema.

6.2. Potencial Zeta ({ ) mV e Potencial Hidrogeniénico (pH)

Os resultados do Potencial ¢ (mV) encontrados para a nanoformulagao
NEBBS01 encontram-se disponiveis na Figura 21. A maior média encontrada
foi de -34,9667 + 0,4496 mV apds analisada no tempo de 60 dias. A
comparagao estatistica ANOVA, considerando p<0,001, acusou diferengas

significativas entre os valores de Potencial Zeta (PZ) ao decorrer do tempo.

- PZ(mV)
10- -= pH (nano) -14
t (dias) 12
0 T L] L] T L] - L] L]
15 30 45 60 75 105 120

-10

Potencial Zeta - (mV)

-404 -0

Figura 21. Potencial Zeta { (mV) e pH em funcido do tempo
para a nanoemulsdo NEBBSO01. PZ: Potencial Zeta; t: Tempo.

Para a nanoformulacdo NEBBS02 a maior média encontrada de
Potencial ¢ foi de -11,5667 + 1,8517 mV oscilando apos 15, 30 e 45 dias
(Figura 22). As nanoemulsdes NEBBS03 e NEBBS04 apresentaram médias
maximas de Potencial ¢ -8,0566 + 0,0543 mV e -15,5667 * 0,7408 mV,
respectivamente. Nao foi possivel observar variagbes bruscas de Potencial
para a nanoformulacdo NEBBS03 (Figura 23), no entanto, para a
nanoformulacdo NEBBSO04 (Figura 24) houve variagdo significativa de

Potencial ¢ (p<0,001) em fungéo do tempo.
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Figura 22. Potencial Zeta ¢ (mV) e pH em fungdo do
tempo para a nanoemulsdo NEBBS02. PZ: Potencial Zeta;
t: Tempo.
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Figura 23. Potencial Zeta ¢ (mV) e pH em funcdo do
tempo para a nanoemulsdo NEBBS03. PZ: Potencial Zeta;

t: Tempo.

pH

pH
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10- -~ PZ(mV) -14
-= pH (nano)
t (dias)

105 120

Potencial Zeta - (mV)

-40- -0
Figura 24. Potencial Zeta ¢ (mV) e pH em fungdo do
tempo para a nanoemulsdao NEBBS04. PZ: Potencial
Zeta; t: Tempo.

A Figura 25 apresenta os valores encontrados de Potencial ¢ para a
nanoemulsdo NEBBS05. A média maxima encontrada de Potencial ¢ foi -
30,9667 £+ 0,6018 mV. Foi possivel observar oscilacbes nos valores referentes
ao Potencial ¢ ao longo do tempo. Ja na Figura 26 sao apresentados os
valores de Potencial { para a nanoemulsdo NEBBS06, com média maxima
encontrada de -9,8566 + 0,1497mV.

Dos resultados encontrados para o Potencial ¢ (mV) foi possivel
observar que para todas as nanoemulsdes analisadas as mesmas
apresentaram valores negativos de ( (Zeta). Estes dados eletrocinéticos
apontam a magnitude da carga da camada elétrica (predominantemente
negativa) e confirmam a natureza coloidal das nanoemulsdes de babagu, como

um coloide positivo e sua atmosfera carregada negativamente.
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Figura 25. Potencial Zeta ¢ (mV) e pH em fun¢éo do tempo
para a nanoemulsdo NEBBS05.PZ: Potencial Zeta; t:
Tempo.
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Figura 26. Potencial Zeta ¢ (mV) e pH em funcdo do tempo
para a nanoemulsdo NEBBS06.PZ: Potencial Zeta; t:
Tempo.
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Quanto a faixa geral de pH das nanoemulsdes de babagu em fungao
do tempo, ficou compreendida entre 5,0 a 7,78. Foi possivel obter
nanoemulsées de babagu de natureza levemente acida e neutra. A
nanoemulsdo NEBBSO03 foi a que apresentou valores de pH estaveis até 120
dias (Figura 23). A Analise de Varianga — ANOVA acusou que nao houve
diferengas significativas entre os valores de pH das nanoemulsbées de babagu

em fungao do tempo.

6.3. Ponto Isoelétrico — PI

A direta influéncia do pH sobre o potencial { das particulas em um
sistema coloidal pode ser verificado a partir de dados do Ponto Isoelétrico - PI.
Dos resultados encontrados neste trabalho para o Ponto Isoelétrico foi
observado que, quando as nanoemulsdes de babacu estdo em meio acido
(pH=3,0) as mesmas tendem apresentar um valor nulo de potencial ¢ (0 mV)
(Figura 27). A medida que o pH do meio aumentava, notou-se que os valores

de potenciais ¢ aumentavam também no sentido negativo.

No presente trabalho, também foi verificada a influéncia do pH do meio
sobre o tamanho (Diametro Hidrodindmico) e PDI. Entre as nanoemulsdes
estudadas, as nanoemulsbées NEBBS01 e NEBBS04 apresentaram médias de
DH > 100 nm, as demais apresentaram meédias de DH inferior 100 nm, apds

analisadas no periodo de 48h e 30 dias (Figura 28).

Ja para os resultados encontrados em relagdo ao PDI, a nanoemulsao
NEBBSO06 apresentou médias de PDI acima de 0,40 apresentando oscilacdes,
conforme variagcdo de pH. As demais apresentaram meédias inferiores a 0,40
apo6s analisadas no periodo de 48h e 30 dias (Figura 29). Foi observado que
as nanoemulsées NEBBS02 e NEBBS03 nao apresentaram oscilacbes nas
médias encontradas para o DH (nm) e PDI, conforme mudanc¢a de pH do meio

quando analisadas no periodo de 48h e 30 dias.
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Investigacdo do pH sobre o Potencial ¢ nas nanoemulsdes a

base de 6leo de babacgu analisadas. Pl:Ponto Isoelétrico.
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Figura 28. Diametro Hidrodindmico — DH (nm) das
nanoemulsdes a base de o6leo de babacgu
dependente do pH. (A) apés 48 horas (B) apds 30
dias.
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Figura 29. Valores do PDI em funcdo do pH para as
nanoemulsdes a base de 6leo de babacu. (A) apos 48

horas (B) apos 30 dias.
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6.4. Teste de Centrifugagao

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que as
nanoemulsdées NEBBS01 e NEBBS04 apresentaram sinais levemente de
separagao de fases, quando submetidas a um campo centrifugo (94, 587, 1150
g) o que ndo foi observado para as demais nanoemulsées NEBBS02,
NEBBS03, NEBBS05 e NEBBS06, que continuaram estaveis, sem sinais de

separacgao de fases, apds analisadas no periodo de 60 dias (Figura 30).

e 88 01 = o -
W 587¢g

Ne 8BS 001 o -

N

Ne B85 03 —————

SF 0 N

Figura 30. Dados relacionados ao processo de centrifugagao
para as nanoemulsdes a base de 6leo de babagu. (SF) Separagao
de Fases; (N) Normal.

6.5. Ciclos de resfriamento e aquecimento

Em relacao aos ensaios de resfriamento e aquecimento foi verificado o
Diametro Hidrodinamico e PDI das nanoemulsbées NEBBS02 e NEBBS03
quando submetidas a 05 ciclos de resfriamento (4°C) e aquecimento (37,5°C).
Os resultados obtidos apontam variagdo em relagdo ao DH (nm) e PDI para
nanoemulsdo NEBBS02, quando comparada a nanoformulagdo NEBBSO03
(Tabela 06). Para os valores encontrados de PDI, foram observadas diferencas
significativas (p<0,001) entre as médias encontradas (Figura 31).
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Tabela 06. Dados do Didmetro Hidrodindmico (DH) das
NEBBS submetidas aos ciclos de
aquecimento.

resfriamento e

Ciclos NEBBS02 NEBBS03
4°C - 37,5°C DH £ SD DH = SD
01 151,120 + 2,038 127,546 + 0,877
02 69,840 + 0,104 63,534 + 0,273
03 52,694 + 0,531 62,680 + 0,334
04 419,934 + 78,422* 61,734 £ 0,850
05 45,694 + 0,559 61,280 = 0,600

SD: Desvio Padrao

PDI

0.8+

0.7

0.6
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0.3

0.2+

0.1+

0.0-

Il NEBBS02
NEBBS03

*
AI*I I |T
N o ” x

Ciclos (R/A)

)

Figura 31. Dados relacionados aos indices de
Polidispersdo — PDI das NEBBS submetidas ao
processo de resfriamento (4°C) e aquecimento
(37,5°C). (R) Resfriamento (A) Aquecimento.
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6.6. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para a caracterizagdo qualitativa nanoscépica da morfologia das
goticulas presente nas nanoemulsdes por meio de Microscopia Eletrénica de
Transmissao, foi eleita a nanoemulsdo NEBBS03 em razdo de sua estabilidade
cinética em comparagdo com as demais. As imagens MET para a
nanoformulagdo NEBBS03 sao apresentadas na Figura 32.

Figura 32. Fotomicrografias (MET) nanoemulsdao NEBBS03 BBS [10 mg/mL].
Imagens obtidas no Laboratério de Microscopia do Departamento de Biologia
Celular da Universidade de Brasilia, Brasil.

Com base na Figura 32 morfologicamente as goticulas presentes na
nanoformulacdo NEBBS03 mostraram-se esféricas, superficie elétron-densas,
algumas apresentando nucleos oleosos maiores, distribuicdo e interface
definida, sem a presenca de protuberancias na superficie. A analise
quantitativa do diametro de 522 particulas acusou tamanho médio de 23,7121 +
8,6733 nm. Com uma maior frequéncia de particulas no tamanho de 27 nm,
conforme demostrado na curva de distribuicdo de frequéncia do didmetro das
particulas (Figura 33). Em comparagdo com a média obtida dos tamanhos em
DLS.
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Figura 33. Curva de distribuicdo do tamanho (nm) das particulas presentes
na nanoformulagcédo NEBBSO03. (A) Dados obtidos por Microscopia Eletrénica
de Transmissao (MET). (B) Dados obtidos por Difracdo Dindmica da Luz
(DLS). Fr (%): Frequéncia Relativa em percentual; DH: Diametro
Hidrodinamico.
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6.7. Atividade antioxidante in vitro do 6leo livre e das NEBBS

Os resultados obtidos para avaliar o efeito antioxidante do éleo de
babacgu nanoestruturado e do dleo livre foram avaliados quanto a sua agao
antioxidante para reduzir radicais livres de DPPH’, utilizando-se a
Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR). Para o teste
EPR foram selecionadas as nanoemulsées NEBBS02 e NEBBS03 previamente
caracterizadas. A Figura 34 apresenta o espectro experimental obtido do
radical DPPH’ na concentragdo de 0,25 mM/EtOH. Observam-se 05 linhas EPR
que podem ser explicadas devido a interagao do elétron desemparelhado com

dois nucleos de nitrogénio (N).

0,10

0,05 n

0,00

-0,05—: u ”

-0,10 +

——DPPH

Intensidade (u.a)

-0,15

U

T y T T T " T " T ' !
3340 3360 3380 3400 3420 3440
B (G)
Figura 34. Espectro experimental EPR obtido do radical

2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH’) concentracdo 0,25
mM.

-0,20

Quando um elétron desemparelhado interage com um nucleo, o
nimero de linhas EPR é 2I+1. No caso de DPPH’ o elétron desemparelhado

interage com dois nucleos de nitrogénio (N) e o numero de linhas EPR é obtida
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pela equagao: 2Nijl+1. Sabendo-se que 1=1 e N; a quantidade de nucleos

equivalentes, matematicamente chega-se ao resultado cinco.

A Figura 35 (A) apresenta os espectros obtidos das nanoformula¢des
NEBBS02 e NEBBS03 na presenca de DPPH’ e a Figura 35 (B) o sinal obtido
para as nanoformulagdes NEBBS02 e NEBBS03 sem a presencga de radicais
de DPPH’. Comparando-se as interposi¢cdes dos picos é possivel perceber na
Figura 35 (A) que as formulagcbes apresentaram um efeito antioxidante quando
submetidas a presenca de um radical livre, verificado pela diminuicdo da

amplitude e da intensidade do sinal do DPPH".

Ja a Figura 35 (B) representa uma particularidade de um sinal EPR
nao detectado. Dessa forma, estes resultados indicam uma acgéo antioxidante
das nanoformulagdes NEBBS02 e NEBBS03 quando submetidas a presenca

de um radical livre.

A - = DPPH 0.25 mM
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Figura 35 (A)
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Figura 35. Espectros experimentais EPR obtidos para as
nanoformulagcbes NEBBS02 e NEBBSO03 contendo 10
mg/mL de 6leo de babagu, respectivamente. (A) Na
presenga de DPPH" 0,25 mM; (B) Sem a presenga de
DPPH'.

Simulou-se também o espectro EPR para 6leo de babacgu livre com
concentragdo de 10 mg/mL na presenca de 0,25 mM de DPPH’ conforme
demonstrado na Figura 36. Essa concentragédo de 6leo € a mesma contida nas
composicoes das nanoformulacbes NEBBS02 e NEBBSO03 anteriormente
avaliadas. Observa-se notoriamente que 6leo livre de babagu apresentou uma
acdo antioxidante na presenca do radical DPPH’, acdo esta verificada

novamente pela diminuicdo da amplitude e intensidade do sinal do DPPH".
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Figura 36. Espectro experimental EPR obtido

para 6leo de babagu livre na presenca do
radical DPPH’ concentragao 0,25mM.

Comparou-se também a acado antioxidante das amostras; oleo de
babacu livre em diferentes concentragdes e as nanoemulsdées com um controle
antioxidante padrdo (acido ascorbico comercial), na presenca do radical livre
DPPH’ estes resultados estdo apresentados na Figura 37. As concentragdes
utilizadas para o 6leo de babagu foram: 1,0 mg/mL; 5,0 mg/mL; 10,0 mg/mL;
15,0 mg/mL e 20,0 mg/mL.

Observa-se que para as maiores concentragdes de acido ascorbico:
0,125 mM e 0,062 mM foram suficientes para diminuir significativamente a
intensidade do DPPH’, dessa forma inativando-o. Similarmente este fato é
observado para as concentragdes do 6leo livre de babacgu, onde a menor
concentragdo 1,0 mg/mL de O6leo registrou-se uma menor diminuicdo da
intensidade do sinal de DPPH" em comparagcdo com as demais concentracoes.
A Figura 37 revela ainda que a condicdo do 6leo no estado nanoestrurado

apresentou melhor agao antioxidante quando comparada ao estado livre.
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Figura 37. Dados integrados do potencial antioxidante obtidos
por EPR das amostras de acido ascorbico, 6leo de babacgu e
nanoemulsdes de babagu na presenca de DPPH’. Legenda:
Ac. Asc.: Acido ascérbico, concentragdes: (Ac.Asc:DPPH), 1:1
(0,1250mM:0,1250mM); 1:3  (0,0625mM:0,1875mM); 1:5
(0,0416mM:0,2083mM); 1:7,5 (0,0294mM:0,2205mM); 1:10
(0,0227mM:0,2272mM); 1:20 (0,0119mM:0,2380mM); 1:35
(0,0069mM:0,2430mM); 1:50 (0,0049mM:0,2450mM); 1:75
(0,0032mM: 0,2467mM); 1:100 (0,0024mM:0,2475mM). A1: 1,0
mg/mL; B1: 5,0 mg/mL; C1: 10,0 mg/mL; D1: 15,0 mg/mL e E1:
20,0 mg/mL. NEIIA: NEBBS03; NEIA: NEBBS02.

Com base nos resultados acima, determinou-se a concentragao efetiva
(CE50%) correspondente a quantidade de antioxidante necessaria para
diminuir ou reduzir a concentracgdo inicial do radical DPPH" em 50 %, conforme
demonstrado na Figura 38, considerando o acido ascorbico como controle. Os
resultados obtidos demonstram que a CE50% Acido Ascérbico=0,1956 mg/mL.
Com base nesse valor foi possivel estabelecer uma concentracéo
correspondente da atividade antioxidante para a seguinte nanoemulséo
NEBBSO02, cujo valor encontrado foi de 0, 4329 mg/mL. Esta concentragao tem

mesmo efeito que uma concentragao de 0,1956 mg/mL de vitamina C.
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Figura 38. Curva dose resposta CE50% da atividade

antioxidante dos compostos

acido ascorbico, oleo de

babacu e nanoemulsbes de babacgu. Legenda: NEIA:

NEBBSO02.

Com a finalidade de determinar a area da superficie esférica das

goticulas de 6leo de babacgu in natura livre, foi obtida a curva de distribuigéo

das particulas (goticulas) do 6leo de babagu in natura disperso em EtOH,

conforme demonstrado na Figura
goticulas de 6leo no formato esféric

que geometricamente a area da

39. Os resultados obtidos demonstram
0, com ampla faixa de tamanho. Sabendo

superficie esférica €& representada pela

equacio: S.=41R?, calculou-se a area da superficie esférica para o 6leo livre

cujo resultado foi Se= 218.928.650
particula é reduzida de 1um para 1

aumenta 108 X.
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Figura 39. Dispersao das goticulas do 6leo de babacgu livre. (A) em EtOH; (B) Curva

de distribuicao das goticulas.
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7. DISCUSSAO

7.1. Avaliagdo do Diametro Hidrodinamico (nm) das

goticulas e indice de Polidispersio — PDI

Conforme a classificagdo proposta por Anton & Vandamme (2011),
nanoemulsées consistem em goticulas muito pequenas de emulséo,
comumente goticulas de O6leo disperso em agua apresentando didmetros
hidrodindmicos menores ~ 300 nm. Para McClements (2012b), uma
nanoemulsao oléo em agua (O/A) apresenta um dos liquidos dispersos em
pequenas gotas esféricas cujo tamanho é < 100 nm. Ja em relac&o ao indice
de Polidispersédo — PDI, para os autores Izquierdo et al., (2005) valores de PDI

préximos a 0,2 indicam uma distribuicdo monomodal.

No presente trabalho, levando em consideragcéo os conceitos descritos
no paragrafo anterior, com excegdo da nanoemulsdo NEBBSO01, as demais
nanoemulsées (NEBBS02, NEBBS03, NEBBS04, NEBBS05 e NEBBSO06)
encontram-se dentro da classificagao proposta por Anton & Vandamme (2011).
Destas somente as nanoemulsdes NEBBS02, NEBBS03, NEBBS05 e
NEBBS06 estdo de acordo com a classificacdo proposta por McClements
(2012a), as quais apresentaram valores de DH < 100 nm.

Visto que diferentes concentragcdes de o6leo e surfactantes foram
combinadas para cada nanoemulsio, este estudo mostra que € possivel haver
diferencas de DH (nm) em func&o do tempo de armazenamento. Esta variacao
pode estar relacionada ao efeito da concentracdo dos surfactantes, pois as
nanoemulsées que apresentaram pequenas variagdes de DH (nm) foram
aquelas, cuja composicdo de surfactante foi em torno de 57,00 % (m/m) na
composicéao total da nanoformulacéo, ou seja, nanoformula¢des contendo 6leo
de babacgu apresentam melhor estabilidade de DH (nm) considerando-se um

percentual de surfactante acima de 57,00 % (m/m).
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Para Raio & McClements (2012), as moléculas de sufactantes séo
comumente usadas para facilitar a formagao e melhorar a estabilidade das
dispersdes coloidais. Os mesmos autores estudaram as caracteristicas de
dispersdes coloidais a base de 6leo de lim&o e utilizaram surfactantes néo
idbnicos hidrofilicos, isto €, aqueles que apresentam um elevado EHL. Além
disso, investigaram também o efeito da solubilizacdo do éleo de limdo em
solucbes mistas de surfactantes para a formagdo de nanoemulsdo e
microemulsdo. Os resultados dos autores supracitados apontaram que as
nanoemulsées e microemulsdées mantiveram-se estaveis quando formuladas
utilizando-se concentragdes de surfactante (Tween 80) > 75 e > 50 % p/p,

respectivamente.

Estes resultados mostram a utilizacdo de quantidades relativamente
altas de surfactantes para formagao de nanoemulsdes. No presente trabalho,
as concentragdes de surfactantes (especificamente Tween 80) utilizadas para
formular nanoemulsdes de 6leo de babacu foram inferiores em comparacao as

dos referidos autores.

Os pesquisadores Shafig-un-Nabi et al., (2007), observaram em seu
estudo que o tamanho das gotas de nanoemulsdes contendo o6leo de ricino
sofre influéncia de tamanho quando se trabalha com uma proporgao
consideravelmente maior de 6leo presente nas formulagdes. Desta forma, os
autores destacam que o surfactante escolhido deve ser capaz de reduzir a
tensdo interfacial e auxiliar o processo de dispersdao do 6leo durante a
preparacdo da nanoemulsdo e apresentar carater lipofilico adequado para
prever a curvatura correta na regiao interfacial entre a fase oleosa e aquosa,

seja a nanoemulsao tipo 6leo (O)/agua (A), agua(A) /6leo (O) ou bicontinua.

No presente trabalho, o aumento da concentragcao de 6leo de babacu
presente nas nanoformulacbes NEBBS05 e NEBBSO06 favoreceu para uma
reducdo do DH das goticulas de 6leo de babagu dispersas na nanoemulsao.

Esse fendbmeno deve estar associado a mistura do 6leo BBS com tensoativos
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que apresentavam distintos valores de EHL, o qual contribuiu para a obtencao

de valores de DH (nm) menores.

Sistemas nanoestruturados contendo 6leo comercial de babacgu
(Orbignya speciosa) foram formulados pelos pesquisadores Rodrigues et al.,
(2015). A analise do DH (nm) revelou goticulas com médias de DH de 107,4 +
1,2 nm e médias de indice de polidispersao de 0,255 + 0,008. Entre as quinze
nanoemulsdes de babacgu formuladas pelos pesquisadores, treze apresentaram
médias de DH (nm) das goticulas abaixo de 200 nm, apés 07 dias de

manipulacao.

Estes resultados n&do estdo distantes dos encontrados no presente
trabalho, a nanoestruturacéo do 6leo artesanal de babacgu (Orbignya phalerata
Martius) apresentou médias estaveis de DH (nm) inferior a 100 nm. A
estabilizacdo das NEBBS se da principalmente pela estabilizacido estérica
promovida pelas moléculas de surfactantes. Em relagao aos valores de PDI foi
possivel observar estatisticamente que o tempo de armazenamento nao exerce
influéncia na modificagdo do PDI ao longo de 120 dias de armazenamento a
temperatura ambiente. Os dados apontam nanoemulsdes contendo dleo de
babagu (Orbignya phalerata Martius) como sistemas de baixa
polidispersividade.

7.2. Potencial Zeta (( ) mV e Potencial Hidrogenionico (pH)

Conforme Bali et al., (2010), o Potencial ¢ esta relacionado com a
estabilidade das dispersdes coloidais, indicando repulsdo entre particulas
adjacentes carregadas igualmente numa dispersdo. Para moléculas pequenas,
um Potencial ¢ alto pode conferir estabilidade quanto a resisténcia da dispersao

a agregacao.

Tang et al., (2012) perceberam em seu estudo que goticulas oleosas
(estabilizadas com Cremophor EL) apresentavam uma carga positiva de zeta
(~0,8mV), observaram também que o potencial zeta aumentava gradualmente

no sentido negativo a medida que o pH subia (para aproximadamente 9), os
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mesmos autores do trabalho verificaram que emulsificantes nao ibnicos
conseguiam reduzir a magnitude do Potencial { da suspensdo em uma

determinada faixa de pH.

O estudo desenvolvido pelos pesquisadores Salvia-Trujillo et al., (2015)
mostrou que nanoemulsdes contendo Oleos essenciais estabilizadas com
Tween 80 na concentragcdo de 1% p/p apresentavam valores negativos de PZ
na faixa de - 30 mV. Para os autores, valores negativos altos de Potencial
(acima de - 30 mV) indicam uma forte repulsao eletrostatica das goticulas de
O6leo dispersas na fase aquosa. Ressaltam ainda que, tratando-se de
nanoemulsdes os valores de PZ podem sofrer influéncia em relagao ao tipo de

Oleo utilizado e 0 mecanismo utilizado de formagao das nanoemulsdes.

Considerando os resultados dos referidos autores reportados nos
paragrafos anteriores, os resultados dos Potenciais { ndo estdo muito distantes
dos encontrados no presente trabalho. No entanto, as nanoemulsdes de
babacu estabilizadas com Tween 80 e Span 80 foram as que mais sofreram
variagbes ao decorrer do tempo, em comparacdo as nanoemulsdes

estabilizadas com cremophor.

Comparando os resultados encontrados de pH das nanoemulsbes de
babacu (NEBBS) 5 a 7,7 com dados recentes disponiveis na literatura, os
mesmos nao estdo distantes dos resultados reportados pelos pesquisadores
Azeem et al., (2009); Almeida et al., (2010); Ghosh et al.,(2013b); Dordevic et
al., (2013); Junior et al., (2013); Khurana et al., (2013) e Sugumar et al., (2014).

O valor do pH constitui um parametro importante para a estabilidade do
sistema, pois um decréscimo significativo do pH (abaixo de 4,0) indica a
ocorréncia de hidrdlise de lipideos (especificamente os triglicerideos) em
acidos graxos livres (R-COOH) no nucleo oleoso da nanoemulsdo. Este
parametro constitui ainda um indicativo de controle de qualidade que reflete
quanto as condicbes de armazenamento e processamento das formulagdes
(MASMOUDI et al., 2005; JUNIOR et al., 2013; BRUXEL at al., 2012). No

presente trabalho, a analise estatistica dos valores encontrados de pH mostrou
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que as nanoemulsdes de babacu nao sofreram variagdes de pH em relagao ao

tempo de armazenamento.

7.3. Ponto Isoelétrico — PI

Para Honary & Zahir (2013) um valor isoelétrico de pH = 5,0 ou pHs
acidos, significa que dentro do ambiente aquoso os ions (H") tentam neutralizar
as cargas negativas dominantes presentes na superficie da nanoparticula,
fazendo assim com que se atinja um estado de equilibrio entre as cargas

positivas e negativas, resultando em potencial ¢ nulo.

No trabalho dos pesquisadores Tang et al.,, (2012) o Pl em que a
nanoemulsao apresentou carga nula, foi com valor de pH = 2,54 a mudanga do
pH do meio ndo alterou o DH (nm) das gotas de Oleo dispersas na
nananoemulsdo. Estes resultados ndo estdo distantes dos encontrados no
presente trabalho, onde se observaram que o PZ aproximava-se de zero

quando as nanoemulsdes de babacu eram expostas ao meio com pH = 3,0.

Os resultados reportados por He et al., (2011) também confirmaram
que os Potenciais ¢ variam conforme o pH do meio, seus resultados mostraram
que houve variagcdo do Potencial ¢ de — 33 mV para - 43 mV; -39 mV para - 50
mV e -52 mV para -73 mV, quando houve um aumento do pH do meio de 7
para 10. Observaram também que nao houve influéncia do pH sobre o
tamanho das particulas bem como para o PDI nas nanoemulsées. Os
pesquisadores ressaltam que o aumento do pH do meio conduziu para uma

melhor estabilidade do Potencial { das nanoemulsdes.

Uma importante fungdo do ponto isoelétrico é avaliar se a estabilidade
€ dada pela repulsdo eletrostatica ou pela repulsao estérica. Pode-se observar
que a partir do teste de Pl as nanoemulsbes quando expostas em pHs
extremos, elas se mantiveram estaveis, o que indica que a estabilizagcdo das
goticulas de 6leo de babagu nao é por repulsao eletrostatica. Isso constitui um

ponto positivo, pois favorece esse veiculo (NEBBS) para uma aplicagdo
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gastrointestinal, que inclui pHs acidos no estbmago, porém basicos no

intestino.

7.4. Teste de Centrifugagao

Os ensaios de estabilidade termodinamica, tais como o teste de
centrifugagcédo, permite verificar sinais de coalescéncia e/ou separagdo de
fases, indicando assim possiveis sinais de instabilidade do sistema. Conforme
Mishra et al., (2014) a coalescéncia das goticulas de 6leos ocorre devido a
tensao superficial e as atragbes intermoleculares. Para Jaiswal et al., (2014) a
separacgao de fase é favorecida quando ha adicdo de algum surfactante na fase
oleosa ou aquosa, 0 qual em uma destas fases ndo € miscivel, temperatura

elevada, presenca de micro-organismos entre outros.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que as
nanoemulsées NEBBS01 e NEBBS04 nao passaram no teste de centrifugacao,
sendo assim as mesmas nao prosseguiram para as proximas etapas de
caracterizagcao. Considerando os resultados obtidos em relacdo as etapas
anteriores de caracterizacdo as nanoemulsbées de babacu NEBBS05 e
NEBBSO06, ndo foram submetidas aos demais testes de estabilidade. Dessa
forma, a nanoformulacdo NEBBSO02 prosseguiu para o teste de resfriamento e
aquecimento e avaliacdo do potencial antioxidante e a nanoformulacao
NEBBSO03 para o teste o teste de resfriamento e aquecimento, Microscopia

Eletrbnica de Transmissao - MET e avaliagao do potencial antioxidante.

7.5. Ciclos de resfriamento e aquecimento

Para Bali et al., (2010) o teste de resfriamento e aquecimento ou gela-
degela consiste em um estudo termodinamico de estabilidade. Em seu trabalho
este teste foi usado para verificar qualitativamente o efeito das variagdes de
temperaturas sobre a estabilidade de nanoemulsées. Eles realizaram 06 ciclos,
armazenando as nanoemulsdes as temperaturas de 4°C e 40°C durante um
periodo de 48h. Seus resultados indicaram a estabilidade das formulagdes e
nao houve alteragdes significativas nos parametros fisicos DH (nm) e PDI.
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Ghosh et al., (2013b) caracterizaram nanoemulsbes a base de oleo
essencial extraido da planta Ocimum basilicum (manjericdo). Eles verificaram
que o armazenamento das nanoformulagdes nas temperaturas de 4°C e 25 °C

nao revelou sinais de instabilidade.

Os pesquisadores Saranya et al., (2012) avaliaram nanoemulsdes
contendo 6leo de eucalipto e verificaram que nanoemulsdes contendo 25 % v/v
de dOleo de eucalipto, apresenta boa estabilidade fisica, quando submetidas a

06 ciclos nas temperaturas de 4°C e 45°C.

Os resultados dos referidos autores descritos anteriormente, ndo estao
distantes dos resultados encontrados no presente trabalho. A avaliacdo
macroscopica qualitativa das nanoemulsées de babacgu (Orbignya phalerata
Martius) NEBBS02 e NEBBS03 nao sofreram alteragdes quanto aos aspectos
fisicos (cor, fluidez, auséncia de precipitados, separacdo de fases) quando
submetidas a 05 ciclos nas temperaturas de 4°C e 37,5°C por 24h, avaliadas

em cinco dias consecutivos.

Contudo, os resultados obtidos apontaram variacbes em relacédo ao DH
(nm) e PDI para nanoemulsdo NEBBS02, quando submetida as condi¢des de
armazenamento, nas temperaturas 4°C e 37,5°C, diferentemente do PDI
quando comparadas as condi¢cbes de armazenamento a temperatura ambiente
(item 6.1. pag. 66). Isso sugere que para esta formulagdo, a preservagao da
estabilidade do PDI é garantida quando armazenada a temperatura ambiente,
pois ndo foram observadas alteracbes do PDI quando submetida a esta

condigao.

Para a nanoformulacdo NEBBSO03 nao foi verificado sinais bruscos de
instabilidade quando submetidas as temperaturas 4°C e 37,5°C e
concomitantemente a temperatura ambiente (item 6.1. pag. 67), o que sugere
gue a mesma pode ser armazenada a longos periodos a temperatura ambiente
e submetidas ao resfriamento e aquecimento por cinco dias consecutivos, sem

comprometer sua estabilidade fisica.
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7.6. Microscopia Eletréonica de Transmissao (MET)

Trabalhos disponiveis na literatura ressaltam a natureza morfologica de
nanoemulsdes contendo 6leos vegetais para o formato esférico, como pode ser
verificado no trabalho publicado pelos pesquisadores Ghosh et al., (2013b).
Seus resultados MET demonstraram goticulas esféricas na faixa de 20-50 nm.
Outro estudo realizado foi o trabalho desenvolvido pelos pesquisadores Liang
et al., (2012), os quais formularam nanoemulsées contendo oleo de hortela-
pimenta e triacilglicerol de cadeia média. Os resultados de microscopia 6ptica

acusaram goticulas esféricas bem distribuidas.

No presente trabalho, as fotomicrografias obtidas quanto ao aspecto
morfolégico das goticulas confirmam com os dados da literatura (Ghosh et al.,
2013b; Liang et al., 2012) que ressaltam a natureza esférica das goticulas. Os
resultados apontam ainda que as nanogoticulas presentes na nanorformulagao
de babacu (NEBBS03) mantiveram-se bem distribuidas n&do sofrendo influéncia
dos solventes utilizados quanto a preparagdo da amostra e fornece uma
informagéo importante quanto a eficacia do tensoativo utilizado para estabilizar
as goticulas de 6leo.

Os dados quantitativos obtidos do tamanho das particulas em MET
apontaram particulas menores em comparacdo com os dados obtidos pela
técnica DLS, isso foi possivel observar pela curva de distribuicdo do tamanho
representada na Figura 33. Conforme Silva et al., (2012) o MET pode ser
utilizado para confirmar o didmetro das goticulas de 6leo. Dessa forma, a
nanoformulacdo NEBBSO03 contendo 6leo de babacgu (Orbignya phalerata

Martius) foi morfologicamente caracterizada.
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7.7. Atividade antioxidante in vitro do oleo livre e das
NEBBS

A espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrébnica EPR,
consiste numa técnica de alta sensibilidade na deteccédo de radicais livres, por
essa razdo vem sendo aplicada em estudos de estabilidade oxidativa e
atividade antioxidante. Dessa forma, moléculas classificadas paramagnéticas
s&o identificadas gerando um sinal EPR padrdo. O grande diferencial desta
técnica de avaliacdo é a sua alta sensibilidade, fator que fica prejudicado nas
avaliagdes antioxidantes colorimétricas tradicionais. Mais especificamente na
avaliagao de potencial oxidante de 6leos vegetais, que possuem algum tipo de
sinal de absorbancia, os ensaios colorimétricos podem ficar comprometidos,

produzindo erros de analise.

O radical livre DPPH" é um composto paramagnético e bastante
utilizado em ensaios para avaliar atividade antioxidante. Conforme Naik et al.
(2014) a deteccdo do radical livre DPPH" por EPR em extratos oleosos
antioxidantes resulta na obtencdo de um espectro complexo que reduz a
intensidade do sinal padrao. Para Pereira (2008) o radical DPPH’ consiste em
um radical estavel e pode ser reduzido em meio alcodlico, quando em contato

com uma substancia antioxidante doadora de hidrogénio.

No presente trabalho, o sinal experimental EPR obtido para o radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") apresentado na Figura 34 (pag. 83),
esta de acordo quando comparados com outros espectros disponiveis na
literatura, como pode ser verificado na Figura 12 (pag. 56), dados de Santos
(2006). E corrobora com as afirmagdes de Naik et al., (2014) e Pereira (2008).
Com base na hipotese que a acido antioxidante do dleo de babacgu pode ser
melhorada a partir da nanoestruturagado do 6leo, os resultados encontrados no
presente trabalho demonstraram que para o 6leo de babacgu in natura na forma
nanoestrurado a acdo antioxidante foi maior quando comparado ao 6leo de
babacu no seu estado bruto, conforme demonstrado na Figura 35 (A) (pag. 84)

e Figura 36 (pag. 86), respectivamente.
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Segundo Budilarto & Kamal-Eldin, (2015) os componentes menores
(tais como; fosfolipidios, tocoferdis, trocotrienois e outros) presentes nos 6leos
vegetais, extraidos principalmente das palmaceas s&o anfifilicos e
permanecem ativos na superficie de uma emulsdo. O aumento do efeito
antioxidante do 6leo de babacgu presente nas nanoemulsdes investigadas no

presente estudo pode estar relacionado com o aumento da area de superficie.

Com a diminui¢do do tamanho das goticulas de dleo de babagu para
escala nanométrica, aumentam-se a area de superficie, € consequentemente o
numero de particulas por unidade de peso, com isso algumas propriedades
originais do 6leo no estado bruto podem sofrer modificagbes. Dessa forma,
acredita-se que as moléculas antioxidantes presentes no o6leo de babacgu
melhoram sua solubilidade, visto que esta € uma propriedade que se modifica

na escala nanométrica.

Foi constatado ainda quanto a preservacgao lipidica do 6leo de babacgu
contida nas nanoformulagcbes NEBBS02 e NEBBS03, uma vez que né&o foi
gerado sinal EPR para estas formulagbes quando analisadas no seu estado
puro, o que demonstra a inexisténcia de moléculas que apresentam e

desemparelhado em sua composi¢cédo ou degradagdo oxidativa.

Conforme Santos et al., (2013) o 6leo de babagu (Orbignya phalerata
Martius) é um produto constituido por mais de 60% de triacilglicerdis, com uma
alta concentracdo de acidos graxos saturados. Estes acidos graxos contém
somente ligagbes do tipo sp® carbono-carbono e sd3o os menos reativos
quimicamente, o que faz com que 6leos ou gorduras que contém quantidades
apreciaveis de unidades de acidos graxos saturados sejam mais estaveis

diante de um processo degradativo ou rancidez autoxidativa (JORGE, 2009).

Alguns 6leos vegetais comestiveis sao descritos na literatura quanto
suas propriedades antioxidantes, como demonstrado nas referéncias
Koztowska et al., (2012) (6leo de milho e dleo de soja); Naik et al., (2014) (6leo
de agrido) os pesquisadores avaliaram os efeitos antioxidantes de extratos

etandlicos destes 6leos, medindo sua capacidade de eliminar radicais livres
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DPPH’ usando espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR).
Seus resultados demonstraram um aumento significativo da estabilidade
oxidativa e potencial antioxidante para os 6leos de milho e soja quando
comparados ao antioxidante sintético BHA (amplamente utilizado na industria
de alimentos). Para o éleo de agrido a concentragao de 6leo foi decisiva para

predizer a estabilidade oxidativa e a eficiéncia antioxidante.

No presente trabalho também foi utilizado um antioxidante padréo
amplamente conhecido com a finalidade de comparar a atividade antioxidante
com as amostras analisadas. Os resultados indicaram que a nanoemulsao de
babacu NEBBS02 apresentou uma concentragdo efetiva de 0,4329 mg/mL

correspondente a uma concentragao igual de vitamina C.

Foi verificado que concentragcdes baixas de éleo de babacu in natura
nanoestruturado possuem uma maior agao antioxidante. De acordo com os
autores Naik et al.,, (2014) e Apak et al., (2013) os antioxidantes sé&o
substancias que funcionam a baixas concentragcbes para retardar ou inibir
significativamente a oxidagdo do substrato. Para Jorge (2009) na selegao de

antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes concentragdes (0,001 a 0,01%).
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8. CONCLUSAO

v' Conforme os resultados obtidos, foi possivel produzir nanoemulsdes a
base de Oleo de babagu (Orbignya phalerata  Martius)
macroscopicamente e nanoscopicamente estaveis com diametro
hidrodinamico (DH) entre 50 a 100 nm e com baixa polidispersividade
apresentando caracteristica quimica levemente acida a neutra, com

carga das goticulas predominantemente positiva e formato esférico.

v" A analise do potencial antioxidante in vitro por EPR confirmou a hipotese
do efeito maior para o O6leo de babagu in natura no estado
nanoestruturado. A partir destas afirmagdes, a nanoestruturagao do 6leo
de babacgu (Orbignya phalerata Martius), oriundo das cidades de Fortuna
e Caxias do estado do Maranh&o apresentam agao antioxidante, sendo
assim um produto promissor quanto sua aplicagdo na nanotecnologia de

alimentos, contribuindo assim para um melhor consumo deste produto.

v" Foi produzido um nanosistema de entrega com potencial antioxidante,

contendo 6leo de babagu (Orbignya phalerata Martius).
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