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RESUMO 
 

Astrocaryum vulgare Mart é uma espécie de palmeira nativa e não endêmica do 
Brasil, pertence à família Arecaceae e é popularmente conhecida como tucumã. O óleo 
fixo de frutos de A. vulgare possui, em sua composição química, diversos carotenóides, 
responsáveis por conferir a sua coloração alaranjada, sendo o β-caroteno, o 
majoritário, além de ácidos graxos e fitosteróis. As substâncias encontradas no óleo 
fixo de A. vulgare são de classes com atividades biológicas importantes; porém, de 
características lipofílicas, o que dificulta a sua utilização em muitos produtos de matriz 
aquosa. Nesse contexto, a obtenção de sistemas nanoestruturados é uma excelente 
estratégia para solucionar esse problema. O objetivo deste trabalho foi desenvolver 
uma nanoemulsão, contendo óleo fixo de frutos de A. vulgare, por método de baixo 
aporte de energia. Para isso, foi determinado o teor de β-caroteno presente no óleo, 
avaliada a atividade antioxidante frente aos radicais DPPH• e ABTS•+, e frente à 
inibição da oxidação lipídica do sistema β-caroteno/Ácido linoleico, avaliada a atividade 
inibitória da enzima tirosinase, determinado o valor de EHLr da fase oleosa da 
formulação, avaliada a influência de diferentes tensoativos sobre a nanoemulsificação, 
determinada a região de formação de nanoemulsão no diagrama pseudoternário e 
avaliada a estabilidade da nanoemulsão escolhida, por 90 dias. O óleo de A. vulgare 
possui um teor de 272,67 mg de β-caroteno por grama de óleo. O EC50 para o radical 
DPPH• foi de 0,676 mg/mL, o TEAC para o radical ABTS•+ foi de 908,29 µM Trolox/mg 
de óleo e o percentual de inibição da oxidação do sistema β-caroteno/Ácido linoleico foi 
de 47,36%. A enzima tirosinase foi 96,94% inibida na primeira hora e 99,33% na 
segunda hora de análise. O EHLr da fase oleosa foi determinado como 14 e o melhor 
par de tensoativo foi PPG-5-Ceteth-20 e Sorbitan Oleate, obtendo-se uma 
nanoemulsão estável com tamanho médio de gotícula de 174,1 nm, PDI de 0,295 e 
potencial zeta de 20,7 mV, em módulo. Dessa maneira, o óleo fixo de A. vulgare possui 
potencial na redução do melasma na pele. Além disso, a nanoemulsão apresenta um 
potencial no uso como nanocosmético verde, visto que sua produção utiliza métodos 
de baixo aporte de energia, sem aquecimento e sem uso de solventes orgânicos. 

 
Palavras-chave: Astrocaryum vulgare; óleo de tucumã; nanoemulsão; antioxidante; 
melasma. 



 

ABSTRACT 
 

Astrocaryum vulgare Mart is a species of palm native and not endemic from Brazil, 
belonging to the Arecaceae family, it is popularly known as tucumã. The fixed oil of A. 
vulgare fruits has in its chemical composition several carotenoids, responsible for giving 
its orange color, with β-carotene being the major factor besides fatty acids and 
phytosterols. The compounds found in the fixed oil of A. vulgare are from classes with 
important biological activities; however, with lipophilic characteristics, which makes it 
difficult to use in many aqueous matrix products. In this context, obtaining 
nanostructured systems is an excellent strategy to solve this problem. The aim of this 
work was to develop a nanoemulsion containing fixed oil from A. vulgare fruits using a 
low energy method. For this, the content of β-carotene present in the oil was 
determined, the antioxidant activity was evaluated against the radicals DPPH•, ABTS•+ 
and against of inhibition of lipidic oxidation of β-carotene/Linoleic acid system, the 
inhibitory activity of the tyrosinase enzyme was evaluated, the HLBr value of the oil 
phase of the formulation was determined, evaluated at influence of different surfactants 
on the nanoemulsification, the region of formation of the nanoemulsion in the pseudo 
ternary diagram was determined and the stability of the chosen nanoemulsion for 90 
days was evaluated. A. vulgare oil has a content of 272.67 mg of β-carotene per gram 
of oil. The EC50 for the DPPH• radical was 0.676 mg/mL, the TEAC for the ABTS•+ 
radical was 908.29 µM Trolox/mg of oil and the percentage of oxidation inhibition was 
47.36%. The tyrosinase enzyme was 96.94% inhibited in the first hour and 99.33% in 
the second hour of analysis. The HLBr of the oil phase was determined to be 14 and the 
best surfactant pair was PPG-5-Ceteth-20 and Sorbitan Oleate, obtaining a stable 
nanoemulsion with an average droplet size of 174.1 nm, PDI of 0.295 and zeta potential 
of 20.7 mV, in module. In this way, the nanoemulsion containing fixed oil of A. vulgare 
has great potential for reducing melasma on the skin. Moreover, the nanoemulsion has 
a potential for use as a green nanocosmetic, since its production uses low energy input 
methods, without heating and without using organic solvents. 

 
Keywords: Astrocaryum vulgare; tucumã oil; nanoemulsion; antioxidant; melasma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano e possui, como uma das suas 

principais funções, a proteção contra agentes externos, como patógenos e radiação 

UV, que ocorre pela formação da melanina, de forma fisiológica, em células 

específicas, na epiderme da pele humana, nos cabelos e na retina dos olhos. 

Embora a pigmentação seja um processo fisiológico, em algumas pessoas pode 

ocorrer o processo de hiperpigmentação da pele, devido à produção excessiva de 

melanina. Essa hiperpigmentação promove um transtorno cutâneo, conhecido como 

melasma, caracterizado pela presença de regiões amarronzadas na pele da face, o que 

produz um impacto negativo na autoestima e na qualidade de vida das pessoas 

acometidas por essa alteração. 

Fatores como a exposição solar, estresse, má alimentação e tabagismo podem 

contribuir para o aparecimento do melasma na pele, além de contribuírem para a 

formação de radicais livres em excesso. 

Os radicais livres são formados, naturalmente, como subprodutos do 

metabolismo celular e desempenham papel importante, envolvidos em processos 

fisiológicos diversos; entretanto, sua produção em excesso, chamada de estresse 

oxidativo, tem efeitos nocivos ao organismo. As substâncias que impedem ou retardam 

os efeitos deletérios do estresse oxidativo na pele são conhecidas como antioxidantes. 

Popularmente conhecida como tucumã, uma das muitas palmeiras encontradas 

na região amazônica, tem frutos amplamente consumidos e utilizados pela população 

local. O óleo fixo extraído de seus frutos apresenta uma coloração alaranjada 

característica e possui diversas atividades biológicas descritas na literatura.
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As substâncias encontradas no óleo fixo de tucumã são de classes com 

atividades biológicas importantes; porém, de características lipofílicas, o que dificulta a 

sua utilização em muitos produtos de matriz aquosa. Nesse contexto, a obtenção de 

sistemas nanoemulsionados é uma excelente estratégia para solucionar esse 

problema. 

As nanoemulsões do tipo óleo em água apresentam papel de destaque para 

essa finalidade. As nanoemulsões são consideradas opções viáveis para encapsulação 

de substâncias que possuem baixa solubilidade em água. Essa estratégia permite a 

obtenção de produtos aquosos e possível incremento da biodisponibilidade das 

substâncias ativas presentes na formulação. Elas são sistemas cineticamente estáveis, 

com tamanho de gotícula da ordem de poucos nanômetros e que, usualmente, 

apresentam aparência transparente ou translúcida. 

Diferentes processos são utilizados para o preparo de nanoemulsões, 

normalmente divididos entre metodologias de alto aporte de energia e baixo aporte de 

energia e possibilitam sua aplicação direta em produtos como agroquímicos, 

medicamentos, cosméticos e alimentos. 

A principal metodologia para determinação do tamanho de gotícula de 

nanoemulsões envolve o espalhamento dinâmico da luz. No entanto, outras mais 

acuradas, capazes de estimar, de forma mais exata, a variação no tamanho de gotícula 

e a estabilidade das nanoemulsões, como a metodologia de microscopia eletrônica de 

transmissão, têm sido consideradas ferramentas poderosas para essa finalidade. 

Nesse contexto, nanoemulsões são excelentes opções viáveis para a incorporação de 

óleos fixos em matrizes aquosas e o desenvolvimento de produtos cosméticos 

contendo óleos vegetais. 



18 
 

Desta forma, empregar um óleo fixo da biodiversidade brasileira, na forma de um 

sistema nanoemulsionado, que apresente estabilidade, atividade antioxidante e 

inibidora da tirosinase, mostra ser um desafio a pesquisadores para oferecer um 

produto cosmético inovador para a pele. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Astrocaryum vulgare Mart 

 

Pertencente à família Arecaceae, Astrocaryum vulgare (Figura 1) é uma espécie 

de palmeira nativa e não endêmica do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020). 

 

 

Figura 1. Astrocaryum vulgare (INPN, 2020) 

 

Popularmente conhecida como tucumã (MORAIS; GUTJAHR, 2012; SHANLEY, 

2015) e tucumã-do-pará (LUNZ et al., 2010; MORAIS; GUTJAHR, 2012; OLIVEIRA et 

al., 2012), é encontrada nos domínios fitogeográficos Amazônia e Cerrado e distribuída 

nos estados do Amapá, Pará, Tocantins, Maranhão e Goiás (Figura 2) (FLORA DO 

BRASIL, 2020). Possui quatro sinonímias descritas Astrocaryum awarra, Astrocaryum 

guianense, Astrocaryum segregatum, Astrocaryum tucumoides (THE PLANT LIST, 

2013).  
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Figura 2. Distribuição do tucumã no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020) 

 
A palmeira do tucumã cresce em forma de touceiras, podendo atingir de 10 a 15 

m de altura (LIMA et al., 1986; MORAIS; GUTJAHR, 2012). Seus frutos (Figura 3) 

apresentam-se na forma de cachos de até 1,20 m de comprimento (Figura 4). Além 

disso, possui, em toda extensão de seus troncos e folhas, espinhos escuros (Figura 5) 

(LIMA et al., 1986; LUNZ et al., 2010; MORAIS; GUTJAHR, 2012, OLIVEIRA et al., 

2012). 

 

 

Figura 3. Fruto de tucumã em corte transversal (MORAIS; GUTJAHR, 2012)
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Figura 4. Cacho de frutos de tucumã (INPN, 2020) 

 

 

Figura 5. Ilustração de Astrocaryum vulgare (Biodiversity Heritage Library, 2020) 

 

Diversos trabalhos encontrados na literatura descrevem várias atividades do 

óleo de A. vulgare, como atividade anti-hiperglicemiante (BALDISSERA et al., 2017a; 
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BALDISSERA et al., 2017b; BALDISSERA et al., 2017c; BALDISSERA et al., 2018), 

antioxidante (SANTOS et al., 2015; BALDISSERA et al., 2017b), anti-inflamatória 

(BONY et al., 2012a; BONY et al., 2012b), ação redutora do estresse oxidativo hepático 

(BALDISSERA et al., 2018), antimicrobiana (JOBIM et al., 2014) e despigmentante da 

pele (TEIXEIRA et al., 2012). 

O óleo de tucumã (Figura 6) é rico em ácidos graxos, sendo os ácidos oleico e 

palmítico, os majoritários (OBOH et al., 1988; MAMBRIM et al., 1997; BORA et al., 

2001; FERREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010; BONY et al., 2012a; SANTOS 

et al., 2013; BALDISSERA et al., 2017a; SANTOS et al., 2017; SERRA et al., 2019). 

Possui elevado teor de carotenoides, principalmente β-caroteno (OBOH et al., 1988; 

ROSSO; MERCADANTE, 2007; FERREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010; 

ROJAS-GARBANZO et al., 2011; BONY et al., 2012b; SAINI et al. 2015; SANTOS et 

al., 2015a; SANTOS et al., 2015b; MATOS et al., 2019; SERRA et al., 2019) e 

fitosteróis  (OBOH et al., 1988; FERREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010; 

BONY et al., 2012b; SANTOS et al., 2013; MATOS et al., 2019). 

 

 

Figura 6. Óleo fixo de frutos de A. vulgare (Própria autora)
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2.2. Pele 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano e representa em torno de 10% de todo 

o peso corporal (BENSON et al., 2019). É originada do mesoderma e ectoderma 

embrionário e, quando está na sua forma íntegra, possui, como principal função, a 

proteção do organismo frente à contaminação de vírus, parasitas, fungos, bactérias, 

radiação e produtos químicos (MANCINI, 2004; BENSON et al., 2019). 

A pele é constituída de quatro estruturas: o estrato córneo (1), a epiderme (2), a 

derme (3) e o tecido subcutâneo (4) (Figura 7), além de possuir apêndices como 

folículos pilosos, glândulas apócrinas e ductos sudoríparos (BENSON et al., 2019).  

 

Figura 7. Desenho esquemático da pele humana (Própria autora, criado em 

BioRender.com) 

 

O tecido subcutâneo (4), anteriormente chamado de hipoderme, é formado por 

tecido conjuntivo frouxo e células de gordura. Possui, como principais funções, 
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absorver impactos e armazenar energia, além de atuar como isolante térmico 

(BENSON et al., 2019). 

A derme (3) possui de 0,1 a 0,5 cm de espessura e é formada por, 

aproximadamente, 70% de fibras de colágeno, o que promove sustentação e 

elasticidade ao tecido cutâneo. A maioria das células que constitui a derme são os 

fibroblastos, além de apresentar células do sistema imune. Além disso, é na derme que 

se encontram os receptores dos nervos sensoriais e os vasos sanguíneos, que irão 

irrigar as camadas mais superiores do tecido (BENSON et al., 2019). 

A epiderme (2) é formada por várias camadas de células em diferentes níveis de 

diferenciação celular. A camada celular mais próxima à derme é denominada camada 

basal e é constituída por células cubóides, basófilas, que repousam sobre a membrana 

basal, que faz a separação entre a derme e a epiderme. A camada basal possui 

intensa atividade mitótica e é rica em células tronco. Logo acima da camada basal, há 

a camada espinhosa, formada por células cubóides, núcleo central e com feixes de 

filamentos de queratina, no citoplasma. Acima da camada espinhosa, há a camada 

granulosa, que contém apenas algumas camadas de células achatadas, com núcleo 

central e citoplasma rico em grânulos de querato-hialina. Logo acima, há a camada 

lúcida, que é formada por uma fina camada de células achatadas e sem núcleo. O 

citoplasma possui inúmeros filamentos de queratina. Essa camada é vista com mais 

facilidade na pele espessa. Acima da camada lúcida, tem-se o estrato córneo 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; BENSON et al., 2019). 

O estrato córneo (1) possui aproximadamente 10-20 µm de espessura, sendo a 

parte mais externa da pele. É constituído de células achatadas, anucleadas e mortas e 

que possuem o citoplasma repleto de queratina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O 
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estrato córneo é a principal barreira de proteção, devido a sua elevada densidade e sua 

baixa hidratação, quando comparado ao restante da pele (BENSON et al., 2019). 

 

2.3 Melanogênese e melasma 

 

A melanogênese é um processo fisiológico de pigmentação da pele, por meio da 

produção de melanina (CHO et al, 2012; LAI et al., 2018). A biossíntese da melanina 

ocorre nos melanossomos, que são organelas localizadas no interior dos melanócitos 

e, em seguida, transportadas para os queratinócitos. Os melanócitos são células 

especializadas, sendo encontrados na epiderme da pele humana, cabelos e na retina 

dos olhos, na proporção de 1:36, em relação aos queratinócitos (LAI et al., 2018; 

PILLAIYAR et al., 2018). 

A síntese da melanina ocorre a partir da oxidação de L-tirosina em L-DOPA, pela 

ação da enzima tirosinase (TYR). Em seguida, L-DOPA é convertida em dopaquinona 

(DQ) que será convertida em eumelanina ou em feomelanina, dependendo do tipo de 

estímulo recebido (Figura 8) (PILLAIYAR et al., 2018). 
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Figura 8. Esquema simplificado da síntese de melanina (Própria autora, criado em 

BioRender.com). 

 

A eumelanina é responsável pela formação da melanina preta e marrom, 

enquanto a feomelanina é responsável pela melanina vermelha e amarela. A proporção 

entre eumelanina e feomelanina é responsável pelos fenótipos da pele humana 

(BERNARD; BERTHON, 2000; CHANG, 2012; PILLAIYAR et al., 2018). 

A hiperpigmentação da pele devido à produção excessiva de melanina promove 

um transtorno cutâneo conhecido como melasma, uma dermatose comum que se 

caracteriza pela presença de máculas marrons, na pele mais exposta à radiação solar, 

como a face (RIGOPOULOS et al., 2007; MIOT et al., 2009; JIANG et al., 2018; POLLO 

et al., 2018). Essa condição acomete, majoritariamente, mulheres em idade fértil; 

entretanto, também pode ocorrer em homens, porém, em menor incidência (MIOT et 

al., 2009; VACHIRAMON et al., 2012). 
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O melasma é uma condição multifatorial frequentemente associada ao uso de 

hormônios anticoncepcionais sintéticos e à gravidez. Além disso, a predisposição 

genética e a exposição solar excessiva também contribuem para o surgimento e a piora 

do quadro (RIGOPOULOS et al., 2007). 

Por se tratar de uma dermatose que se manifesta na face, o melasma produz um 

impacto negativo na autoestima e qualidade de vida dos indivíduos com esta condição 

(MIOT et al., 2009; JIANG et al., 2018; POLLO et al., 2018). 

A redução do melasma é realizada utilizando uma série de ativos de uso tópico e 

terapias físicas como peelings e laser (RENDON et al., 2006; MIOT et al., 2009; 

SALEM et al., 2009). Os ativos clareadores mais utilizados e seus respectivos 

mecanismos de ação estão descritos no Quadro 1. 

 

Quadro 1. Substâncias mais utilizadas na redução do melasma e seus mecanismos de 

ação (RENDON et al., 2006; SARKAR et al., 2014). 

Substância Mecanismo de ação 

Hidroquinona Inibe a atividade da enzima tirosinase 

Ácido azelaico Ação antiproliferativa nos melanócitos 

Ácido ascórbico Reduz a melanina oxidada 

Ácido kójico Inibe a atividade da enzima tirosinase 

 

O uso desses ativos clareadores do melasma, em geral, é insatisfatório, visto 

que não promovem um clareamento definitivo, além de promoverem irritações na pele 

(RENDON et al., 2006; MIOT et al., 2009). Dessa maneira, o uso de produtos de 

origem natural, como potenciais ativos para a redução do melasma, estão sendo 

estudados e têm se mostrado promissores e sugerindo, inclusive, novos mecanismos 
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de ação, como a inibição de radicais livres, que estariam associados à ativação da 

tirosinase, promovendo um aumento na síntese de melanina (SARKAR et al., 2020). 

 

2.4 Antioxidante 

 

Antioxidantes são substâncias capazes de reagir rapidamente com radicais livres 

impedindo sua ação (MOLYNEUX, 2004; ATKINS; JONES, 2006). Os radicais livres 

são formados, naturalmente, como subprodutos do metabolismo celular e 

desempenham um papel importante, pois estão envolvidos em processos fisiológicos 

como produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular e sinalização 

intercelular (ATKINS; JONES, 2006; ALVES et al., 2010); entretanto, sua produção em 

excesso, chamada de estresse oxidativo, têm efeitos nocivos ao organismo, como 

alterações na membrana plasmática, danos ao DNA e ao RNA, produzindo danos 

celulares irreversíveis e contribuindo para o surgimento de diversas patologias como 

câncer e doenças cardiovasculares, além de promover o envelhecimento precoce da 

pele (ALVES et al., 2010; FRIES; FRASSON, 2011). Alguns hábitos de vida podem 

contribuir para a produção excessiva de radicais livres, tais como o tabagismo, 

exposição prolongada à radiação UV, consumo de álcool e poluição (FRIES; 

FRASSON, 2011). 

As substâncias que possuem atividade antioxidante são aquelas que impedem 

ou retardam os efeitos deletérios do estresse oxidativo na pele (SCOTTI et al., 2007). 

As substâncias antioxidantes podem ser classificadas como primárias, sinérgicas, 

removedoras de oxigênio, biológicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos, 

dependendo do mecanismo de ação associado a elas (RAMALHO; JORGE, 2006).



29 
 

As substâncias classificadas como primárias são aquelas que atuam inativando 

os radicais livres, por meio da doação de átomos de hidrogênio, como a glutationa e 

seus derivados (RAMALHO; JORGE, 2006; SCOTTI et al., 2007). 

As sinérgicas são substâncias que possuem a função de promover um 

incremento da atividade antioxidante, das substâncias primárias, quando utilizadas em 

conjunto (RAMALHO; JORGE, 2006). O ácido ascórbico é um exemplo de antioxidante 

sinérgico, quando usado em associação com a vitamina E, pois promove a 

regeneração da vitamina E, na membrana celular oxidada (SCOTTI et al., 2007). 

As substâncias removedoras de oxigênio são aquelas que impedem a 

autoxidação pela captura do oxigênio livre, no meio celular. O ácido ascórbico e seus 

derivados são classificados como removedores de oxigênio, além de serem 

antioxidantes sinérgicos (RAMALHO; JORGE, 2006). 

As enzimas como a ubiquinona (coenzima Q-10) são classificadas como 

antioxidantes biológicos e atuam neutralizando oxigênios reativos, pela transferência de 

prótons (RAMALHO; JORGE, 2006; SCOTTI et al., 2007). 

Os agentes quelantes complexam íons metálicos, que são catalisadores das 

reações oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006). As substâncias mais utilizadas são o 

ácido cítrico e o ácido lipóico (FRIES; FRASSON, 2011). 

Por fim, os antioxidantes mistos são aqueles que incluem os derivados de 

produtos naturais e podem atuar por mais de um mecanismo de ação, como os 

carotenóides, em especial o β-caroteno, que atua pelo mecanismo de fotoxidação e 

neutralização do oxigênio singleto, e os derivados do ácido cinâmico, como o ácido 

caféico, que atuam como removedores de oxigênio e antioxidante sinérgico 

(RAMALHO; JORGE, 2006; SCOTTI et al., 2007). 
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Para determinar o potencial antioxidante de uma substância, existem diversas 

análises in vitro, como a metodologia de captura do radical DPPH•, a metodologia de 

captura do radical ABTS•+, a metodologia de inibição de radicais livres gerados durante 

a peroxidação do ácido linoleico (sistema β-caroteno/ácido linoleico), a metodologia 

ORAC (Capacidade de Absorção de Radicais de Oxigênio), entre outros. 

As metodologias de captura do radical DPPH•, radical ABTS•+ e o sistema β-

caroteno/ácido linoleico são baseadas na transferência de elétron singleto e avaliam a 

capacidade, das substâncias antioxidantes, de reduzir o radical livre sintético, que tem 

a sua coloração alterada, quando ocorre a redução (RUFINO et al., 2006; NORMAH; 

HANAPI, 2019). Essas são metodologias colorimétricas, pois têm a  atividade medida 

pela redução da absorbância; ou seja, quanto maior o decréscimo da absorbância, 

maior será a redução da substância oxidante (RUFINO et al, 2006; RUFINO et al., 

2007a; RUFINO et al., 2007b; NORMAH; HANAPI, 2019). 

A metodologia ORAC é baseada na transferência de átomos de hidrogênio e 

atua pela competição, entre antioxidantes e substratos, por radicais peroxila gerados 

termicamente, por meio da decomposição de compostos azo (NORMAH; HANAPI, 

2019). Nesse ensaio, a atividade antioxidante é medida a partir da área sob a curva da 

redução da fluorescência versus o tempo. A principal vantagem de utilização da 

metodologia ORAC é a semelhança do seu mecanismo de ação com o mecanismo 

fisiológico de oxidação (BISBY et al., 2008; NORMAH; HANAPI, 2019). 
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2.5 Nanoemulsões 

 

Nanoemulsões são sistemas dispersos de pequenas gotículas de dois líquidos 

imiscíveis e cineticamente estáveis (SOLANS et al., 2005; ANTON et al., 2008; 

GUTIÉRREZ et al., 2008; BRUXEL et al., 2012; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Possui 

tamanho médio de gotícula de 20-200 nm (IZQUIERDO et al., 2004; SOLANS et al., 

2005; MAESTRO et al., 2008; GUTTOFF et al., 2015; KOMAIKO et al., 2015; MUSAZZI 

et al., 2018); entretanto, alguns autores consideram sistemas com até 500 nm como 

nanoemulsões (FORGIARINI et al., 2000; ANTON et al., 2008; GUTIÉRREZ et al., 

2008; BERNARDI et al., 2011; SOLANS; SOLÉ, 2012) 

Podem se apresentar na forma de sistemas óleo em água (O/A), água em óleo 

(A/O) ou nanoemulsões múltiplas como água, óleo, água (A/O/A) ou óleo, água, óleo 

(O/A/O) (Figura 9) (SOLANS et al., 2005; GUTIÉRREZ et al., 2008; SOLÉ et al., 2012; 

JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

 

 

Figura 9. Tipos de nanoemulsões (Própria autora).
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As metodologias de obtenção de uma nanoemulsão podem ser divididas em 

metodologias que utilizam alto aporte de energia e aquelas que fazem uso do baixo 

aporte de energia (TADROS et al., 2004; SOLANS et al., 2005; McCLEMENTS; RAO, 

2011; OSTERTAG et al., 2012; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

As metodologias de alto aporte de energia envolvem elevadas forças de 

cisalhamento, como as induzidas por homogeneizadores de alta pressão, 

microfluidizadores e sonicação (SOLANS et al., 2005; RAO; McCLEMENTS, 2010; 

QIAN; McCLEMENTS, 2011; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Após o preparo de uma 

emulsão convencional, a fase dispersa é reduzida a gotículas diminutas em escala 

nanométrica, por meio do fornecimento de alta energia (QIAN; McCLEMENTS, 2011; 

JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Devido à necessidade de investimentos de alto custo, 

as metodologias de alto aporte de energia são mais usadas em escala industrial de 

produção de sistemas nanoemulsionados (JAFARI; McCLEMENTS, 2018).  

Já as metodologias de baixo aporte de energia envolvem formação espontânea 

de pequenas gotículas em misturas específicas de tensoativo, óleo e água (JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). As metodologias de obtenção que utilizam baixo aporte 

energético mais utilizadas são as de inversão de fase por temperatura, emulsificação 

espontânea ou auto-emulsificação e a metodologia por inversão da composição 

(SOLANS et al., 2005; RAO; McCLEMENTS, 2010; SOLANS; SOLÉ, 2012; JAFARI; 

McCLEMENTS,2018). 

A emulsificação espontânea ou auto-emulsificação baseia-se na diluição da fase 

externa, que induz à difusão dos componentes mais hidrofílicos, da fase orgânica para 

a fase aquosa, sem que ocorra alteração na curvatura do tensoativo (SOLANS; SOLÉ, 

2012; SABERI et al., 2013; DAVIDOV-PARDO; McCLEMENTS, 2015). Já a inversão de 

fases refere-se à transição de fases envolvendo inversão da curvatura do(s)
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tensoativo(s) utilizado(s) ou, até mesmo, transição de estruturas contendo um filme de 

tensoativo com curvatura zero. A transição de fases pode ocorrer à temperatura 

constante e com variação da composição (PIC – do inglês phase inversion composition 

method) ou composição constante e variação da temperatura (PIT – do inglês phase 

inversion temperature method) (ANTON et al., 2008; OSTERTAG et al., 2012; 

SOLANS; SOLÉ, 2012; GONÇALVES et al., 2019). A escolha da metodologia de 

preparação da nanoemulsão depende de diversos fatores como a natureza do material 

a ser homogeneizado, o comportamento físico-químico desejado e a aplicação do 

produto final (SOLANS et al., 2005; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

As nanoemulsões são sistemas termodinamicamente instáveis, assim como as 

emulsões convencionais, causadas pelas interações moleculares que são 

desfavoráveis na interface óleo-água, o que favorece a separação das fases (SOLANS 

et al., 2005; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Devido a essa instabilidade, as 

nanoemulsões estão mais sujeitas a sofrerem os efeitos da separação gravitacional 

que ocasiona a formação da cremagem ou sedimentação, dependendo da densidade 

da fase oleosa. Além disso, a instabilidade termodinâmica também pode ocasionar 

floculação, coalescência e amadurecimento de Ostwald (Figura 10) (JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). 
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Figura 10. Tipos de instabilidade das nanoemulsões (Adaptado de JAFARI. 

McCLEMENTS, 2018). 

 

A cremagem ou sedimentação é um processo em que as gotículas dispersas se 

unem e, por diferença de densidade, entre a fase oleosa e a fase aquosa, sobem à 

superfície, formando uma camada de emulsão mais concentrada semelhante a uma 

nata (cremagem) ou descem ao fundo, formando uma camada mais espessa 

(sedimentação). Esse processo é reversível e a formulação pode retornar a seu estado 

original por agitação leve; entretanto, não é desejável que a sua formação ocorra, pois 

é um sinal claro de instabilidade física (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016; 

JAFARI; McCLEMENTS, 2018).  

A floculação é uma união instável e reversível entre as gotículas, formando 

aglomerados que se comportam como uma unidade. Sua formação ocorre quando as 

forças atrativas de Van der Walls das gotículas são superiores às forças repulsivas que 

mantém as gotículas separadas. Os floculados podem ser desfeitos por agitação leve 

e, assim, a formulação retorna ao seu estado original (SOLANS et al., 2005; AULTON; 

TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 
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A coalescência é uma etapa de instabilidade posterior à floculação, quando as 

gotículas atraídas fundem-se, formando gotículas maiores. É um processo irreversível 

e contínuo, que só cessa quando ocorre a separação de fases e, consequentemente, a 

quebra da emulsão (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). 

O amadurecimento de Ostwald ocorre quando as gotículas menores diminuem e 

as gotículas maiores de fundem e aumentam de tamanho devido à difusão, das 

moléculas da fase dispersa, para a fase contínua. O amadurecimento de Ostwald pode 

ser inibido utilizando-se uma fase oleosa com baixa solubilidade em água ou 

adicionando substâncias inibidoras do amadurecimento como, por exemplo, 

triglicerídeos de cadeia longa, como óleo de girassol e palma (SOLANS et al., 2005; 

WOOSTER et al., 2008; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

A caracterização das nanoemulsões pode ser realizada utilizando diversas 

metodologias analíticas. A distribuição dos tamanhos de gotícula é avaliada utilizando a 

o espalhamento dinâmico da luz (DLS – do inglês dinamic light scattering). O 

equipamento mede a intensidade de luz espalhada pelo movimento Browniano das 

gotículas e a quantidade de luz espalhada é diretamente proporcional ao tamanho das 

gotículas. Além disso, o DLS fornece informações de índice de polidispersão (PDI) e 

potencial zeta (TADROS et al., 2004; GRAPENTIN et al., 2015; JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). As características morfológicas das nanoemulsões podem ser 

analisadas por meio de metodologias como a microscopia eletrônica ou de força 

atômica (RAO; McCLEMENTS, 2010; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

O índice de polidispersão (PDI) indica a variedade de populações de micelas 

presentes na formulação; ou seja, quanto maior o valor de PDI, maior a variabilidade 

populacional. Sabe-se que, em preparações farmacêuticas, é incomum que as 
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gotículas sejam completamente monodispersas, sendo mais comumente encontrados 

sistemas polidispersos; entretanto, um sistema com um baixo índice de polidispersão é 

um sistema mais estável e, portanto, um gráfico de dispersão monomodal é o desejável 

(AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

O potencial zeta é utilizado como um parâmetro para avaliação da estabilidade 

das formulações frente à floculação e é determinado observando o movimento das 

gotículas pela influência da corrente elétrica (AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). Quando seu valor se encontra superior a 30 mV, em módulo, 

indica que as forças repulsivas da dupla camada estão atuando com maior intensidade 

do que as forças atrativas de Van der Waals; assim, há menor tendência à formação de 

floculado e, consequentemente, menor possibilidade de ocorrer coalescência e quebra 

da emulsão (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976; MAHDI et al., 2011; 

AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e caracterizar nanoemulsões cosméticas contendo óleo fixo de 

frutos de tucumã (Astrocaryum vulgare Mart.). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Quantificar o teor de β-caroteno presente no óleo fixo de frutos de A. vulgare; 

● Avaliar o perfil de decomposição térmica do óleo fixo de frutos de A. vulgare; 

● Avaliar a atividade antioxidante in vitro do óleo fixo de frutos de A. vulgare; 

● Avaliar a atividade inibitória in vitro da tirosinase pelo óleo fixo de frutos de A. 

vulgare; 

● Determinar o equilíbrio hidrófilo-lipófilo requerido (EHLr) da fase oleosa da 

formulação; 

● Avaliar a influência de diferentes tensoativos sobre a nanoemulsificação; 

● Determinar a região de formação de nanoemulsões no diagrama de fases 

pseudoternário; 

● Avaliar a atividade inibitória in vitro da tirosinase pelo nanoemulsão obtida; 

● Avaliar a estabilidade da nanoemulsão obtida. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material 

 

● Óleo fixo de polpa de frutos de tucumã (Figura 11) 

Fornecedor: Amazon Oil 

Lote: AMO 255-001/0318 

INCI: Astrocaryum Tucuma Fruit Oil 

 

 

Figura 11. Óleo fixo de polpa de frutos de A. vulgare (Própria autora). 
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● Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•) (Figura 12) 

Fabricante: Sigma  

 

 

Figura 12. Estrutura química do radical DPPH• (Própria autora). 

 

● Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS•+) (Figura 13) 

Fabricante: Sigma 

 

 

Figura 13. Estrutura química do radical ABTS•+ (Própria autora). 
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● Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido carboxílico) (Figura 14) 

Fabricante: Sigma 

 

 

Figura 14. Estrutura química do Trolox (Própria autora). 

 

● L-tirosina (Figura 15) 

Fabricante: Sigma 

 

Figura 15. Estrutura química de L-tirosina (Própria autora). 

 

● Tirosinase de cogumelo  

Fabricante: Sigma 
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● Ácido kójico (Figura 16) 

Fabricante: Sigma 

 

 

Figura 16. Estrutura química do ácido kójico (Própria autora). 

 

● Isopropyl Palmitate (Figura 17) 

Fornecedor: Croda 

 

 

Figura 17. Estrutura química do Isopropyl Palmitate (Própria autora). 
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● Polysorbate 20 (Figura 18) 

Fornecedor: Synth 

EHL: 16,7 

 

 

Figura 18. Estrutura química do Polysorbate 20 (Própria autora). 

 

● PPG-5-Ceteth-20 (Figura 19) 

Fornecedor: Croda 

EHL: 16 

 

 

Figura 19. Estrutura química do PPG-5-Ceteth-20 (Própria autora). 
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● Polysorbate 40 (Figura 20) 

Fornecedor: Croda 

EHL:15,6 

 

 

Figura 20. Estrutura química do Polysorbate 40 (Própria autora). 

 

● Polysorbate 80 (Figura 21) 

Fornecedor: Synth 

EHL: 15 

 

 

Figura 21. Estrutura química do Polysorbate 80 (Própria autora). 
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● Polysorbate 60 (Figura 22) 

Fornecedor: Sigma 

EHL: 14,9 

 

 

Figura 22. Estrutura química do Polysorbate 60 (Própria autora). 

 

● PEG-6 Oleate (Figura 23) 

Fornecedor: Praid 

EHL: 13 

 

Figura 23. Estrutura química do PEG-6 Oleate (Própria autora). 
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● Polysorbate 85 (Figura 24) 

Fornecedor: Croda 

EHL: 11 

 

 

Figura 24. Estrutura química do Polysorbate 85 (Própria autora). 

 

● PEG-4 Oleate (Figura 25) 

Fornecedor: Praid 

EHL: 11 

 

 

Figura 25. Estrutura química do PEG-4 Oleate (Própria autora). 
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● PEG-6 Dioleate (Figura 26) 

Fornecedor: Praid 

EHL:10 

 

 

Figura 26. Estrutura química do PEG-6 Dioleate (Própria autora). 

 

● PEG-4 Dioleate (Figura 27) 

Fornecedor: Praid 

EHL: 8,5 

 

 

Figura 27. Estrutura química do PEG-4 Dioleate (Própria autora). 
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● Sorbitan oleate (Figura 28) 

Fornecedor: Croda 

EHL: 4,3 

 

 

Figura 28. Estrutura química do Sorbitan oleate (Própria autora). 

 

● Sorbitan trioleate (Figura 29) 

Fornecedor: Praid 

EHL: 1,8 

 

 

Figura 29. Estrutura química do Sorbitan trioleate (Própria autora). 



48 
 

● Padrão de β-caroteno (Figura 30) 

Fornecedor: Sigma 

 

 

Figura 30. Estrutura química do β-caroteno (Própria autora). 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Aquisição do óleo fixo de frutos de A. vulgare 

 

O óleo fixo de frutos de A. vulgare foi adquirido da empresa Amazon Oil (CNPJ: 

07.928.840/0001-68), que realiza a extração do óleo por prensagem a frio (ANEXO II). 

 

4.2.2 Avaliação da solubilidade do óleo de A. vulgare 

 

A avaliação da solubilidade do óleo foi realizada segundo a metodologia descrita 

no primeiro volume da quinta edição da Farmacopeia Brasileira Foi avaliada a 

solubilidade do óleo na presença dos solventes: etanol absoluto, metanol, acetona, 

clorofórmio, diclorometano, dimetilsulfóxido (DMSO), propilenoglicol, miristato de 

isopropila, palmitato de isopropila e glicerina. 

Uma parte de óleo foi adicionada a tubos de ensaio e, em seguida, partes de 

solvente foram adicionadas aos tubos. Após cada parte de solvente adicionada, os 
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tubos foram agitados, em agitador do tipo Vortex, por 1 min e, em seguida, deixados 

em repouso, por 24 h, para posterior análise da solubilidade. 

 

4.2.3 Quantificação de carotenoides totais expressos em β-caroteno por 

espectrofotometria 

 

Para a determinação do teor de carotenoides totais em relação ao β-caroteno, 

foi utilizada a metodologia descrita por Zeraik; Yariwake (2008) com modificações. 

Inicialmente, foi realizada a curva analítica do padrão de β-caroteno, em diclorometano, 

em cinco diferentes concentrações (10, 15, 20, 25 e 30 µg/mL), em triplicata. As 

absorbâncias das amostras foram lidas a 450 nm, em espectrofotômetro 

(SPECTROstar Nano® - BMG Labtech). 

Os resultados obtidos foram plotados em um gráfico da absorbância pela 

concentração de β-caroteno e a equação da reta obtida foi utilizada para calcular o teor 

de carotenóides totais em relação ao β-caroteno. 

Em seguida, foi preparada uma solução do óleo de tucumã em diclorometano (7 

mg/mL), em triplicata. A absorbância da amostra também foi lida a 450 nm, em 

espectrofotômetro. 

O resultado obtido foi substituído em y, na equação da reta da curva analítica 

realizada anteriormente, para obter o valor da concentração de β-caroteno presente no 

óleo de A. vulgare. 

 

4.2.4 Avaliação do perfil de decomposição térmica do óleo de A. vulgare 

 

Para a avaliação do perfil de decomposição térmica do óleo fixo de frutos de A. 

vulgare, foram realizadas análises de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratória 
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diferencial simultânea (DSC), seguida da análise dos gases liberados por 

espectroscopia no infravermelho, com transformada de Fourier (FTIR). 

As curvas TG-DSC foram obtidas utilizando um sistema de análise térmica da 

Mettler Toledo, modelo TG/DSC-1, sendo a atmosfera de ar como gás de purga, a uma 

vazão de 50 mL/min, massa da amostra de aproximadamente 20 mg e cadinhos de α-

Al2O3 de 150 µL, razão de aquecimento de 10º C min-1 e intervalo de temperatura de 30 

– 800º C. 

A análise de gases liberados (EGA, do inglês Evolved gas analysis) por TG-FTIR 

dos produtos liberados durante a decomposição térmica foi realizada usando um TG-

DSC1 Mettler-Toledo, acoplado a um espectrofotômetro Nicolet FTIR, com uma célula 

de gás e um detector DTGS ZnSe. O forno e célula de gás aquecido (250° C) foram 

acoplados por meio de uma linha de transferência de aço inoxidável de 120 cm, 

aquecida a 225° C, com diâmetro de 3,0 mm, que foi purgada com ar seco (50 mL/min). 

Os espectros de FTIR foram registrados com 16 varreduras por espectro, a uma 

resolução de 4 cm-1. A identificação dos produtos gasosos foi baseada nos espectros 

de referência disponíveis no software do espectrômetro (OMNIC 8.0). 

 

4.2.5 Avaliação da atividade antioxidante in vitro do óleo de A. vulgare 

 

4.2.5.1 Inibição do radical DPPH• 

 

A avaliação da atividade antioxidante do óleo de A. vulgare foi realizada pela 

metodologia de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•), segundo descrito 

por Rufino et al., 2007, com modificações. 
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Inicialmente, foi realizada uma curva analítica do radical DPPH•, em solução de 

metanol, em seis diferentes concentrações (10; 20; 30; 40; 50 e 60 µM), em triplicata. 

Em seguida, soluções de óleo fixo, em acetona, foram preparadas nas concentrações 

0,0625; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750 e 1,000 mg/mL, em triplicata. Em tubos de ensaio, 

0,1 mL de solução de óleo foi adicionado, seguido da adição de 3,9 mL de solução de 

radical DPPH•, 0,06 mM. As soluções foram deixadas em repouso, ao abrigo da luz, por 

30 minutos. Após o tempo decorrido, as absorbâncias das amostras foram lidas, a 515 

nm, em espectrofotômetro (SPECTROstar Nano® - BMG Labtech). 

Os resultados obtidos foram plotados em um gráfico da absorbância pela 

concentração de óleo de A. vulgare e a equação da reta foi utilizada para calcular o 

valor de concentração necessária para inibir a atividade de 50% do radical DPPH• 

(EC50). 

 

4.2.5.2 Inibição do radical ABTS•+ 

 

A avaliação da atividade antioxidante do óleo de A. vulgare foi realizada através 

da metodologia de captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) (ABTS•+), segundo a metodologia descrita por Rufino et al., 2007b, com 

modificações 

Inicialmente, foi preparado o radical ABTS•+, a partir da reação de 5 mL da 

solução estoque de ABTS com 88 µL de solução de persulfato de sódio (140 mM). A 

mistura foi mantida no escuro, à temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida, 1 

mL dessa mistura foi diluída em etanol absoluto, até se obter uma absorbância de 0,70 

± 0,05 a 734 nm. 
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Em seguida, foi realizada a curva analítica do Trolox, em etanol absoluto, em 

cinco diferentes concentrações (100, 500, 1000, 1500 e 2000 µM). Uma alíquota de 30 

µL de cada concentração foi transferida para tubos de ensaio, contendo 3,0 mL da 

solução de radical ABTS•+ e homogeneizados em agitador de tubos. A leitura da 

absorbância foi realizada a 734 nm, em espectrofotômetro (SPECTROstar Nano® - 

BMG Labtech), após 6 minutos da mistura. 

Para avaliação da atividade antioxidante do óleo de A. vulgare, soluções de óleo 

fixo, em acetona, foram preparadas nas concentrações 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 

1,000 e 1,250 mg/mL, em triplicata. Em seguida, uma alíquota de 30 µL de cada 

concentração foi transferida para tubos de ensaio contendo 3,0 mL da solução de 

radical ABTS•+ e homogeneizados em agitador de tubos. A leitura das absorbâncias 

também foi realizada a 734 nm, após 6 minutos da mistura. Como branco, foi utilizada 

uma alíquota de 30 µL da solução de maior concentração do óleo e 3 mL de etanol 

absoluto. 

Os resultados obtidos foram plotados em um gráfico da absorbância pela 

concentração de óleo de A. vulgare e a equação da reta foi utilizada para calcular o 

valor da capacidade antioxidante equivalente em Trolox ou TEAC.  

 

4.2.5.3 Sistema β-caroteno/Ácido Linoleico 

 

Para a avaliação da capacidade antioxidante do óleo de A. vulgare, frente aos 

radicais livres gerados durante a peroxidação lipídica do ácido linoleico, foi utilizada a 

metodologia descrita por Rufino et al., 2006, com modificações (RUFINO et al., 2006). 

A solução sistema β-caroteno/Ácido linoleico foi preparada a partir da mistura de 

40 µL de ácido linoleico, 530 µL de Polysorbate 40, 50 µL de uma solução de β-
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caroteno (20 mg/mL em clorofórmio) e 1 mL de clorofórmio. Após a homogeneização, o 

clorofórmio foi evaporado com o auxílio de um oxigenador. Em seguida, foi adicionada 

água destilada, previamente oxigenada por 30 min, com o auxílio de um oxigenador, 

até que se obtivesse uma absorbância entre 0,6 e 0,7, a 470 nm. 

Após o preparo da solução sistema, foram misturados 0,4 mL de soluções do 

óleo de A. vulgare, em diversas concentrações (0,500; 1,000 e 1,500 mg/mL em 

acetona), em triplicata, com 5 mL da solução sistema. Foi utilizado, como controle 

positivo, uma solução de Trolox 200 mg/L, em etanol absoluto. 

A primeira leitura das absorbâncias em espectrofotômetro (SPECTROstar 

Nano® - BMG Labtech), a 470 nm, foi realizada após 2 min da mistura. Em seguida, as 

amostras foram submetidas a um aquecimento, a 40° C, em banho-maria, por 2 horas. 

Após o tempo decorrido, a absorbância das amostras foi novamente lida a 470 nm. 

Também foi realizada a leitura da solução sistema, nas mesmas condições. 

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição da oxidação do β-

caroteno. 

 

4.2.6 Avaliação da atividade inibitória in vitro da tirosinase pelo óleo de A. vulgare 

 

Para avaliar o potencial inibitório da enzima tirosinase pelo óleo de A. vulgare foi 

utilizada a metodologia descrita por Teixeira et al., 2012, com modificações (TEIXEIRA 

et al., 2012). 

Para a realização do ensaio, foi usado o controle positivo, o controle negativo e 

a amostra contendo óleo de A. vulgare, em triplicata, utilizando uma microplaca de 96 

poços (Falcon®). O controle positivo consistia em 10 µL da enzima tirosinase (125 

U/mL) em água Mili-Q, 70 µL de tampão fosfato (pH 6,8), 60 µL de ácido kójico (17,5 

µg/mL) em acetona e 70 µL de L-tirosina (0,3 mg/mL), em água Mili-Q. A amostra 
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continha todos os itens descritos anteriormente para o controle positivo, com a 

substituição do ácido kójico por 60 µL de uma solução de óleo de A. vulgare, em 

acetona (350 µg/mL). Para o controle negativo, foram utilizados 60 µL de acetona em 

substituição ao ácido kójico e ao óleo de A. vulgare. 

Imediatamente após o preparo, a absorbância dos poços foi lida em 

espectrofotômetro a 510 nm (t0). Em seguida, a placa foi incubada a 30 ± 1° C, por 60 

min e a absorbância novamente lida após o tempo decorrido (t1). Após a segunda 

leitura, a placa foi novamente incubada, utilizando as mesmas condições e, após o 

tempo de incubação, a absorbância foi novamente lida (t2). Todas as amostras foram 

feitas em triplicata. 

O percentual de inibição da tirosinase foi calculado segundo a equação: 

 

     (
   

 
)      

Onde, 

C = absorbância do controle negativo 

S = absorbância da amostra ou do controle positivo (absorbância do tempo t1 ou 

t2 menos a absorbância do tempo t0) 

 

4.2.7 Determinação do equilíbrio hidrófilo-lipófilo requerido (EHLr) da fase oleosa e 

obtenção das nanoemulsões 

 

A determinação do EHL requerido (EHLr) da fase oleosa, contendo óleo de A. 

vulgare e Isopropyl Palmitate (PIP), foi realizada solubilizando o óleo em PIP e, em 

seguida, misturando-se PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e Sorbitan Oleate (S80- 
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EHL 4,3) a fim de se obter várias formulações com uma ampla faixa de EHL (4,3 – 16) 

(JESUS et al., 2017, com modificações). O EHLr foi calculado segundo a equação: 

 

       
                     

   
 

 

Onde: 

EHLr é o valor de EHL resultante da mistura de dois tensoativos 

EHLA é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofóbico 

EHLB é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofílico 

A% é o percentual do tensoativo mais hidrofóbico 

B% é o percentual do tensoativo mais hidrofílico 

A% + B% = 100 

 

Para a obtenção das formulações, foi utilizada a metodologia de baixo aporte de 

energia. Foram preparadas nanoemulsões do tipo óleo em água, com composição de 

5% (p/p) de óleo de A. vulgare, 5% (p/p) de Isopropyl Palmitate, 10% (p/p) de 

tensoativo e 80% (p/p) de água deionizada. 

Inicialmente, o óleo de A. vulgare e o Isopropyl Palmitate foram homogeneizados 

por 1 min, em agitador do tipo vortex (TECNAL®, TE162). Em seguida, os tensoativos 

foram adicionados e a mistura foi homogeneizada, por mais 1 min, também em agitador 

do tipo vortex. Após a homogeneização, a água deionizada foi gotejada, lentamente, 

com o auxílio de uma seringa, sob agitação constante, também em agitador do tipo 

vortex (Figura 31). Após a completa adição da água deionizada, a formulação foi 

homogeneizada por mais 1 min e, em seguida, deixada em repouso por 24 h para 

posterior análise macroscópica de estabilidade (JESUS et al., 2017, com 
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modificações), avaliando formação de cremagem, floculação, coalescência, 

precipitação e separação de fases (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016; 

JAFARI; McCLEMENTS, 2018).  

 

 

Figura 31. Ilustração do sistema de preparo das formulações (Própria autora, criado 

em BioRender.com). 

 

4.2.8 Avaliação da influência de diferentes tensoativos sobre a nanoemulsificação 

 

Após a determinação do valor de EHLr, 35 diferentes pares de tensoativos foram 

utilizados para o preparo das formulações. As emulsões foram preparadas utilizando os 

seguintes pares de tensoativos: 

 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e PEG-6 Oleate (P6MO - EHL 13) 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e Polysorbate 85 (T85 - EHL 11) 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e PEG-4 Oleate (P4MO - EHL 11) 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e PEG-6 Dioleate (P6DO - EHL 10) 



57 
 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e PEG-4 Dioleate (P4DO - EHL 8,5) 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e Sorbitan Oleate (S80 - EHL 4,3) 

Polysorbate 20 (T20 - EHL 16,7) e Sorbitan Trioleate (S85 - EHL 1,8) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e PEG-6 Oleate (P6MO - EHL 13) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e Polysorbate 85 (T85 - EHL 11) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e PEG-4 Oleate (P4MO - EHL 11) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e PEG-6 Dioleate (P6DO - EHL 10) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e PEG-4 Dioleate (P4DO - EHL 8,5) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e Sorbitan Oleate (S80 - EHL 4,3) 

PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e Sorbitan Trioleate (S85 - EHL 1,8) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e PEG-6 Oleate (P6MO - EHL 13) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e Polysorbate 85 (T85 - EHL 11) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e PEG-4 Oleate (P4MO - EHL 11) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e PEG-6 Dioleate (P6DO - EHL 10) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e PEG-4 Dioleate (P4DO - EHL 8,5) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e Sorbitan Oleate (S80 - EHL 4,3) 

Polysorbate 40 (T40 - EHL 15,6) e Sorbitan Trioleate (S85 - EHL 1,8) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e PEG-6 Oleate (P6MO - EHL 13) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e Polysorbate 85 (T85 - EHL 11) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e PEG-4 Oleate (P4MO - EHL 11) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e PEG-6 Dioleate (P6DO - EHL 10) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e PEG-4 Dioleate (P4DO - EHL 8,5) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e Sorbitan Oleate (S80 - EHL 4,3) 

Polysorbate 80 (T80 - EHL 15) e Sorbitan Trioleate (S85 - EHL 1,8) 

Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e PEG-6 Oleate (P6MO - EHL 13) 
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Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e Polysorbate 85 (T85 - EHL 11) 

Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e PEG-4 Oleate (P4MO - EHL 11) 

Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e PEG-6 Dioleate (P6DO - EHL 10) 

Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e PEG-4 Dioleate (P4DO - EHL 8,5) 

Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e Sorbitan Oleate (S80 - EHL 4,3) 

Polysorbate 60 (T60 - EHL 14,9) e Sorbitan Trioleate (S85 - EHL 1,8) 

 

Após obtenção das formulações, as emulsões foram deixadas 24 h em repouso 

para avaliação macroscópica dos parâmetros de estabilidade, como formação de 

cremagem, floculação, coalescência, precipitação e separação de fases (SOLANS et 

al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

 

4.2.9 Caracterização das nanoemulsões 

 

As nanoemulsões foram caracterizadas pela técnica de espalhamento dinâmico 

da luz, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS – Malvern. Foram avaliados os 

tamanhos de gotícula, índice de polidispersão e potencial zeta. Cada análise foi 

realizada após a diluição das formulações em água Mili-Q (1:25). As medidas foram 

realizadas em triplicata e os resultados expressos como média ± desvio padrão. Os 

gráficos de distribuição do tamanho de gotícula, por intensidade populacional, foram 

obtidos pelo software do próprio equipamento (Zetasizer software – Malvern) (JESUS 

et al., 2017). 
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4.2.10 Determinação da região de formação de nanoemulsões no diagrama de fases 

pseudoternário 

 

O diagrama foi construído posicionando a água, os pares de tensoativos, 

previamente determinados, e a mistura de óleo e PIP em cada um dos vértices do 

triângulo e o percentual de cada componente variando de 0 a 100, a cada 10%, ao 

longo de cada lado do triângulo, conforme ilustrado na Figura 32 (BARRETO et al., 

2017; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).  

 

 

Figura 32. Diagrama de fases pseudoternário (Própria autora, criado em SigmaPlot 
11.0). 

 

Inicialmente, foram preparadas 36 formulações, correspondentes aos pontos 

principais do diagrama (Tabela 1), para a determinação da região de formação das 

nanoemulsões. 
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Tabela 1. Composição porcentual dos pontos principais do diagrama de fases 
pseudoternário. 

FORM TENS% ÓLEO+PIP% H2O% 

1 10 10 80 

2 10 20 70 

3 10 30 60 

4 10 40 50 

5 10 50 40 

6 10 60 30 

7 10 70 20 

8 10 80 10 

9 20 10 70 

10 20 20 60 

11 20 30 50 

12 20 40 40 

13 20 50 30 

14 20 60 20 

15 20 70 10 

16 30 10 60 

17 30 20 50 

18 30 30 40 

FORM TENS% ÓLEO+PIP% H2O% 

19 30 40 30 

20 30 50 20 

21 30 60 10 

22 40 10 50 

23 40 20 40 

24 40 30 30 

25 40 40 20 

26 40 50 10 

27 50 10 40 

28 50 20 30 

29 50 30 20 

30 50 40 10 

31 60 10 30 

32 60 20 20 

33 60 30 10 

34 70 10 20 

35 70 20 10 

36 80 10 10 
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Em seguida, foram preparadas mais 24 formulações (Tabela 2) dentro da região 

de formação de nanoemulsões com o objetivo de se obter formulações com maior 

percentual de água e melhor estabilidade (BARRETO et al., 2017). 

 

Tabela 2. Composição porcentual dos pontos intermediário do diagrama de fases 
pseudoternário.

FORM TENS% ÓLEO+PIP% H2O% 

N1 2 2 96 

N2 2 4 94 

N3 2 6 92 

N4 2 8 90 

N5 2 10 88 

N6 4 2 94 

N7 4 4 92 

N8 4 6 90 

N9 4 8 88 

N10 4 10 86 

N11 6 2 92 

N12 6 4 90 

FORM TENS% ÓLEO+PIP% H2O% 

N13 6 6 88 

N14 6 8 86 

N15 6 10 84 

N16 8 2 90 

N17 8 4 88 

N18 8 6 86 

N19 8 8 84 

N20 8 10 82 

N21 10 2 88 

N22 10 4 86 

N23 10 6 84 

N24 10 8 82 

 

4.2.11 Avaliação da atividade inibitória in vitro da tirosinase pela nanoemulsão obtida 

 

Para avaliar o potencial inibitório da enzima tirosinase pela nanoemulsão, foi 

utilizada a metodologia descrita por Teixeira et al., 2012, com modificações (TEIXEIRA 

et al., 2012). 
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Para a realização do ensaio, foi utilizado o controle positivo, o controle negativo 

e a amostra contendo a nanoemulsão, em triplicata, utilizando uma microplaca de 96 

poços (Falcon®). O controle positivo consistia em 10 µL da enzima tirosinase (125 

U/mL) em água Mili-Q, 70 µL de tampão fosfato (pH 6,8), 60 µL de ácido kójico (17,5 

µg/mL) em acetona e 70 µL de L-tirosina (0,3 mg/mL), em água Mili-Q. A amostra 

continha todos os itens descritos anteriormente para o controle positivo, com a 

substituição do ácido kójico por 60 µL de uma solução da nanoemulsão em acetona 

(350 µg/mL). Para o controle negativo foram utilizados 60 µL de acetona em 

substituição ao ácido kójico e à nanoemulsão. 

Imediatamente após o preparo, a absorbância dos poços foi lida em 

espectrofotômetro a 510 nm (t0). Em seguida, a placa foi incubada a 30 ± 1° C e as 

absorbâncias foram lidas, até que ocorresse a estabilização dos valores, de tempo em 

tempo. O percentual de inibição da tirosinase foi calculado segundo a equação: 

 

     (
   

 
)      

 

Onde, 

C = absorbância do controle negativo 

S = absorbância da amostra ou do controle positivo (absorbância do tempo t 

menos a absorbância do tempo t0) 

 

4.2.12 Avaliação da estabilidade da nanoemulsão obtida 

 

A fim de se avaliar a estabilidade da nanoemulsão escolhida, foram preparados 

10 g de nanoemulsão, em triplicata, e acondicionados em frasco de vidro transparente, 
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com tampa, envolto em papel alumínio. As formulações foram armazenadas nas 

condições de estresse: geladeira com temperatura de 5 ± 2° C; estufa incubadora BOD, 

com temperatura de 37 ± 2° C e temperatura ambiente (ISAAC et al., 2008, com 

modificações). 

As formulações foram avaliadas quanto a alterações de tamanho de gotícula, 

índice de polidispersão, potencial zeta e pH nos dias 1, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 75 e 90 

após o preparo. 

Para as análises de tamanho de gotícula, índice de polidispersão e potencial 

zeta, as nanoemulsões foram diluídas com água Mili-Q na proporção de 1:25. A leitura 

do pH foi realizada diretamente nas nanoemulsões, sem diluição, em peagômetro 

digital (Gehaka®, PG1800). 

Os resultados estão expressos como a média ± o desvio padrão. 

 

4.2.13 Análise estatística dos resultados 

 

A análise estatística dos resultados foi realizada através do software GraphPad 

Prism 7® com nível de significância de 95%. 

Foi realizado o teste ANOVA One-way e pós-teste Tukey, para a determinação 

do EHLr, escolha do melhor par de tensoativos e do diagrama de fases pseudoternário. 

Para o estudo de estabilidade foi realizado o teste ANOVA Two-way e pós-teste 

Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Avaliação da solubilidade do óleo de A. vulgare 

 

O óleo de A. vulgare foi adicionado juntamente com os respectivos solventes em 

tubos de ensaio conforme descrito na 5ª edição da Farmacopéia Brasileira (ANVISA, 

2010). Após 24 horas da realização da análise, pôde-se verificar que o A. vulgare 

apresentou maior solubilidade nos solventes clorofórmio, diclorometano e palmitato de 

isopropila, como descrito na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Teste de solubilidade do óleo de tucumã 

Solvente Solubilidade 

Metanol Praticamente insolúvel 

Glicerina Praticamente insolúvel 

Etanol Absoluto Muito pouco solúvel 

Propilenoglicol Muito pouco solúvel 

DMSO Pouco solúvel 

Acetona Facilmente solúvel 

Miristato de Isopropila Facilmente solúvel 

Clorofórmio Muito solúvel 

Diclorometano Muito solúvel 

Palmitato de Isopropila Muito solúvel 
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Por se tratar de um óleo fixo, rico em diversas substâncias químicas, com 

característica apolar, era esperado que a solubilidade do óleo de A. vulgare só 

ocorresse em solventes com baixa polaridade, como o clorofórmio e o diclorometano. 

Ainda, por serem solventes orgânicos clorados e, consequentemente, com elevada 

toxicidade, seu uso em produtos cosméticos é proibido (ANVISA, 2016). Sendo assim, 

o palmitato de isopropila, um éster de cadeia ramificada, foi escolhido como o solvente 

ideal pois, além de possuir a mesma solubilidade aparente do clorofórmio e 

diclorometano, apresenta baixa toxicidade, sendo considerado um solvente seguro 

para produtos de uso tópico (MERCK, 2015). 

A análise da solubilidade do óleo de A. vulgare é de fundamental importância 

para a realização dos testes in vitro de avaliação da atividade antioxidante e de inibição 

da enzima tirosinase, pois é necessária a solubilização do óleo em solventes orgânicos 

para que as análises sejam realizadas. 

 

5.2 Quantificação de carotenoides totais expressos em β-caroteno por 

espectrofotometria 

 

A quantificação de carotenoides totais, expressos em β-caroteno, no óleo de A. 

vulgare foi realizada pela metodologia descrita por Zeraik; Yariwake, 2008, com 

modificações. A curva analítica do padrão de β-caroteno é ilustrada na Figura 33.  
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Figura 33. Curva analítica do padrão β-caroteno (Própria autora, criado em GraphPad 
Prism 7). 

 

Após a realização dos cálculos, foi determinado o teor de 272,67 mg de β-

caroteno por grama de óleo fixo de A. vulgare. 

Ferreira e colaboradores, em 2008, determinaram o teor de β-caroteno, por 

espectrofometria, no óleo de A. vulgare obtido por prensagem a frio, após a 

desidratação dos frutos em estufa, e obtiveram o valor de 21800 µg/100 g (FERREIRA 

et al., 2008), o que representa um teor mais de 1000 vezes inferior ao obtido no 

presente trabalho. 

Em 2015, Santos et al., publicaram um estudo demonstrando que o teor de β-

caroteno no óleo de A. vulgare, obtido por extração em aparato Soxhlet, utilizando éter 

dietílico como líquido extrator, foi de 567,08 g/1000g. A quantificação foi realizada em 

CLAE (SANTOS et al., 2015a). Por serem metodologias diferentes, tanto da extração 

quanto da quantificação, podem ser esperados resultados diferentes. 

Outro estudo, realizado em 2012, também utilizando CLAE para a quantificação 

do teor de β-caroteno, apresentou o valor de 986,8 µg/g (BONY et al., 2012a). O óleo 
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analisado foi obtido por extração em aparato Soxhlet utilizando hexano como líquido 

extrator. 

As diferenças de teor encontradas nos diversos estudos são esperadas, visto 

que os óleos analisados foram obtidos de diferentes formas, além de os frutos de A. 

vulgare serem provenientes de várias regiões do Brasil como Ferreira et al. (2008) e 

Santos et al. (2015a), que coletaram os frutos no estado do Amapá, enquanto Bony et 

al. (2012a) coletou o material na Guiana Francesa e o óleo utilizado no presente estudo 

é proveniente do Pará (FERREIRA, et al., 2008; BONY et al., 2012a; SANTOS et al., 

2015a). 

Sabe-se que diferenças geográficas e formas extrativas, além de diversos outros 

fatores ambientais e genéticos, influenciam diretamente na composição dos 

metabólitos secundários produzidos por espécies vegetais sendo, portanto, necessária 

a análise química sempre que ocorra uma nova coleta de frutos e produção de óleo 

(OLIVEIRA et al., 2003; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

 

5.3 Avaliação do perfil de decomposição térmica do óleo de A. vulgare 

 

A curva TG-DSC (Figura 34) mostrou que o óleo fixo de frutos de A. vulgare 

apresenta estabilidade térmica até 145° C. Acima dessa temperatura, a decomposição 

térmica ocorre em três etapas consecutivas de degradação exotérmica, com perda de 

massa em atmosfera de ar, o que sugere que a perda de massa ocorre por combustão 

devido à redução de massa ocorrer em meio oxidante (IONASHIRO, 2005; PARDAULI 

et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). A primeira etapa de perda de massa ocorre entre 

145-322° C (∆m1 = 34,89%), atribuída ao início da decomposição térmica da amostra e 

referente ao pico exotérmico em 285° C (1). A segunda perda de massa entre 22-414° 
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C (∆m1 = 43,78%), relativa aos picos exotérmicos em 355° C (2) e 375° C (3), e a 

terceira perda de massa entre 414-577° C (∆m1 = 21,33%), relativa ao pico exotérmico 

em 500° C (4), são atribuídas à degradação oxidativa da matéria orgânica, formada na 

primeira etapa, apresentando 100% de perda de massa, ao final da análise. O perfil de 

degradação apresentado pelo óleo está em acordo com os demais dados descritos na 

literatura para a espécie vegetal e para espécies do mesmo gênero (LIMA et al., 2008; 

ALEXANDRE et al., 2015; PARDAULI et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). 

 

 

Figura 34. Gráfico das curvas TG e DSC (Própria autora, obtido no software do 
equipamento). 

 

O espectro FTIR relativo aos gases desprendidos durante o processo de 

decomposição do óleo é mostrado na Figura 35. 
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Figura 35. Espectro de FTIR dos gases desprendidos (Própria autora, obtido no 
software do equipamento). 

 

O espectro de FTIR apresenta na primeira etapa da decomposição produtos 

gasosos, álcoois de cadeia longa, provavelmente oriundos da decomposição dos 

ácidos graxos, que geram produtos intermediários com hidroxilas ligadas a 

hidrocarbonetos, sendo sugeridas diversas substâncias pela base de dados do 

equipamento. Esse resultado está de acordo com os trabalhos descritos anteriormente 

na literatura (LIMA et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2015; PARDAULI et al., 2017; 

PEREIRA et al., 2019). 
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5.4 Avaliação da atividade antioxidante in vitro do óleo de A. vulgare 

 

5.4.1 Inibição do radical DPPH• 

 

A capacidade antioxidante do óleo de A. vulgare foi analisada pela metodologia 

de inibição do radical DPPH•. A curva analítica do radical DPPH• é ilustrada na Figura 

36. 

 

 

Figura 36. Curva analítica do radical DPPH• (Própria autora, criado em GraphPad 
Prism 7) 

 

A curva de inibição do radical DPPH• pelo óleo de A. vulgare é ilustrada na 

Figura 37. 
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Figura 37. Curva de inibição do radical DPPH• pelo óleo de A. vulgare (Própria autora, 
criado em GraphPad Prism 7). 

 

Esta metodologia se trata de uma reação colorimétrica, na qual há a redução da 

absorbância, a 515 nm, conforme ocorre a captura do radical pelo óleo de A. vulgare 

(RUFINO et al., 2007). 

Para avaliar a capacidade antioxidante do óleo de A. vulgare, frente ao radical 

DPPH•, foi calculado o valor de EC50, determinado como a quantidade de óleo 

necessária para inibir 50% dos radicais livres presentes na solução. Quanto menor o 

valor de EC50, maior a capacidade antioxidante, pois são necessárias menores 

quantidades de amostra para reduzir em 50% o radical livre DPPH•. 

O valor de EC50 foi calculado substituindo em y, na equação da reta da curva de 

inibição do DPPH•, o valor da absorbância encontrada para 30 µM de DPPH•. O valor 

de EC50, frente ao radical DPPH•, foi determinado como 0,676 mg/mL. 

Santos e colaboradores determinaram o valor de EC50 como 3343 g/g de DPPH• 

(SANTOS et al., 2015). Fazendo a conversão do resultado obtido por Santos et al. 

(2015), para fins de comparação, obtendo o valor de 0,0544 g/g de DPPH•, um 

resultado surpreendente devido à enorme diferença de atividade antioxidante, visto que 
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para inibir 50% do radical DPPH• livre na solução, foi necessária uma concentração de 

óleo fixo de A. vulgare em torno de 61 vezes menor do que a encontrada por Santos e 

colaboradores. 

Nascimento et al. em 2019, determinaram o valor de EC50, do óleo de A. vulgare, 

frente ao radical DPPH• como 8,59 µg/mL, uma concentração 78 vezes menor do que a 

determinada no presente trabalho, para inibir 50% do radical (NASCIMENTO et al., 

2019). 

Sabe-se que fatores ambientais, como época do ano de coleta, horário em que 

foi realizada a coleta do material vegetal, índice pluviométrico, presença de parasitas e 

de animais herbívoros, influenciam diretamente na produção dos metabólitos 

secundários dos vegetais. Sendo assim, essa variação na atividade antioxidante frente 

ao radical DPPH• pode ser devido a diferenças na composição química do óleo fixo de 

frutos de tucumã (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

 

5.4.2 Inibição do radical ABTS•+ 

 

A capacidade antioxidante do óleo de A. vulgare também foi analisada através 

da metodologia de inibição do radical ABTS•+. 

Essa metodologia se trata de uma reação colorimétrica na qual há a redução da 

absorbância, a 734 nm, conforme ocorre a captura do radical pelo óleo de A. vulgare 

(RUFINO et al., 2007). 

A curva analítica do padrão Trolox é ilustrada na Figura 38. 
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Figura 38. Curva analítica do padrão Trolox (Própria autora, criado em GraphPad 
Prism 7). 
 

A curva de inibição do radical ABTS•+ pelo óleo de A. vulgare é ilustrada na 

Figura 39. 

 

 

Figura 39. Curva de inibição do radical ABTS•+ pelo óleo de A. vulgare (Própria autora, 
criado em GraphPad Prism 7). 

 

Para avaliar a capacidade antioxidante do óleo de A. vulgare frente ao radical 

ABTS•+, foi calculado o valor da capacidade antioxidante do equivalente Trolox, ou 

TEAC.
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O valor de TEAC foi calculado substituindo o y, da equação da reta da curva de 

inibição do radical ABTS•+, o valor da absorbância encontrada para 1000 µM de Trolox 

e, em seguida, o resultado foi dividido por 1000, obtendo-se, assim, o valor de 908,29 

µM Trolox/mg de óleo. 

Nascimento e colaboradores (2019) determinaram o valor de TEAC para o óleo 

de A. vulgare como 2,99 µM Trolox/mg. Dessa maneira, a atividade obtida por 

Nascimento foi superior em 300 vezes (NASCIMENTO et al., 2019). 

Os fatores ambientais, assim como para a atividade inibitória do radical DPPH•, 

influenciam diretamente sobre a atividade inibitória para o radical ABTS•+ (GOBBO-

NETO; LOPES, 2007). Além disso, segundo Silva et al., 2016, as espécies vegetais 

podem produzir metabólitos secundários que prolongam o ponto final da reação, 

levando a falsos valores baixos de TEAC (SILVA et al., 2016). 

Uma estratégia para solucionar este problema, apresentado por Silva e 

colaboradores (2016), seria a avaliação da cinética da reação para que, somente após 

o ponto final da reação, a determinação do valor do TEAC fosse realizada, garantindo, 

assim, resultados mais precisos. 

 

5.4.3 Sistema β-caroteno/Ácido Linoleico 

 

Após a realização das leituras do controle positivo, das amostras e da solução 

sistema, foi determinado o percentual de inibição da oxidação. Os resultados estão 

expressos na Tabela 4. 
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Tabela 4. Percentual de inibição da oxidação 

Amostra Inibição da oxidação (%) 

Trolox 82,17 

0,500 mg/mL 15,69 

1,000 mg/mL 33,95 

1,500 mg/mL 47,36 

 

O sistema β-caroteno/Ácido linoleico se trata de um ensaio colorimétrico, que 

avalia a capacidade da amostra, em teste, de inibir os radicais livres gerados durante a 

peroxidação do ácido linoleico, que oxidam o β-caroteno (RUFINO et al., 2006; ALVES 

et al., 2010). O radical livre é formado após a perda do átomo de hidrogênio, localizado 

entre duas ligações duplas do ácido linoleico, que gera a perda da conjugação e, 

consequentemente, reduz a absorbância (KONCIC et al., 2010; MRAIHI et al., 2013). 

Santos e colaboradores determinaram o percentual de inibição da oxidação pelo 

óleo de A. vulgare como 92%; porém, não citam para qual concentração essa inibição 

foi calculada (SANTOS et al., 2015). 

Sabe-se que a atividade inibitória da oxidação é dependente da concentração de 

antioxidante presente no meio reacional; ou seja, quanto maior a quantidade de óleo de 

A.vulgare presente na solução contendo o sistema β-caroteno/Ácido linoleico, maior 

será o percentual de inibição da oxidação (KONCIC et al., 2010; SANTOS et al., 2015). 

Segundo Hassimotto et al., um ativo pode ser classificado de acordo com o 

percentual de inibição da oxidação lipídica em: alta atividade antioxidante, quando o 

percentual fica acima de 70%; atividade antioxidante intermediária, entre 40% e 70% 

de inibição e baixa atividade antioxidante, quando o valor de inibição da oxidação 

encontra-se inferior a 40% (HASSIMOTTO et al., 2005). 
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Dessa maneira, o óleo de A. vulgare apresenta baixa atividade antioxidante 

quando utilizado nas concentrações de 0,500 e 1,000 mg/mL e atividade antioxidante 

intermediária quando utilizado na concentração de 1,500 mg/mL, por essa metodologia. 

Esse resultado corrobora que a inibição da oxidação é dependente da concentração de 

ativo no meio reacional. 

Embora o controle positivo estivesse em uma concentração 133 vezes maior que 

o óleo de A. vulgare, apresentou uma inibição da oxidação somente 1,8 vezes superior 

ao óleo, sugerindo, assim, que o óleo de A. vulgare, quando for utilizado em 

concentrações mais elevadas, poderá apresentar inibição da oxidação similar ou 

superior ao Trolox. 

 

5.5 Avaliação da atividade inibitória in vitro da tirosinase pelo óleo de A. 

vulgare 

 

Para a avaliação da atividade inibitória da enzima tirosinase foi utilizada a 

metodologia descrita por Teixeira et al., 2012, com modificações. 

Após a realização das leituras do controle positivo (ácido kójico), do controle 

negativo (acetona) e da amostra (óleo de A. vulgare) e o cálculo da respectiva atividade 

inibitória percentual (AI%), nos tempos de 60 (t1) e 120 min (t2), foram obtidos os 

resultados descritos na Tabela 5. 
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Tabela 5. Atividade inibitória percentual (AI%) frente à enzima tirosinase pelo óleo de 
A. vulgare. 

Amostra AI t1 (%) AI t2 (%) 

ácido kójico 76,53a 62,42a 

óleo de A. vulgare 96,94b 99,33b 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. 
ANOVA Two-way, pós teste Tukey. p<0,05. 

 

O ácido kójico é um ativo amplamente utilizado para o clareamento de melasma 

na pele, visto que é um potente inibidor competitivo da tirosinase e atua pelo 

mecanismo de quelação do cobre no sítio ativo da tirosinase e, consequentemente, 

impede a conversão de L-tirosina em L-DOPA, suspendendo o processo de formação 

da melanina (CHO et al., 2012). 

Entretanto, a atividade inibitória apresentada pelo ácido kójico é limitada, sendo 

necessário seu uso em elevada concentração nos produtos cosméticos, podendo 

ocasionar irritações na pele, além de seu potencial carcinogênico e por apresentar 

baixa estabilidade durante o armazenamento (CHO et al., 2012; PILLAIYAR et al., 

2017; MUKHERJEE, et al., 2018). 

Além disso, o ácido kójico apresenta uma redução de, aproximadamente, 20% 

na atividade inibitória, após a primeira hora de reação, sugerindo que haja a  

necessidade de reaplicação do produto para que a atividade se mantenha; contudo, o 

óleo fixo de A. vulgare mostrou-se superior ao ácido kójico, já na primeira hora de 

reação, atingindo o percentual de inibição da enzima tirosinase de 96,94%. Na segunda 

hora de reação, enquanto o ácido kójico demonstrou um decaimento, o óleo de A. 

vulgare atingiu quase 100% de inibição da tirosinase, mostrando um potencial 

substancioso frente à atividade despigmentante, por esse mecanismo de ação de 

inibição competitiva. 



78 
 

Além disso, estudos sugerem que o excesso de radicais livres pode ativar a 

tirosinase e, consequentemente, aumentar a síntese de melanina na pele e o óleo de 

A. vulgare mostrou ter uma importante atividade antioxidante sendo, portanto, um 

potencial ativo despigmentante da pele, visto que, além de possuir atividade inibitória 

da tirosinase, apresenta atividade antioxidante (TOMITA et al., 1984; KHAZAELI et al., 

2009; SARKAR et al., 2020). 

 

5.6 Determinação do equilíbrio hidrófilo-lipófilo requerido (EHLr) da fase 

oleosa e obtenção das nanoemulsões 

 

Para a determinação do EHLr da fase oleosa, contendo óleo de A. vulgare (OT) 

e Isopropyl Palmitate (PIP) foram preparadas formulações com diferentes proporções 

de tensoativos PPG-5-Ceteth-20 (PAWS) e Sorbitan Oleate (S80), a fim de se obter 

uma ampla faixa de EHL, demonstrada na Tabela 6. 
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Tabela 6. Composição percentual das formulações para a determinação do EHLr 

 COMPOSIÇÃO % (p/p) 

EHL PAWS S80 OT PIP H2O 

16 10,00 - 5,00 5,00 80,00 

15 9,15 0,85 5,00 5,00 80,00 

14 8,29 1,71 5,00 5,00 80,00 

13 7,44 2,56 5,00 5,00 80,00 

12 6,58 3,42 5,00 5,00 80,00 

11 5,73 4,27 5,00 5,00 80,00 

10 4,87 5,13 5,00 5,00 80,00 

9 4,02 5,98 5,00 5,00 80,00 

8 3,16 6,84 5,00 5,00 80,00 

7 2,31 7,69 5,00 5,00 80,00 
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A quantidade de óleo de A. vulgare, de Isopropyl Palmitate e de água foram 

mantidas fixas e somente a quantidade de cada tensoativo foi modificada, a fim de se 

obter os valores de EHL para cada formulação. Foram preparadas dez formulações 

com diferentes valores de EHL e, consequentemente, diferentes aspectos 

macroscópicos (Figura 40).  

 

Figura 40. Formulações para a determinação do EHLr da fase oleosa, após 24 horas 
em repouso (Própria autora). 

 

Após a avaliação macroscópica de estabilidade como formação de cremagem, 

floculação e separação de fases, somente a formulação com EHL 14 não apresentou 

nenhum dos parâmetros de instabilidade avaliados. Além disso, apresentou-se 

homogênea, fluida e com reflexo azulado. Dessa maneira, o valor de EHLr para a fase 

oleosa da formulação contendo óleo de A. vulgare e Isopropyl Palmitate, foi 

determinado como 14. 

A determinação do equilíbrio hidrófilo-lipófilo requerido (EHLr) é um índice de 

afinidade entre o óleo e o tensoativo (EHL < 10) ou entre o óleo e a água (EHL > 10) 

(GRIFFIN, 1949) e pode ser utilizado como uma estratégia para obter-se 

nanoemulsões mais estáveis (TADROS et al., 2004; SOLANS et al., 2005; 

FERNANDES et al., 2014; DUARTE et al., 2015; AULTON; TAYLOR, 2016; JESUS et 

al., 2017). 
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Em geral, misturas de tensoativos tendem a formar nanoemulsões com maior 

grau de estabilidade do que formulações que utilizam apenas um tensoativo com o 

valor de EHLr (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976; McCLEMENTS; RAO, 

2011; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Além disso, 

formulações com EHLr menor que 7 tendem a formar nanoemulsões do tipo água em 

óleo e formulações com EHLr maior que 7 tendem a se apresentar na forma de óleo 

em água (TADROS et al., 2004; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

Para a determinação do EHLr e da obtenção das nanoemulsões, foi utilizada a 

metodologia de inversão de fases por composição (PIC ou EPI), que consiste na adição 

da fase aquosa sobre a fase orgânica, contendo o óleo e os tensoativos, de forma lenta 

e gradual, sob agitação constante, sem necessidade de aquecimento (MAESTRO et 

al., 2008; SOLANS; SOLÉ, 2012; KOMAIKO et al., 2015; JAFARI; McCLEMENTS, 

2018). Esta adição da fase aquosa, na forma de titulação, leva à transição de fases da 

formulação que, inicialmente, apresenta-se na forma de A/O, depois uma emulsão 

múltipla do tipo O/A/O, terminando como uma formulação O/A (MAESTRO et al., 2008; 

SOLAN; SOLÉ, 2012; KOMAIKO et al., 2015; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Esta 

alteração na curvatura do tensoativo ocorre em metodologias de baixo aporte 

energético, que utilizam aquecimento (PIT) ou não (PIC) (FORGIARINI et al., 2000; 

MAESTRO et al., 2008; SOLAN; SOLÉ, 2012; KOMAIKO et al., 2015; JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). 

Para o óleo fixo de frutos de A. vulgare só foi encontrado um trabalho descrito na 

literatura com o objetivo de determinar o EHLr do seu óleo e obter uma nanoemulsão. 

Foi descrito por Silva e colaboradores que o EHLr do óleo de A. vulgare apresentava o 

valor de 13 e foi obtida uma nanoemulsão com tamanho médio de gotícula de 156,6 
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nm, utilizando metodologia de alto aporte energético, por meio de homogeneizador 

Ultra-Turrax (SILVA et al., 2015). 

A diferença no valor de EHLr requerido deve-se, possivelmente, à diferença de 

composição da formulação, visto que a nanoemulsão obtida por Silva e colaboradores 

não contém Isopropyl Palmitate que, por se tratar de uma substância com caráter 

graxo, pode ter deslocado o valor de EHLr da formulação. Além disso, o óleo de A. 

vulgare utilizado por Silva et al. (2015), foi extraído da polpa do fruto utilizando solvente 

orgânico (ciclohexano) em aparato Soxhlet, o que certamente influencia na composição 

química do óleo de A. vulgare, fator que está diretamente ligado ao valor de EHLr do 

óleo (GRIFFIN, 1949; KUNIEDA et al., 1989; IZQUIERDO et al., 2002; ORAFIDIYA; 

OLADIMEJI, 2002). 

 

5.7 Avaliação da influência de diferentes tensoativos sobre a 

nanoemulsificação 

 

A determinação do valor de EHLr é uma estratégia para a obtenção de 

nanoemulsões estáveis; entretanto, essa estratégia possui limitações, descritas 

inclusive por Griffin, em seu trabalho que apresentou a escala EHL para o mundo 

(GRIFFIN, 1949; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

A escala do EHL não leva em consideração as interações químicas que ocorrem 

entre as substâncias presentes na formulação e, dessa maneira, é necessário avaliar o 

comportamento das formulações quando ocorre a substituição de um tensoativo por 

outro, no mesmo valor de EHLr, pois o comportamento físico-químico pode ser 

completamente alterado com a mudança de estrutura física de um dos componentes da 

formulação (AULTON; TAYLOR, 2016; JESUS et al., 2017; JAFARI; McCLEMENTS, 

2018). Nesse contexto, após a determinação do valor de EHLr da fase oleosa foram 
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avaliados 35 diferentes pares de tensoativos, a fim de se verificar o comportamento das 

formulações, quando da alteração das estruturas químicas dos tensoativos 

empregados na formulação para o EHLr 14; ou seja, foi avaliado se a mudança de 

estrutura dos tensoativos iria promover o aparecimento de instabilidade como a 

formação de cremagem, floculação ou separação de fases ou proporcionar uma 

melhoria na estabilidade e no aspecto da formulação. Inicialmente, foram avaliados os 

pares de tensoativos descritos na Tabela 7. As formulações obtidas estão ilustradas na 

Figura 41. 

 

Tabela 7. Composição percentual das formulações F1 a F7 

  COMPOSIÇÃO % (p/p) 

FORM PAWS P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 ÓLEO PIP H2O 

F1 3,33 6,67             5,00 5,00 80,00 

F2 6,00   4,00           5,00 5,00 80,00 

F3 6,00     4,00         5,00 5,00 80,00 

F4 6,67       3,33       5,00 5,00 80,00 

F5 7,33         2,67     5,00 5,00 80,00 

F6 8,59             1,41 5,00 5,00 80,00 

F7 8,29           1,71   5,00 5,00 80,00 
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Figura 41. Formulações (F1 a F7) para a determinação do melhor par de tensoativos, 
após 24 horas em repouso (Própria autora). 

 

Após 24 horas em repouso, apenas a formulação F7 não apresentou, 

macroscópicamente, os parâmetros de instabilidade avaliados. Em seguida, o PAWS 

foi substituído pelo T80 e novas formulações foram preparadas. A composição dessas 

formulações está descrita na Tabela 8 e a Figura 42 ilustra as formulações obtidas. 

 

Tabela 8. Composição percentual das formulações F8 a F14 

  COMPOSIÇÃO % (p/p) 

FORM T80 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 ÓLEO PIP H2O 

F8 5,00 5,00             5,00 5,00 80,00 

F9 7,50   2,50           5,00 5,00 80,00 

F10 7,50     2,50         5,00 5,00 80,00 

F11 8,00       2,00       5,00 5,00 80,00 

F12 8,46         1,54     5,00 5,00 80,00 

F13 9,07           0,93   5,00 5,00 80,00 

F14 9,24             0,76 5,00 5,00 80,00 
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Figura 42. Formulações (F8 a F14) para a determinação do melhor par de tensoativos, 
após 24 horas em repouso (Própria autora). 

 

Após 24 horas em repouso, todas as formulações apresentaram a formação de 

cremagem. Em seguida, mais sete formulações foram preparadas com a substituição 

de T80 por T20. A composição dessas formulações está descrita na Tabela 9 e a 

Figura 43 ilustra as formulações obtidas. 

 

Tabela 9. Composição percentual das formulações F15 a F21 

  COMPOSIÇÃO % (p/p) 

FORM T20 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 ÓLEO PIP H2O 

F15 2,70 7,30             5,00 5,00 80,00 

F16 5,26     4,74         5,00 5,00 80,00 

F17 5,26   4,74           5,00 5,00 80,00 

F18 5,97       4,03       5,00 5,00 80,00 

F19 6,71         3,29     5,00 5,00 80,00 

F20 7,82           2,18   5,00 5,00 80,00 

F21 8,19             1,81 5,00 5,00 80,00 
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Figura 43. Formulações (F15 a F21) para a determinação do melhor par de tensoativo, 
após 24 horas em repouso (Própria autora). 

 
Após 24 horas em repouso, todas as formulações contendo T20 apresentaram 

formação de cremagem. 

Após a avaliação macroscópica, T20 foi substituído por T60 e mais sete 

formulações foram preparadas. A composição das formulações está descrita na Tabela 

10 e a Figura 44 ilustra as formulações obtidas com T60. 

 

Tabela 10. Composição percentual das formulações F22 a F28 

  COMPOSIÇÃO % (p/p) 

FORM T60 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 ÓLEO PIP H2O 

F22 5,26 4,74             5,00 5,00 80,00 

F23 7,69     2,31         5,00 5,00 80,00 

F24 7,69   2,31           5,00 5,00 80,00 

F25 8,16       1,84       5,00 5,00 80,00 

F26 8,59         1,41     5,00 5,00 80,00 

F27 9,15           0,85   5,00 5,00 80,00 

F28 9,31             0,69 5,00 5,00 80,00 
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Figura 44. Formulações (F22 a F28) para a determinação do melhor par de 
tensoativos, após 24 horas em repouso (Própria autora). 
 

Após 24 horas em repouso, todas as formulações apresentaram formação de 

cremagem. Dessa maneira, o T60 foi substituído por T40 e a composição das 

formulações obtidas está descrita na Tabela 11 e ilustradas na Figura 45. 

 

Tabela 11. Composição percentual das formulações F29 a F35 

  COMPOSIÇÃO % (p/p) 

FORM T40 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 ÓLEO PIP H2O 

F29 3,85 6,15             5,00 5,00 80,00 

F30 6,52   3,48           5,00 5,00 80,00 

F31 6,52     3,48         5,00 5,00 80,00 

F32 7,14       2,86       5,00 5,00 80,00 

F33 7,75         2,25     5,00 5,00 80,00 

F34 8,58           1,42   5,00 5,00 80,00 

F35 8,84             1,16 5,00 5,00 80,00 
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Figura 45. Formulações (F29 a F35) para a determinação do melhor par de 
tensoativos, após 24 horas em repouso (Própria autora). 

 

Após 24 horas em repouso, apenas a formulação F30, entre as sete preparadas 

contendo T40, não apresentou a formação de cremagem. 

Após a avaliação macroscópica de estabilidade de todas as 35 formulações, as 

formulações F7 e F30 (Figura 46) não apresentaram nenhum dos parâmetros de 

instabilidade determinados, após 24 horas em repouso, sendo escolhidas as melhores 

e seguiram para as etapas posteriores de análise. 

 

 

Figura 46. Melhores formulações após 24 horas em repouso (Própria autora).
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As formulações obtidas (F7 e F30) apresentam composição diferente e, 

consequentemente, interação química variada devido à estrutura química dos 

tensoativos utilizados.  

A formulação F7 possui, em sua composição, os tensoativos PAWS e S80. 

PAWS trata-se de uma mistura de álcoois graxos etoxilados, saturada em álcool 

cetílico etoxilado. A cadeia cetílica é constituída por 16 átomos de carbono (UL 

PROSPECTOR, 2020), embora apresente, também, álcoois de 14 a 18 átomos de 

carbono. S80 trata-se de um derivado da reação do sorbitol com ácido oleico, que gera 

um éster de sorbitano que possui 18 carbonos na cadeia lateral alifática. Ambos os 

tensoativos têm seu uso indicado para a produção de emulsões do tipo O/A 

(FLORENCE; ATTWOOD, 2011). 

Sabe-se que os tensoativos, quando utilizados em concentração acima da 

concentração micelar crítica (CMC), formam micelas e que o interior dessas micelas 

apresenta propriedades similares às das cadeias hidrocarbônicas que constituem os 

tensoativos (FLORENCE; ATTWOOD, 2011; AULTON; TAYLOR, 2016). Dessa 

maneira, o interior das micelas formadas pela mistura do par de tensoativo PAWS e 

S80 apresentarão propriedades similares às cadeias carbônicas cetílica do PAWS e 

alifática do S80. 

Desta forma, o interior das micelas é capaz de solubilizar os ácidos graxos que 

constituem, majoritariamente, o óleo de A. vulgare, os ácidos palmítico e oleico, visto 

que o ácido palmítico apresenta uma cadeia carbônica contendo 16 átomos de 

carbono, como a cadeia cetílica de PAWS, e o ácido oleico apresenta 18 carbonos em 

sua cadeia carbônica, como S80. 

A formulação F30 possui em sua composição os tensoativos T40 e T85. T40 

trata-se do palmitato de polioxietileno sorbitano, ou seja, possui uma cadeia carbônica 
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palmítica, que contém 16 carbonos. T85 é o trioleato de polioxietileno sorbitano, um 

derivado do ácido oleico e apresenta cadeia carbônica com 18 átomos de carbono 

(FLORENCE; ATTWOOD, 2011; MERCK, 2020; UL PROSPECTOR, 2020). 

De forma análoga à F7, F30 apresenta o interior das suas micelas com 

propriedades similares às dos ácidos palmítico e oleico sendo, portanto, capaz de 

solubilizar o óleo de A. vulgare. 

Os demais tensoativos utilizados como P6MO, P6DO, P4MO e P4DO, embora 

tenham, na sua estrutura, derivados do ácido oleico, possuem a cadeia polimérica de 

etilenoglicol, o que confere maior complexidade à estrutura do tensoativo, além de 

tornar a estrutura maior, o que pode gerar um impedimento estérico e dificultar a 

interação química entre os componentes do óleo de A. vulgare e a cadeia oleica do 

tensoativo (SOLOMONS; FRYHLE, 2001). 

 

5.8 Caracterização das nanoemulsões 

 

As formulações F7 e F30 (Tabela 12) foram eleitas as melhores, quanto aos 

parâmetros de instabilidade macroscópicos avaliados e foram caracterizadas quanto ao 

tamanho de gotícula, índice de polidispersão e potencial zeta. 

 

Tabela 12. Composição percentual das formulações F7 e F30 

 COMPOSIÇÃO % (p/p) 

FORM PAWS S80 T40 T85 Óleo PIP H2O 

F7 8,29 1,71 - - 5,00 5,00 80,00 

F30 - - 6,52 3,84 5,00 5,00 80,00 
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A caracterização das formulações foi realizada pela técnica de espalhamento 

dinâmico da luz (DLS) e foram avaliados o tamanho médio de gotícula, o índice de 

polidispersão e o potencial zeta, após 24 horas do preparo das formulações. 

O espalhamento dinâmico da luz, também conhecido como espectroscopia de 

correlação de fótons, consiste na emissão de um feixe de luz diretamente na amostra e 

as oscilações de intensidade-tempo do feixe de luz refletido ou transmitido, são 

medidas (JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

O tamanho das gotículas é determinado a partir das mudanças na frequência do 

feixe de luz, que incide sobre a amostra, devido ao movimento Browniano das gotículas 

presentes na suspensão coloidal (JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Além disso, para 

partículas esféricas em suspensões diluídas, como as nanoemulsões, o raio 

hidrodinâmico da partícula pode ser calculado, a partir da equação de Stokes-Einstein 

(GRAPENTIN et al., 2015; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

O potencial zeta é utilizado como um parâmetro para avaliação da estabilidade 

das formulações, frente à floculação, e é determinado observando o movimento das 

gotículas pela influência da corrente elétrica (AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). Quando seu valor se encontra superior a 30 mV, em módulo, 

indica que as forças repulsivas da dupla camada estão atuando com maior intensidade 

do que as forças atrativas de Van der Waals; assim, há menor tendência à formação de 

floculado e, consequentemente, menor possibilidade de ocorrer coalescência e quebra 

da emulsão (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976; MAHDI et al., 2011; 

AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).  

O índice de polidispersão (PDI) indica a variedade de populações de micelas 

presentes na formulação; ou seja, quanto maior o valor de PDI, maior a variabilidade 

populacional. Sabe-se que, em preparações farmacêuticas, é incomum que as 
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gotículas sejam completamente monodispersas, sendo mais comumente encontrados 

sistemas polidispersos; entretanto, um sistema com baixo índice de polidispersão é um 

sistema mais estável e, portanto, um gráfico de dispersão monomodal é o desejável 

(AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 13. 

 

Tabela 13. Caracterização das formulações F7 e F30, quanto ao tamanho de gotícula, 
PDI e potencial zeta 

Formulação Tamanho (nm) PDI Potencial zeta (mV) 

F7 151,0 ± 0,404a 0,273 ± 0,008c -0,579 ± 0,448e 

F30 170,6 ± 1,301b 0,484 ± 0,030d -16,5 ± 1,31f 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. ANOVA One-way, pós 
teste Tukey. p<0,05 
 

Após a análise estatística dos resultados e avaliação dos gráficos, obtidos no 

software do equipamento, ambas as formulações desenvolvidas atendiam aos 

requisitos para serem classificadas como nanoemulsões. 

Uma nanoemulsão típica é um sistema cineticamente estável, com tamanho de 

gotícula de até 200 nm, índice de polidispersão menor que 0,5 e potencial zeta maior 

que 30 mV em módulo (IZQUIERDO et al., 2004; SOLANS et al., 2005; ANTON et al., 

2007; GUTIÉRREZ et al., 2008; MAESTRO et al., 2008; GUTTOFF et al., 2015; 

KOMAIKO et al., 2015; MUSAZZI et al., 2018 BRUXEL et al., 2012; JAFARI; 

McCLEMENTS, 2018). 

Embora ambas as formulações estejam dentro dos parâmetros estabelecidos, 

para serem classificadas como nanoemulsões, a formulação F7 apresentou menor 

tamanho médio de gotícula (151,0 nm) e melhor valor de índice de polidispersão 
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(0,273), sugerindo uma dispersão mais homogênea das gotículas de óleo na fase 

aquosa. 

Tanto F7 quanto F30 apresentaram valores de potencial zeta fora da faixa ideal 

de estabilidade; porém, esse parâmetro pode ser melhorado quando são realizadas 

modificações na proporção dos constituintes da formulação dentro do diagrama de 

fases (JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

Sendo assim, os tensoativos PPG-5-Ceteth-20 e Sorbitan oleate foram 

determinados como o melhor par de tensoativos para o EHL 14, requerido pela fase 

oleosa, contendo óleo de A. vulgare e Isopropyl Palmitate. 

 

5.9 Determinação da região de formação de nanoemulsões no diagrama de 

fases pseudoternário 

 

A fim de se determinar a região de formação de nanoemulsões, obter 

formulações mais estáveis, com sensorial agradável e melhorar os valores obtidos de 

potencial zeta, foi utilizado o diagrama de fases pseudoternário, variando a 

.composição percentual dos componentes da formulação. Dessa maneira, foram 

preparadas formulações nos 36 pontos do diagrama. A Figura 47 ilustra as formulações 

obtidas nos pontos 1 a 15. 
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Figura 47. Formulações obtidas nos pontos 1 a 15 do diagrama pseudoternário, após 
24 horas em repouso (Própria autora). 

 

A Figura 48 ilustra as formulações obtidas nos pontos 16 a 30. 
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Figura 48. Formulações obtidas nos pontos 16 a 30 do diagrama pseudoternário, após 
24 horas em repouso (Própria autora). 

 

A Figura 49 ilustra as formulações obtidas nos pontos 31 a 36 do diagrama. 

 

 
Figura 49. Formulações obtidas nos pontos 31 a 36 do diagrama pseudoternário, após 
24 horas em repouso (Própria autora). 
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Após a avaliação macroscópica das formulações, após 24 horas em repouso, 

somente as formulações obtidas nos pontos 1 e 9 não apresentaram formação de 

cremagem, sedimento e/ou separação de fases, além de se mostrarem fluidas e com 

reflexo azulado. Dessa maneira, a região de nanoemulsão foi determinada conforme 

ilustrada na Figura 50. 

 

 

Figura 50. Região de formação de nanoemulsão no diagrama pseudoternário (Própria 
autora, criado em SigmaPlot 11.0). 

 

A região de formação das nanoemulsões encontrada está de acordo com o 

descrito na literatura, para o método de baixo aporte de energia (FORGIARINI et al., 

2000; MAESTRO et al., 2008; SOLANS; SOLÉ, 2012; ROCHA-FILHO et al., 2017). 

Dessa maneira, qualquer formulação preparada, com composição dentro da faixa 

determinada, irá gerar uma nanoemulsão, embora nem todas apresentem estabilidade. 

Nesse contexto, foram preparadas mais 24 formulações a fim de se melhorar o 

aspecto sensorial das nanoemulsões e eleger apenas uma como produto final. Foram 
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utilizados 24 pontos intermediários dentro da região de formação da nanoemulsão 

(Figura 51). 

 

 

Figura 51. Pontos intermediários do diagrama pseudoternário (Própria autora, criado 
em SigmaPlot 11.0). 

 

A figura 52 ilustra as formulações obtidas nos pontos N1 a N15. 
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Figura 52. Formulações obtidas nos pontos intermediários N1 a N15 do diagrama 
pseudoternário, após 24 horas em repouso (Própria autora). 

 

As formulações obtidas nos pontos N16 a N24 estão ilustradas na figura 53. 

 

 

Figura 53. Formulações obtidas nos pontos intermediários N16 a N24 do diagrama 
pseudoternário, após 24 h em repouso (Própria autora). 

 

Após a análise macroscópica, após 24 horas de repouso, as formulações que 

não apresentaram sinais de instabilidade, como formação de cremagem, foram 
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analisadas quanto ao tamanho de gotícula, PDI e potencial zeta. Os resultados obtidos 

estão descritos na Tabela 14. 

 

Tabela 14. Caracterização das melhores nanoemulsões do diagrama. 

Formulação Tamanho (nm) PDI Potencial zeta (mV) 

N1 167,3 ± 3,027a 0,265 ± 0,013h -26,5 ± 0,208m 

N6 190,9 ± 2,658b 0,393 ± 0,021i -19,6 ± 0,321n 

N11 92,04 ± 0,844c 0,532 ± 0,006j -18,9 ± 0,265n,o 

N12 158,4 ± 1,311a,e 0,374 ± 0,006i -18,1 ± 0,0577n,o 

N16 36,90 ± 0,890d 0,736 ± 0,027k -24,5 ± 2,63m 

N17 174,1 ± 2,946a,f 0,295 ± 0,008h -20,7 ± 0,493o 

N21 22,32 ± 0,365g 0,453 ± 0,012l -17,4 ± 0,300n 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. ANOVA One-way, pós 
teste Tukey. p<0,05. 

 

Após a análise dos resultados, a formulação N17 foi escolhida como produto 

final, embora não apresente diferença estatística significativa com N1 no tamanho e 

PDI, e um potencial zeta um pouco mais distante do valor de estabilidade máxima, 30 

mV, em módulo. Possui um percentual maior de óleo em sua formulação; entretanto,  

seu gráfico de distribuição de tamanho, por intensidade percentual, apresentou-se com 

maior homogeneidade (Figura 54). 
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Figura 54. Gráfico de distribuição de tamanho de gotícula por intensidade percentual 
da formulação N17 (Fonte: Zetasizer Software). 

 

As demais formulações analisadas apresentaram valores de PDI fora do limite 

determinado como ideal (0,300) sendo, portanto, descartadas. A formulação escolhida 

como produto final foi renomeada como NE-TCM. 

 

5.10 Avaliação da atividade inibitória in vitro da tirosinase pela nanoemulsão 

obtida 

 

Para a avaliação da atividade inibitória da enzima tirosinase, pela nanoemulsão, 

foi utilizada a formulação NE-TCM, diluída em acetona, de maneira que a concentração 

de óleo de A. vulgare, contida na solução, fosse igual à utilizada no ensaio de inibição 

da tirosinase apenas com o óleo puro (350 µg/mL). 

A absorbância da nanoemulsão foi lida por 5 horas, a cada 1 hora. Os resultados 

obtidos estão expressos na Tabela 15. 
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Tabela 15. Atividade inibitória percentual (AI%) frente à enzima tirosinase por NE-TCM 

Amostra AI T1 (%) AI T2 (%) AI T3 (%) AI T4 (%) AI T5 (%) 

NE-TCM -39,22 -21,48 -5,64 1,51 1,89 

 

Segundo a lei de Beer, a absorbância é diretamente proporcional à 

concentração de uma espécie absorvente; porém, essa definição só é válida para 

soluções diluídas que apresentam absorbância entre 0,2 e 0,9 (SKOOG et al., 2006). 

Embora a concentração de óleo de A. vulgare estivesse igual à utilizada no 

ensaio com o óleo livre (350 µg/mL), na solução de acetona contendo NE-TCM, estão 

presentes os demais componentes da formulação que podem ter influenciado para o 

aumento da absorbância (1,3) e, consequentemente, interferindo no resultado da 

análise. 

Dessa maneira, é necessário que outras concentrações de NE-TCM sejam 

testadas, para que a análise da atividade inibitória da tirosinase seja realizada e 

avaliada de forma confiável, dentro dos parâmetros estabelecidos pela lei de Beer. 

 

5.11 Avaliação da estabilidade da nanoemulsão obtida 

 

Após a determinação da melhor nanoemulsão, foi iniciado o estudo de 

estabilidade, a fim de avaliar a influência do tempo sobre o tamanho de gotícula, PDI, 

potencial zeta e pH. 
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A Tabela 16 apresenta os valores do tamanho médio de gotícula ± o desvio 

padrão, durante 90 dias de análise, para as três condições de estresse. 

 

Tabela 16. Tamanho médio de gotícula ± desvio padrão, durante 90 dias de análise. 

Tamanho (nm) 

Dia Estufa Geladeira Ambiente 

1 177,7 ± 1,494a 160,7 ± 1,334c 173,1 ± 2,378h 

7 171,1 ± 2,363a,b 172,9 ± 2,119c,d 177,5 ± 3,197h 

14 168,2 ± 1,706a,b 171,9 ± 1,972c,e 174,4 ± 1,822h 

21 168,4 ± 1,816a,b 166,4 ± 2,160c,f 178,6 ± 4,849h 

30 163,7 ± 1,838b 175,1 ± 4,450d,e,f 177,2 ± 4,091h 

45 164,3 ± 2,497a,b 182,1 ± 3,494d,e 185,7 ±  4,393h 

60 169,3 ± 3,339a,b 205,0 ± 2,545g 175,8 ± 1,733h 

75 165,0 ± 2,619a,b 176,6 ± 1,396d,e,f 176,9 ± 2,189h 

90 164,9 ± 3.239a,b 204,4 ± 3,265g 179,0 ± 2,289h 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. ANOVA Two-way, pós 
teste Tukey. p<0,05. 

 

A Tabela 17 apresenta os valores da média do PDI ± o desvio padrão, durante 

90 dias de análise, para as três condições de estresse. 
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Tabela 17. Valor médio de PDI ± desvio padrão, durante 90 dias de análise. 

PDI 

Dia Estufa Geladeira Ambiente 

1 0,331 ± 0,017a 0,261 ± 0,007b 0,334 ± 0,028g 

7 0,315 ± 0,033a 0,342 ± 0,005b,c 0,339 ± 0,035g 

14 0,304 ± 0,019a 0,294 ± 0,019b,d 0,377 ± 0,021g 

21 0,317 ± 0,034a 0,279 ± 0,008b 0,355 ± 0,029g 

30 0,328 ± 0,017a 0,332 ± 0,017b,e,f 0,338 ± 0,037g 

45 0,356 ± 0,030a 0,376 ± 0,019c,d,e 0,373 ± 0,019g 

60 0,354 ± 0,477a 0,401 ± 0,515c,f 0,334 ± 0,032g 

75 0,351 ± 0,032a 0,375 ± 0,013c,d,f 0,340 ± 0,034g 

90 0,355 ± 0,042a 0,379 ± 0,033c,f 0,385 ± 0,011g 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. ANOVA Two-way, pós 
teste Tukey. p<0,05. 

 

A Tabela 18 apresenta os valores da média do potencial zeta, em módulo, ± o 

desvio padrão, durante 90 dias de análise, para as três condições de estresse. 
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Tabela 18. Valor médio de potencial zeta ± desvio padrão, durante 90 dias de análise. 

Potencial zeta (mV) 

Dia Estufa Geladeira Ambiente 

1 17,3 ± 0,506a 16,0 ± 0,437g 18,8 ± 0,341h 

7 18,7 ± 0,195a 17,8 ± 0,177g 17,6 ± 0,035h 

14 16,1 ± 0,202a,b 18,3 ± 0,318g 17,6 ± 0,549h 

21 15,8 ± 0,516a,c 16,3 ± 0,406g 18,3 ± 0,560h 

30 16,4 ± 0,711a,d 17,6 ± 0,294g 19,9 ± 0,369h,i 

45 15,4 ± 0,352a,e 17,0 ± 0,294g 23,6 ± 0,625j 

60 15,1 ± 0,477a,f 16,2 ± 0,515g 18,3 ± 0,718h 

75 14,4 ± 0,282b,c,d,e,f 16,0 ± 0,154g 22,7 ± 0,538i,j 

90 12,8 ± 0,412e,f 16,7 ± 0,710g 21,1 ± 0,321h,j 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. ANOVA Two-way, pós 
teste Tukey. p<0,05. 

 

A Tabela 19 apresenta a variação da média dos valores de pH ± desvio padrão, 

durante 90 dias de análise, para as três condições de estresse. 
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Tabela 19. Valor médio de pH ± desvio padrão, durante 90 dias de análise. 

pH 

Dia Estufa Geladeira Ambiente 

1 3,82 ± 0,061a 3,86 ± 0,130f 3,92 ± 0,076g 

7 3,69 ± 0,066a,b 3,85 ± 0,068f 3,95 ± 0,132g,h 

14 3,76 ± 0,056a,b 3,90 ± 0,076f 3,96 ± 0,040g,h 

21 3,63 ± 0,067b,c,d 3,90 ± 0,053f 3,94 ± 0,035g,h 

30 3,70 ± 0,110a,c,e 3,89 ± 0,055f 3,97 ± 0,050g,h 

45 3,73 ± 0,029a,c,e 3,98 ± 0,053f 4,05 ± 0,031g,h 

60 3,59 ± 0,051b,d,e 3,85 ± 0,075f 4,05 ± 0,050g,h 

75 3,69 ± 0,015a,c,e 3,96 ± 0,051f 4,10 ± 0,035h 

90 3,51 ± 0,049d 3,84 ± 0,015f 4,06 ± 0,032g,h 

Letras iguais não apresentam diferença estatística significativa. ANOVA Two-way, pós 
teste Tukey. p<0,05. 
 

As tabelas apresentadas mostram que não ocorreu variação superior a 10% no 

tamanho de gotícula durante 90 dias de análise, para as condições de estresse de 

armazenamento na estufa e no ambiente. Para a condição geladeira, a partir do 45º dia 

de análise, ocorreu variação superior a 10%; porém essa diferença não foi 

estatisticamente significativa. 

Entretanto, o PDI sofreu uma variação superior a 10%, a partir do dia 7, para a 

condição de estresse de armazenamento na geladeira e, a partir do dia 14, para a 

condição de armazenamento no ambiente; porém, para a condição de estresse de 

armazenamento na geladeira, a variação só foi estatisticamente significativa a partir do 

dia 45º e, para a condição de estresse de armazenamento no ambiente, não foi 

estatisticamente significativa para nenhum dia de análise. Esses resultados mostram 
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que, embora novas populações de gotículas tenham se formado, não ocasionaram 

mudanças estatísticas significativas, para a condição de estresse de armazenamento 

no ambiente e, portanto, NE-TCM foi considerada estável durante todo o tempo de 

análise.  

Para a condição de estresse de armazenamento na geladeira, a variação do PDI 

a partir do dia 45º, provavelmente se deve ao processo de amadurecimento de 

Ostwald. Esse processo ocorre quando as gotículas menores reduzem e as gotículas 

maiores se fundem e aumentam de tamanho devido à difusão, das moléculas da fase 

dispersa, para a fase contínua (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016; 

JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Além disso, o óleo de A. vulgare quando submetido à 

baixa temperatura, muda de estado físico, apresentando-se na forma de uma manteiga. 

Dessa maneira, era esperado que o óleo apresentasse o mesmo comportamento, 

quando nanoemulsionado, e esta mudança no estado físico do óleo pode contribuir 

para o rompimento das gotículas e, consequentemente, favorecer o amadurecimento 

de Ostwald. 

O potencial zeta não apresentou variação superior a 10% para a condição de 

estresse de armazenamento na estufa, durante os 90 dias de análise; porém, 

apresentou variação estatística significativa a partir do dia 75º. Para a condição de 

estresse de armazenamento na geladeira, o potencial zeta apresentou variação 

superior a 10% nos dias 7º e 14º, mas estas variações não foram significativas 

estatisticamente. E, para a condição de armazenamento no ambiente, a formulação 

manteve-se estável, em relação ao potencial zeta, até o dia 45º e essa variação foi 

estatisticamente significativa, além de ter sido superior a 10%. O potencial zeta é 

utilizado como um parâmetro para avaliação da estabilidade das formulações frente à 

floculação: quanto mais próximo ou superior ao valor de 30 mV, em módulo, mais as 
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forças repulsivas da dupla camada estão atuando, do que as forças atrativas de Van 

der Waals, o que sugere maior estabilidade (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 

1976; MAHDI et al., 2011; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). 

O pH manteve-se estável durante os 90 dias de análise, para todas as 

condições de estresse de armazenamento analisadas. 

O valor médio de pH de 3,8 pode promover um peeling químico na pele 

(YOKOMIZO et al., 2013), auxiliando na redução do melasma sendo, portanto, um 

ponto positivo para o produto, visto que o óleo de A. vulgare, o ativo da nanoemulsão, 

apresenta atividades inibidora da tirosinase e antioxidante. Dessa forma, o baixo valor 

do pH da nanoemulsão poderia promover um incremento de atividade e melhor 

resultado para a redução do melasma na pele (RENDON et al., 2006; RIGOPOULOS et 

al., 2007; SALEM et al., 2009; GUERRA et al., 2013; YOKOMIZO et al., 2013). 

 

6 CONCLUSÕES 

 

Após a realização de todos os ensaios, pôde-se concluir que foi possível 

quantificar o teor de β-caroteno no óleo fixo de frutos, sendo encontrada a 

concentração de 272,67 mg de β-caroteno por grama de óleo fixo de A. vulgare. 

O perfil de decomposição térmica mostrou que o óleo mantém-se estável até 

145° C e, somente a partir desta temperatura, inicia-se o processo de degradação 

térmica. 

O óleo apresenta atividades antioxidante frente aos radicais DPPH•, ABTS•+, 

inibidora da oxidação lipídica do sistema β-caroteno/ácido linoleico e atividade inibidora 

da enzima tirosinase superior à do ácido kójico. 
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Foi possível determinar o valor de EHLr para a fase oleosa como 14 e avaliar a 

influência de diferentes pares de tensoativos, sendo o par PPG-5-Ceteth-20 e Sorbitan 

Oleate escolhido como o melhor. Além disso, após a determinação da região de 

nanoemulsão, foi possível obter uma nanoemulsão com tamanho médio de gotícula de 

174,1 nm, índice de polidispersão de 0,295 e potencial zeta de 20,7 mV, em módulo. 

Também foi possível avaliar a estabilidade da nanoemulsão, que se mostrou 

estável à temperatura ambiente e na estufa, sofrendo alteração no PDI e potencial zeta 

apenas na condição de estresse em geladeira. 

Dessa maneira, o óleo de A. vulgare possui um grande potencial como ativo na 

redução do melasma na pele. Além disso, a nanoemulsão NE-TCM apresenta um 

potencial no uso como nanocosmético verde, visto que sua produção utiliza métodos 

de baixo aporte de energia, sem aquecimento e sem uso de solventes orgânicos. 
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