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RESUMO

Astrocaryum vulgare Mart é uma espécie de palmeira nativa e ndo endémica do
Brasil, pertence a familia Arecaceae e é popularmente conhecida como tucuma. O 6leo
fixo de frutos de A. vulgare possui, em sua composi¢cao quimica, diversos carotendides,
responsaveis por conferir a sua coloragao alaranjada, sendo o [-caroteno, o
majoritario, além de &cidos graxos e fitosterois. As substancias encontradas no 6leo
fixo de A. vulgare sao de classes com atividades biologicas importantes; porém, de
caracteristicas lipofilicas, o que dificulta a sua utilizacdo em muitos produtos de matriz
aquosa. Nesse contexto, a obtencdo de sistemas nanoestruturados é uma excelente
estratégia para solucionar esse problema. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma nanoemulsdo, contendo 6leo fixo de frutos de A. vulgare, por método de baixo
aporte de energia. Para isso, foi determinado o teor de B-caroteno presente no 6leo,
avaliada a atividade antioxidante frente aos radicais DPPH" e ABTS™, e frente a
inibicdo da oxidacao lipidica do sistema B-caroteno/Acido linoleico, avaliada a atividade
inibitéria da enzima tirosinase, determinado o valor de EHLr da fase oleosa da
formulacéo, avaliada a influéncia de diferentes tensoativos sobre a hanoemulsificacao,
determinada a regido de formacdo de nanoemulsdo no diagrama pseudoternario e
avaliada a estabilidade da nanoemulséo escolhida, por 90 dias. O 6leo de A. vulgare
possui um teor de 272,67 mg de (B-caroteno por grama de 6leo. O ECs, para o radical
DPPH’ foi de 0,676 mg/mL, o TEAC para o radical ABTS™ foi de 908,29 uM Trolox/mg
de dleo e o percentual de inibicdo da oxidagéo do sistema B-caroteno/Acido linoleico foi
de 47,36%. A enzima tirosinase foi 96,94% inibida na primeira hora e 99,33% na
segunda hora de andlise. 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
nanoemulsdo estavel com tamanho médio de goticula de 174,1 nm, PDI de 0,295 e
potencial zeta de 20,7 mV, em modulo. Dessa maneira, o 6leo fixo de A. vulgare possui
potencial na reducdo do melasma na pele. Além disso, a hanoemulsdo apresenta um
potencial no uso como nanocosmeético verde, visto que sua producdo utiliza métodos
de baixo aporte de energia, sem aquecimento e sem uso de solventes organicos.

Palavras-chave: Astrocaryum vulgare; 6leo de tucuma; nanoemulsdo; 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 tucuma. The fixed oil of A.
vulgare fruits has in its chemical composition several carotenoids, responsible for giving
its orange color, with (-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 [B-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 [-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 -carotene per gram
of oil. The ECso for the DPPH’ radical was 0.676 mg/mL, the TEAC for the ABTS™
radical was 908.29 uM 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; tucuma oil; nanoemulsion; antioxidant; melasma.
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e possui, como uma das suas
principais funcdes, a protecdo contra agentes externos, como patdgenos e radiacéo
UV, que ocorre pela formacdo da melanina, de forma fisiolégica, em células
especificas, na epiderme da pele humana, nos cabelos e na retina dos olhos.

Embora a pigmentacdo seja um processo fisioldgico, em algumas pessoas pode
ocorrer o processo de hiperpigmentacdo da pele, devido a producdo excessiva de
melanina. Essa hiperpigmentacdo promove um transtorno cutaneo, conhecido como
melasma, caracterizado pela presenca de regidbes amarronzadas na pele da face, o que
produz um impacto negativo na autoestima e na qualidade de vida das pessoas
acometidas por essa alteracao.

Fatores como a exposicdo solar, estresse, ma alimentacao e tabagismo podem
contribuir para o aparecimento do melasma na pele, além de contribuirem para a
formacao de radicais livres em excesso.

Os radicais livres sdo formados, naturalmente, como subprodutos do
metabolismo celular e desempenham papel importante, envolvidos em processos
fisiologicos diversos; entretanto, sua producdo em excesso, chamada de estresse
oxidativo, tem efeitos nocivos ao organismo. As substancias que impedem ou retardam
os efeitos deletérios do estresse oxidativo na pele sdo conhecidas como antioxidantes.

Popularmente conhecida como tucuma, uma das muitas palmeiras encontradas
na regido amazonica, tem frutos amplamente consumidos e utilizados pela populagéo
local. O oleo fixo extraido de seus frutos apresenta uma coloracdo alaranjada

caracteristica e possui diversas atividades biologicas descritas na literatura.



17

As substéncias encontradas no oOleo fixo de tucuma sdo de classes com
atividades bioldgicas importantes; porém, de caracteristicas lipofilicas, o que dificulta a
sua utilizacdo em muitos produtos de matriz aquosa. Nesse contexto, a obtencéo de
sistemas nanoemulsionados € uma excelente estratégia para solucionar esse
problema.

As nanoemulsfes do tipo 0leo em agua apresentam papel de destaque para
essa finalidade. As nanoemulsfes sédo consideradas opcdes viaveis para encapsulacéao
de substancias que possuem baixa solubilidade em agua. Essa estratégia permite a
obtencdo de produtos aquosos e possivel incremento da biodisponibilidade das
substancias ativas presentes na formulacéo. Elas sdo sistemas cineticamente estaveis,
com tamanho de goticula da ordem de poucos nandémetros e que, usualmente,
apresentam aparéncia transparente ou translicida.

Diferentes processos sdo utilizados para o preparo de nanoemulsdes,
normalmente divididos entre metodologias de alto aporte de energia e baixo aporte de
energia e possibilitam sua aplicacdo direta em produtos como agroquimicos,
medicamentos, cosméticos e alimentos.

A principal metodologia para determinacdo do tamanho de goticula de
nanoemulsdes envolve o espalhamento dindmico da luz. No entanto, outras mais
acuradas, capazes de estimar, de forma mais exata, a variacdo no tamanho de goticula
e a estabilidade das nanoemulsdes, como a metodologia de microscopia eletronica de
transmissdo, tém sido consideradas ferramentas poderosas para essa finalidade.
Nesse contexto, nanoemulsdes sédo excelentes opc¢des viaveis para a incorporagao de
Oleos fixos em matrizes aquosas e 0 desenvolvimento de produtos cosmeéticos

contendo Oleos vegetais.
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Desta forma, empregar um 0leo 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 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Astrocaryum vulgare Mart

Pertencente a familia Arecaceae, Astrocaryum vulgare (Figura 1) € uma espécie

de palmeira nativa e ndo endémica do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020).

Figura 1. Astrocaryum vulgare (INPN, 2020)

Popularmente conhecida como tucuma (MORAIS; GUTJAHR, 2012; SHANLEY,
2015) e tucumé-do-para (LUNZ et al., 2010; MORAIS; GUTJAHR, 2012; OLIVEIRA et
al., 2012), é encontrada nos dominios fitogeograficos Amazénia e Cerrado e distribuida
nos estados do Amapa, Para, Tocantins, Maranhdo e Goias (Figura 2) (FLORA DO
BRASIL, 2020). Possui quatro sinonimias descritas Astrocaryum awarra, Astrocaryum
guianense, Astrocaryum segregatum, Astrocaryum tucumoides (THE PLANT LIST,

2013).
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Figura 2. Distribuigdo do tucumé& no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020)

A palmeira do tucuma 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 extenséo 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 tucuméa em corte transversal (MORAIS; GUTJAHR, 2012)
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Figura 5. llustracdo de Astrocaryum vulgare (Biodiversity Heritage Library, 2020)

Diversos trabalhos encontrados na literatura descrevem varias atividades do

6leo 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-inflamatoria
(BONY et al., 2012a; BONY et al., 2012b), acao redutora do estresse oxidativo hepéatico
(BALDISSERA et al., 2018), antimicrobiana (JOBIM et al., 2014) e despigmentante da
pele (TEIXEIRA et al., 2012).

O 6leo de tucuma (Figura 6) é rico em acidos graxos, sendo os acidos oleico e
palmitico, os majoritarios (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 B-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
fitoster6is (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. Oleo fixo de frutos de A. vulgare (Propria autora)
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2.2. Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e representa em torno de 10% de todo
o peso corporal (BENSON et al., 2019). E originada do mesoderma e ectoderma
embrionario e, quando esta na sua forma integra, possui, como principal funcéo, a
protecdo do organismo frente a contaminacdo de virus, parasitas, fungos, bactérias,
radiacdo e produtos quimicos (MANCINI, 2004; BENSON et al., 2019).

A pele é constituida de quatro estruturas: o estrato cérneo (1), a epiderme (2), a
derme (3) e o tecido subcutaneo (4) (Figura 7), além de possuir apéndices como

foliculos pilosos, glandulas apdécrinas e ductos sudoriparos (BENSON et al., 2019).

Figura 7. Desenho esquematico da pele humana (Propria autora, criado em

BioRender.com)

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

tecido conjuntivo frouxo e células de gordura. Possui, como principais funcdes,
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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 colageno, o que promove sustentacdo e
elasticidade ao tecido cutaneo. A maioria das células que constitui a derme sdo os
fibroblastos, além de apresentar células do sistema imune. Além disso, é na derme que
se encontram 0s receptores dos nervos sensoriais e 0S vasos sanguineos, que irdo
irrigar as camadas mais superiores do tecido (BENSON et al., 2019).

A epiderme (2) é formada por varias camadas de células em diferentes niveis de
diferenciacéo celular. A camada celular mais préxima a derme é denominada camada
basal e é constituida por células cubdides, basdfilas, que repousam sobre a membrana
basal, que faz a separacdo entre a derme e a epiderme. A camada basal possui
intensa atividade mitética e é rica em células tronco. Logo acima da camada basal, ha
a camada espinhosa, formada por células cubdides, nucleo central e com feixes de
filamentos de queratina, no citoplasma. Acima da camada espinhosa, hd a camada
granulosa, que contém apenas algumas camadas de células achatadas, com nucleo
central e citoplasma rico em granulos de querato-hialina. Logo acima, ha a camada
licida, que é formada por uma fina camada de células achatadas e sem nucleo. O
citoplasma possui inimeros filamentos de queratina. Essa camada é vista com mais
facilidade na pele espessa. Acima da camada licida, tem-se o estrato cérneo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; BENSON et al., 2019).

O estrato corneo (1) possui aproximadamente 10-20 um de espessura, sendo a
parte mais externa da pele. E constituido de células achatadas, anucleadas e mortas e

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

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

2.3 Melanogénese e melasma

A melanogénese é um processo fisioldgico de pigmentacdo da pele, por meio da
producdo de melanina (CHO et al, 2012; LAI et al., 2018). A biossintese da melanina
ocorre nos melanossomos, que sao organelas localizadas no interior dos melandcitos
e, em seguida, transportadas para os queratindcitos. Os melandcitos sédo células
especializadas, sendo encontrados na epiderme da pele humana, cabelos e na retina
dos olhos, na proporcdo de 1:36, em relacdo aos queratindcitos (LAl et al., 2018;
PILLAIYAR et al., 2018).

A sintese da melanina ocorre a partir da oxidacéo de L-tirosina em L-DOPA, pela
acdo da enzima tirosinase (TYR). Em seguida, L-DOPA ¢é convertida em dopaquinona
(DQ) que sera convertida em eumelanina ou em feomelanina, dependendo do tipo de

estimulo recebido (Figura 8) (PILLAIYAR et al., 2018).
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HO NH

L-tirosina
L-DOPA

Dopaquinona
Feomelanina

Figura 8. Esquema simplificado da sintese de melanina (Prépria autora, criado em

BioRender.com).

A eumelanina é responsavel pela formacdo da melanina preta e marrom,
enquanto a feomelanina € responsavel pela melanina vermelha e amarela. A proporgéo
entre eumelanina e feomelanina € responsavel pelos fenotipos da pele humana
(BERNARD; BERTHON, 2000; CHANG, 2012; PILLAIYAR et al., 2018).

A hiperpigmentacdo da pele devido a produgcéo excessiva de melanina promove
um transtorno cutaneo conhecido como melasma, uma dermatose comum que se
caracteriza pela presenca de maculas marrons, na pele mais exposta a radiacdo solar,
como a face (RIGOPOULOS et al., 2007; MIOT et al., 2009; JIANG et al., 2018; POLLO
et al., 2018). Essa condicdo acomete, majoritariamente, mulheres em idade fértil;
entretanto, também pode ocorrer em homens, porém, em menor incidéncia (MIOT et

al., 2009; VACHIRAMON et al., 2012).
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O melasma € uma condicdo multifatorial frequentemente associada ao uso de
horménios anticoncepcionais sintéticos e a gravidez. Além disso, a predisposicéo
genética e a exposicao 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 individuos com esta condicéo
(MIOT et al., 2009; JIANG et al., 2018; POLLO et al., 2018).

A reducdo do melasma é realizada utilizando uma série de ativos de uso topico e
terapias fisicas 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 agao estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Substancias mais utilizadas na reducdo do melasma e seus mecanismos de

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

Substancia Mecanismo de acao

Hidroquinona Inibe a atividade da enzima tirosinase
Acido azelaico Acdao antiproliferativa nos melandcitos
Acido ascorbico Reduz a melanina oxidada

Acido kojico Inibe a atividade da enzima tirosinase

O uso desses ativos clareadores do melasma, em geral, é insatisfatério, visto
que ndo promovem um clareamento definitivo, além de promoverem irritagdes na pele
(RENDON et al.,, 2006; MIOT et al., 2009). Dessa maneira, o uso de produtos de
origem natural, como potenciais ativos para a reducdo do melasma, estdo sendo

estudados e tém se mostrado promissores e sugerindo, inclusive, novos mecanismos
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de acdo, como a inibicdo de radicais livres, que estariam associados a ativacao da

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

2.4  Antioxidante

Antioxidantes sdo substancias capazes de reagir rapidamente com radicais livres
impedindo sua acdo (MOLYNEUX, 2004; ATKINS; JONES, 2006). Os radicais livres
sdo formados, naturalmente, como subprodutos do metabolismo celular e
desempenham um papel importante, pois estdo envolvidos em processos fisiologicos
como producéo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sinalizacao
intercelular (ATKINS; JONES, 2006; ALVES et al., 2010); entretanto, sua producdo em
excesso, chamada de estresse oxidativo, tém efeitos nocivos ao organismo, como
alteracdes na membrana plasmatica, danos ao DNA e ao RNA, produzindo danos
celulares irreversiveis e contribuindo para o surgimento de diversas patologias como
cancer e doencas cardiovasculares, além de promover o envelhecimento precoce da
pele (ALVES et al., 2010; FRIES; FRASSON, 2011). Alguns habitos de vida podem
contribuir para a producdo excessiva de radicais livres, tais como o tabagismo,
exposicdo prolongada a radiacdo UV, consumo de alcool e poluicdo (FRIES;
FRASSON, 2011).

As substancias que possuem atividade antioxidante sdo aquelas que impedem
ou retardam os efeitos deletérios do estresse oxidativo na pele (SCOTTI et al., 2007).
As substancias antioxidantes podem ser classificadas como primarias, sinérgicas,
removedoras de oxigénio, biologicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos,

dependendo do mecanismo de acédo associado a elas (RAMALHO; JORGE, 2006).
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As substancias classificadas como primarias sdo aquelas que atuam inativando
os radicais livres, por meio da doacédo de atomos de hidrogénio, como a glutationa e
seus derivados (RAMALHO; JORGE, 2006; SCOTTI et al., 2007).

As sinérgicas sao substancias que possuem a funcdo de promover um
incremento da atividade antioxidante, das substancias primarias, quando utilizadas em
conjunto (RAMALHO; JORGE, 2006). O acido ascorbico € um exemplo de antioxidante
sinérgico, quando usado em associagdo com a Vvitamina E, pois promove a
regeneracao da vitamina E, na membrana celular oxidada (SCOTTI et al., 2007).

As substancias removedoras de oxigénio sdo aquelas que impedem a
autoxidacéo pela captura do oxigénio livre, no meio celular. O acido ascorbico e seus
derivados sédo classificados como removedores de oxigénio, além de serem
antioxidantes sinérgicos (RAMALHO; JORGE, 2006).

As enzimas como a ubiquinona (coenzima Q-10) séo classificadas como
antioxidantes biolégicos e atuam neutralizando oxigénios reativos, pela transferéncia de
prétons (RAMALHO; JORGE, 2006; SCOTTI et al., 2007).

Os agentes quelantes complexam ions metalicos, que séo catalisadores das
reacoes oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006). As substancias mais utilizadas sé&o o
acido citrico e o acido lipéico (FRIES; FRASSON, 2011).

Por fim, os antioxidantes mistos sdo aqueles que incluem os derivados de
produtos naturais e podem atuar por mais de um mecanismo de ag¢do, como 0S
carotendides, em especial o B-caroteno, que atua pelo mecanismo de fotoxidacao e
neutralizacdo do oxigénio singleto, e os derivados do acido cindmico, como o acido
caféico, que atuam como removedores de oxigénio e antioxidante sinérgico

(RAMALHO; JORGE, 2006; SCOTTI et al., 2007).
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Para determinar o potencial antioxidante de uma substancia, existem diversas
analises in vitro, como a metodologia de captura do radical DPPH’, a metodologia de
captura do radical ABTS™, a metodologia de inibicdo de radicais livres gerados durante
a peroxidacdo do acido linoleico (sistema [-caroteno/acido linoleico), a metodologia
ORAC (Capacidade de Absorcéao de Radicais de Oxigénio), entre outros.

As metodologias de captura do radical DPPH’, radical ABTS™ e o sistema B-
caroteno/acido linoleico sdo baseadas na transferéncia de elétron singleto e avaliam a
capacidade, das substancias antioxidantes, de reduzir o radical livre sintético, que tem
a sua coloracédo alterada, quando ocorre a reducdo (RUFINO et al., 2006; NORMAH,;
HANAPI, 2019). Essas sdo metodologias colorimétricas, pois tém a atividade medida
pela reducdo da absorbancia; ou seja, quanto maior o decréscimo da absorbancia,
maior sera a reducdo da substancia oxidante (RUFINO et al, 2006; RUFINO et al.,
2007a; RUFINO et al., 2007b; NORMAH; HANAPI, 2019).

A metodologia ORAC é baseada na transferéncia de atomos de hidrogénio e
atua pela competicédo, entre antioxidantes e substratos, por radicais peroxila gerados
termicamente, por meio da decomposicdo de compostos azo (NORMAH; HANAPI,
2019). Nesse ensaio, a atividade antioxidante é medida a partir da area sob a curva da
reducdo da fluorescéncia versus o tempo. A principal vantagem de utilizacdo da
metodologia ORAC é a semelhanca do seu mecanismo de acdo com 0 mecanismo

fisiologico de oxidacdo (BISBY et al., 2008; NORMAH; HANAPI, 2019).



31

25 Nanoemulsodes

Nanoemulsdes sdo sistemas dispersos de pequenas goticulas de dois liquidos
imisciveis e cineticamente estaveis (SOLANS et al.,, 2005; ANTON et al., 2008;
GUTIERREZ et al., 2008; BRUXEL et al., 2012; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Possui
tamanho médio de goticula 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
nanoemulsdes (FORGIARINI et al., 2000; ANTON et al., 2008; GUTIERREZ et al.,
2008; BERNARDI et al., 2011; SOLANS; SOLE, 2012)

Podem se apresentar na forma de sistemas 6leo em agua (O/A), agua em 6leo
(A/O) ou nanoemulsdes multiplas como agua, 6leo, agua (A/O/A) ou Oleo, agua, Oleo
(O/A/O) (Figura 9) (SOLANS et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2008; SOLE et al., 2012;

JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

Oleo .
Agua

s
8
o ©
o0

A/O O/A O/A/IO

Figura 9. Tipos de nanoemulsdes (Prépria autora).
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As metodologias de obtencdo de uma nanoemulsdo 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 forcas de
cisalhamento, como as induzidas por homogeneizadores de alta presséao,
microfluidizadores e sonicacdo (SOLANS et al., 2005; RAO; McCLEMENTS, 2010;
QIAN; McCLEMENTS, 2011; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Ap06s o preparo de uma
emulsdo convencional, a fase dispersa € reduzida a goticulas diminutas em escala
nanometrica, por meio do fornecimento de alta energia (QIAN; McCLEMENTS, 2011;
JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Devido a necessidade de investimentos de alto custo,
as metodologias de alto aporte de energia sdo mais usadas em escala industrial de
producao de sistemas nanoemulsionados (JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

Ja as metodologias de baixo aporte de energia envolvem formacdo espontanea
de pequenas goticulas em misturas especificas de tensoativo, 6leo e agua (JAFARI;
McCLEMENTS, 2018). As metodologias de obtencdo que utilizam baixo aporte
energético mais utilizadas sao as de inversdo de fase por temperatura, emulsificacéo
espontanea ou auto-emulsificagdo e a metodologia por inversdo da composicao
(SOLANS et al., 2005; RAO; McCLEMENTS, 2010; SOLANS; SOLE, 2012; JAFARI,
McCLEMENTS,2018).

A emulsificacdo espontanea ou auto-emulsificacdo baseia-se na diluicdo da fase
externa, que induz a difusdo dos componentes mais hidrofilicos, da fase organica para
a fase aquosa, sem que ocorra altera¢do na curvatura do tensoativo (SOLANS; SOLE,
2012; SABERI et al., 2013; DAVIDOV-PARDO; McCLEMENTS, 2015). Ja a inversao de

fases refere-se a transicdo de fases envolvendo inversdo da curvatura do(s)
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tensoativo(s) utilizado(s) ou, até mesmo, transicdo de estruturas contendo um filme de
tensoativo com curvatura zero. A transicdo de fases pode ocorrer a temperatura
constante e com variagcado da composicao (PIC — do inglés phase inversion composition
method) ou composi¢cdo constante e variacdo da temperatura (PIT — do inglés phase
inversion temperature method) (ANTON et al., 2008; OSTERTAG et al.,, 2012;
SOLANS; SOLE, 2012; GONCALVES et al., 2019). A escolha da metodologia de
preparacdo da nanoemulsdo depende de diversos fatores como a natureza do material
a ser homogeneizado, o comportamento fisico-quimico desejado e a aplicacdo do
produto final (SOLANS et al., 2005; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

As nanoemulsfes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, assim como as
emulsdes convencionais, causadas pelas interacbes moleculares que séo
desfavoraveis na interface 6leo-agua, o que favorece a separacao das fases (SOLANS
et al., 2005; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Devido a essa instabilidade, as
nanoemulsdes estdo mais sujeitas a sofrerem os efeitos da separagédo gravitacional
gue ocasiona a formacao da cremagem ou sedimentacdo, dependendo da densidade
da fase oleosa. Além disso, a instabilidade termodindmica também pode ocasionar
floculagdo, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald (Figura 10) (JAFARI,

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

McCLEMENTS, 2018).

A cremagem ou sedimentacdo € um processo em que as goticulas dispersas se
unem e, por diferenca de densidade, entre a fase oleosa e a fase aguosa, sobem a
superficie, formando uma camada de emulsdo mais concentrada semelhante a uma
nata (cremagem) ou descem ao fundo, formando uma camada mais espessa
(sedimentacédo). Esse processo é reversivel e a formulacdo pode retornar a seu estado
original por agitacdo leve; entretanto, ndo € desejavel que a sua formacgao ocorra, pois
€ um sinal claro de instabilidade fisica (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016;
JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

A floculagdo é uma unido instavel e reversivel entre as goticulas, formando
aglomerados que se comportam como uma unidade. Sua formacao ocorre quando as
forcas atrativas de Van der Walls das goticulas sdo superiores as forgas repulsivas que
mantém as goticulas separadas. Os floculados podem ser desfeitos por agitacao leve
e, assim, a formulacao retorna ao seu estado original (SOLANS et al., 2005; AULTON;

TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).
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A coalescéncia € uma etapa de instabilidade posterior a floculacdo, quando as
goticulas atraidas fundem-se, formando goticulas maiores. E um processo irreversivel
e continuo, que s6 cessa quando ocorre a separacéo de fases e, consequentemente, a
quebra da emulsdo (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI,
McCLEMENTS, 2018).

O amadurecimento de Ostwald ocorre quando as goticulas menores diminuem e
as goticulas maiores de fundem e aumentam de tamanho devido a difusdo, das
moléculas da fase dispersa, para a fase continua. O amadurecimento de Ostwald pode
ser inibido utilizando-se uma fase oleosa com baixa solubilidade em agua ou
adicionando substancias inibidoras do amadurecimento como, por exemplo,
triglicerideos de cadeia longa, como 6leo de girassol e palma (SOLANS et al., 2005;
WOOSTER et al., 2008; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

A caracterizacdo das nanoemulsfes pode ser realizada utilizando diversas
metodologias analiticas. A distribuicdo dos tamanhos de goticula é avaliada utilizando a
o espalhamento dindamico da luz (DLS - do inglés dinamic light scattering). O
equipamento mede a intensidade de luz espalhada pelo movimento Browniano das
goticulas e a quantidade de luz espalhada é diretamente proporcional ao tamanho das
goticulas. Além disso, o DLS fornece informac¢fes de indice de polidisperséo (PDI) e
potencial zeta (TADROS et al., 2004; GRAPENTIN et al, 2015; JAFARI;
McCLEMENTS, 2018). As caracteristicas morfolégicas das nanoemulsées podem ser
analisadas por meio de metodologias como a microscopia eletrbnica ou de forca
atdmica (RAO; McCLEMENTS, 2010; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

O indice de polidisperséo (PDI) indica a variedade de populacbes de micelas
presentes na formulacdo; ou seja, quanto maior o valor de PDI, maior a variabilidade

populacional. Sabe-se que, em preparacdes farmacéuticas, € incomum que as



36

goticulas sejam completamente monodispersas, sendo mais comumente encontrados
sistemas polidispersos; entretanto, um sistema com um baixo indice de polidisperséo é
um sistema mais estavel e, portanto, um gréafico de dispersdo monomodal é o desejavel
(AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

O potencial zeta é utilizado como um parametro para avaliacdo da estabilidade
das formulagcbes frente a floculacdo e é determinado observando o movimento das
goticulas pela influéncia da corrente elétrica (AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI,
McCLEMENTS, 2018). Quando seu valor se encontra superior a 30 mV, em maodulo,
indica que as forcas repulsivas da dupla camada estdo atuando com maior intensidade
do que as forcas atrativas de Van der Waals; assim, hd menor tendéncia a formacéo de
floculado e, consequentemente, menor possibilidade de ocorrer coalescéncia e quebra
da emulsdo (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976; MAHDI et al., 2011;

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

OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar nanoemulsdes cosméticas contendo 6leo fixo de

frutos de tucuma (Astrocaryum vulgare Matrt.).

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar o teor de B-caroteno presente no 6leo fixo de frutos de A. vulgare;
Avaliar o perfil de decomposicédo térmica do 6leo fixo de frutos de A. vulgare;
Avaliar a atividade antioxidante in vitro do Oleo fixo de frutos de A. vulgare;
Avaliar a atividade inibitoria in vitro da tirosinase pelo 6leo fixo de frutos de A.
vulgare;

Determinar o equilibrio hidréfilo-lipéfilo requerido (EHLr) da fase oleosa da
formulacéo;

Avaliar a influéncia de diferentes tensoativos sobre a nhanoemulsificacao;
Determinar a regido de formacdo de nanoemulsbes no diagrama de fases
pseudoternario;

Avaliar a atividade inibitoria in vitro da tirosinase pelo nanoemulséo obtida;

Avaliar a estabilidade da nanoemulsao obtida.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

e Oleo fixo de polpa de frutos de tucuma (Figura 11)
Fornecedor: Amazon Oil
Lote: AMO 255-001/0318

INCI: Astrocaryum Tucuma Fruit Oll

Figura 11. Oleo fixo de polpa de frutos de A. vulgare (Prépria autora).
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e Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Figura 12)

Fabricante: Sigma

O,N

Figura 12. Estrutura quimica do radical DPPH’ (Prépria autora).

e Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™) (Figura 13)

Fabricante: Sigma

NostatoN

\\S
o~ \O

Figura 13. Estrutura quimica do radical ABTS™ (Prépria autora).



e Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) (Figura 14)

Fabricante: Sigma

HO

Figura 14. Estrutura quimica do Trolox (Prépria autora).

e L-tirosina (Figura 15)

Fabricante: Sigma

OH

NH,
HO

Figura 15. Estrutura quimica de L-tirosina (Propria autora).

e Tirosinase de cogumelo

Fabricante: Sigma
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e Acido kéjico (Figura 16)

Fabricante: Sigma

HO

OH
0

Figura 16. Estrutura quimica do acido kgjico (Propria autora).

Isopropyl Palmitate (Figura 17)

Fornecedor: Croda

0 CH;

PPN

HyC(H,C)yaH5C 0 CHa

Figura 17. Estrutura quimica do Isopropyl Palmitate (Propria autora).
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e Polysorbate 20 (Figura 18)
Fornecedor: Synth

EHL: 16,7

CH(CH;)sCH3

0

Figura 18. Estrutura quimica do Polysorbate 20 (Propria autora).

e PPG-5-Ceteth-20 (Figura 19)
Fornecedor: Croda

EHL: 16

Figura 19. Estrutura quimica do PPG-5-Ceteth-20 (Prépria autora).
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e Polysorbate 40 (Figura 20)
Fornecedor: Croda

EHL:15,6

\oH | /r\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/

Figura 20. Estrutura quimica do Polysorbate 40 (Prépria autora).

e Polysorbate 80 (Figura 21)
Fornecedor: Synth
EHL: 15

HO(CH2CH,0),, OCH,CH,),0H

(

CH(OCH,CH;),0H
CH0——(CH;CH;0);.4— CH,;CH,0——C——CH,(CH,)sCH,CH=—=CHCH3{CH;)sCH3

wHXx+y+z=20

Figura 21. Estrutura quimica do Polysorbate 80 (Propria autora).
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e Polysorbate 60 (Figura 22)
Fornecedor: Sigma

EHL: 14,9

{/\/o\hrcwcmmcm

e}

Figura 22. Estrutura quimica do Polysorbate 60 (Prépria autora).

e PEG-6 Oleate (Figura 23)
Fornecedor: Praid

EHL: 13

(o)
HO/\/ P y
0 H

Figura 23. Estrutura quimica do PEG-6 Oleate (Prépria autora).
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e Polysorbate 85 (Figura 24)
Fornecedor: Croda

EHL: 11

0 CH,00CC,7H33
H(H,CH,CO0)p00 00CC7Has
00CC7Ha3

Figura 24. Estrutura quimica do Polysorbate 85 (Propria autora).

e PEG-4 Oleate (Figura 25)
Fornecedor: Praid

EHL: 11

o}

/\/\/\/\/\/\/\/\)ko/\{\/\/i’\o.,

n

Figura 25. Estrutura quimica do PEG-4 Oleate (Propria autora).
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e PEG-6 Dioleate (Figura 26)
Fornecedor: Praid

EHL:10

Figura 26. Estrutura quimica do PEG-6 Dioleate (Prépria autora).

e PEG-4 Dioleate (Figura 27)
Fornecedor: Praid

EHL: 8,5

N °\/‘}\0 ~

[¢]

Figura 27. Estrutura quimica do PEG-4 Dioleate (Prépria autora).
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e Sorbitan oleate (Figura 28)
Fornecedor: Croda

EHL: 4,3

0O

OC——C——CH,(CH;)sCH,CH=—=CHCH,(CH,)sCH,

HOu,,. & o

7

H

\\‘\\‘

HO OH

Figura 28. Estrutura quimica do Sorbitan oleate (Propria autora).

e Sorbitan trioleate (Figura 29)
Fornecedor: Praid

EHL: 1,8

OH

RO

%

OR

0

R= /”\CH2(CH2)5CH2/_\CH2(CH2)GCH3

Figura 29. Estrutura quimica do Sorbitan trioleate (Propria autora).
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e Padrao de B-caroteno (Figura 30)

Fornecedor: Sigma

N G U O P

Figura 30. Estrutura quimica do B-caroteno (Prépria autora).

4.2 Métodos

4.2.1 Aquisicao do oleo fixo de frutos de A. vulgare

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

07.928.840/0001-68), que realiza a extragcdo do 6leo por prensagem a frio (ANEXO II).

4.2.2 Avaliacao da solubilidade do 6leo de A. vulgare

A avaliacao da solubilidade do 6leo foi realizada segundo a metodologia descrita
no primeiro volume da quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira Foi avaliada a
solubilidade do 6leo na presenca dos solventes: etanol absoluto, metanol, acetona,
cloroférmio, diclorometano, dimetilsulféxido (DMSOQO), propilenoglicol, miristato de
isopropila, palmitato de isopropila e glicerina.

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

solvente foram adicionadas aos tubos. ApoOs 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 analise da solubilidade.

4.2.3 Quantificacdo de carotenoides totais expressos em [-caroteno por

espectrofotometria

Para a determinacédo do teor de carotenoides totais em relagdo ao -caroteno,
foi utilizada a metodologia descrita por Zeraik; Yariwake (2008) com modificacdes.
Inicialmente, foi realizada a curva analitica do padrao de [3-caroteno, em diclorometano,
em cinco diferentes concentragbes (10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL), em triplicata. As
absorbancias das amostras foram lidas a 450 nm, em espectrofotdmetro
(SPECTROstar Nano® - BMG Labtech).

Os resultados obtidos foram plotados em um grafico da absorbancia pela
concentracao de -caroteno e a equacao da reta obtida foi utilizada para calcular o teor
de carotendides totais em relagédo ao B-caroteno.

Em seguida, foi preparada uma solucao do 6leo de tucuma em diclorometano (7
mg/mL), em triplicata. A absorbancia da amostra também foi lida a 450 nm, em
espectrofotdmetro.

O resultado obtido foi substituido em y, na equacdo da reta da curva analitica
realizada anteriormente, para obter o valor da concentragao de 3-caroteno presente no

Oleo de A. vulgare.

4.2.4 Avaliacao do perfil de decomposicéo térmica do 6leo de A. vulgare

Para a avaliacdo do perfil de decomposicdo térmica do oOleo fixo de frutos de A.

vulgare, foram realizadas analises de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria
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diferencial simultanea (DSC), seguida da andlise dos gases liberados por
espectroscopia no infravermelho, com transformada de Fourier (FTIR).

As curvas TG-DSC foram obtidas utilizando um sistema de analise térmica da
Mettler Toledo, modelo TG/DSC-1, sendo a atmosfera de ar como gas de purga, a uma
vazao de 50 mL/min, massa da amostra de aproximadamente 20 mg e cadinhos de a-
Al,O3 de 150 pL, razdo de aquecimento de 10° C min™ e intervalo de temperatura de 30
—3800° C.

A analise de gases liberados (EGA, do inglés Evolved gas analysis) por TG-FTIR
dos produtos liberados durante a decomposicéo térmica foi realizada usando um TG-
DSC1 Mettler-Toledo, acoplado a um espectrofotdmetro Nicolet FTIR, com uma célula
de gas e um detector DTGS ZnSe. O forno e célula de gas aquecido (250° C) foram
acoplados por meio de uma linha de transferéncia de aco inoxidavel de 120 cm,
aguecida a 225° C, com diametro 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
resolucdo de 4 cm™. A identificacdo dos produtos gasosos foi baseada nos espectros

de referéncia disponiveis no software do espectrometro (OMNIC 8.0).

4.2.5 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro do 6éleo de A. vulgare

4.25.1 Inibigdo do radical DPPH’

A avaliagdo da atividade antioxidante do 6leo 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 modificagdes.
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Inicialmente, foi realizada uma curva analitica do radical DPPH’, em solucdo de
metanol, em seis diferentes concentracdes (10; 20; 30; 40; 50 e 60 uM), em triplicata.
Em seguida, solucbes de Oleo fixo, em acetona, foram preparadas nas concentracdes
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 solucéo de dleo foi adicionado, seguido da adicdo de 3,9 mL de solucéo de
radical DPPH’, 0,06 mM. As solucdes foram deixadas em repouso, ao abrigo da luz, por
30 minutos. Apés o tempo decorrido, as absorbancias das amostras foram lidas, a 515
nm, em espectrofotdbmetro (SPECTROstar Nano® - BMG Labtech).

Os resultados obtidos foram plotados em um grafico da absorbancia pela
concentracdo de 6Oleo de A. vulgare e a equacdo da reta foi utilizada para calcular o
valor de concentracdo necessaria para inibir a atividade de 50% do radical DPPH’

(ECs0).

4.25.2 Inibic&o do radical ABTS™

A avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo de A. vulgare foi realizada através
da metodologia de captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS™), segundo a metodologia descrita por Rufino et al., 2007b, com
modificacdes

Inicialmente, foi preparado o radical ABTS™, a partir da reacdo de 5 mL da
solucdo estoque de ABTS com 88 uL de solucdo de persulfato de soédio (140 mM). A
mistura foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida, 1
mL dessa mistura foi diluida em etanol absoluto, até se obter uma absorbancia de 0,70

+0,05a734 nm.
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Em seguida, foi realizada a curva analitica do Trolox, em etanol absoluto, em
cinco diferentes concentragdes (100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM). Uma aliquota de 30
uL de cada concentracdo foi transferida para tubos de ensaio, contendo 3,0 mL da
solucdo de radical ABTS™ e homogeneizados em agitador de tubos. A leitura da
absorbancia foi realizada a 734 nm, em espectrofotbmetro (SPECTROstar Nano® -
BMG Labtech), ap6s 6 minutos da mistura.

Para avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo de A. vulgare, solucdes de 6leo
fixo, em acetona, foram preparadas nas concentracbes 0,125; 0,250; 0,500; 0,750;
1,000 e 1,250 mg/mL, em triplicata. Em seguida, uma aliquota de 30 uL de cada
concentracdo foi transferida para tubos de ensaio contendo 3,0 mL da solucdo de
radical ABTS™ e homogeneizados em agitador de tubos. A leitura das absorbancias
também foi realizada a 734 nm, apds 6 minutos da mistura. Como branco, foi utilizada
uma aliquota de 30 uL da solucdo de maior concentracdo do 6leo e 3 mL de etanol
absoluto.

Os resultados obtidos foram plotados em um grafico da absorbancia pela
concentracdo de 6Oleo de A. vulgare e a equacdo da reta foi utilizada para calcular o

valor da capacidade antioxidante equivalente em Trolox ou TEAC.

4.2.5.3 Sistema B-caroteno/Acido Linoleico

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante do 6leo de A. vulgare, frente aos
radicais livres gerados durante a peroxidagéo lipidica do &cido linoleico, foi utilizada a
metodologia descrita por Rufino et al., 2006, com modificagdes (RUFINO et al., 2006).

A solugéo sistema B-caroteno/Acido linoleico foi preparada a partir da mistura de

40 pL de acido linoleico, 530 yL de Polysorbate 40, 50 yL de uma solugcdo de B-
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caroteno (20 mg/mL em cloroféormio) e 1 mL de cloroférmio. Apés a homogeneizacéo, o
cloroférmio foi evaporado com o auxilio de um oxigenador. Em seguida, foi adicionada
agua destilada, previamente oxigenada por 30 min, com o auxilio de um oxigenador,
até que se obtivesse uma absorbancia entre 0,6 e 0,7, a 470 nm.

Apoés o preparo da solugcédo sistema, foram misturados 0,4 mL de solugdes do
Oleo de A. vulgare, em diversas concentragbes (0,500; 1,000 e 1,500 mg/mL em
acetona), em triplicata, com 5 mL da solucédo sistema. Foi utilizado, como controle
positivo, uma solucéo de Trolox 200 mg/L, em etanol absoluto.

A primeira leitura das absorbancias em espectrofotdbmetro (SPECTROstar
Nano® - BMG Labtech), a 470 nm, foi realizada apds 2 min da mistura. Em seguida, as
amostras foram submetidas a um aquecimento, a 40° C, em banho-maria, por 2 horas.
Apods o tempo decorrido, a absorbancia das amostras foi hovamente lida a 470 nm.
Também foi realizada a leitura da solugéo sistema, nas mesmas condi¢des.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibigdo da oxidagédo do B-

caroteno.

4.2.6 Avaliacdo da atividade inibitéria in vitro da tirosinase pelo 6leo de A. vulgare

Para avaliar o potencial inibitério da enzima tirosinase pelo 6leo de A. vulgare foi
utilizada a metodologia descrita por Teixeira et al., 2012, com modificacées (TEIXEIRA
et al., 2012).

Para a realizagdo do ensaio, foi usado o controle positivo, o controle negativo e
a amostra contendo 6leo de A. vulgare, em triplicata, utilizando uma microplaca de 96
pocos (Falcon®). O controle positivo consistia em 10 pL da enzima tirosinase (125
U/mL) em agua Mili-Q, 70 pL de tampéo fosfato (pH 6,8), 60 uL de acido kéjico (17,5

pug/mL) em acetona e 70 uL de L-tirosina (0,3 mg/mL), em agua Mili-Q. A amostra



54

continha todos os itens descritos anteriormente para o controle positivo, com a
substituicdo do acido kéjico por 60 pL de uma solucdo de Oleo de A. vulgare, em
acetona (350 pug/mL). Para o controle negativo, foram utilizados 60 pL de acetona em
substituicdo ao acido kdjico e ao dleo de A. vulgare.

Imediatamente ap0s o preparo, a absorbancia dos pocos foi lida em
espectrofotometro a 510 nm (tp). Em seguida, a placa foi incubada a 30 = 1° C, por 60
min e a absorbancia novamente lida apds o tempo decorrido (t;). Apdés a segunda
leitura, a placa foi novamente incubada, utilizando as mesmas condicbes e, apos o
tempo de incubacéo, a absorbancia foi novamente lida (t;). Todas as amostras foram
feitas em triplicata.

O percentual de inibicdo da tirosinase foi calculado segundo a equacao:

Al% = ( > x 100
Onde,
C = absorbancia do controle negativo

S = absorbancia da amostra ou do controle positivo (absorbancia do tempo t; ou

t menos a absorbancia do tempo to)

4.2.7 Determinacdo do equilibrio hidréfilo-lipéfilo requerido (EHLr) da fase oleosa e

obtencao das nanoemulsdes

A determinacdo do EHL requerido (EHLr) da fase oleosa, contendo 6leo de A.
vulgare e Isopropyl Palmitate (PIP), foi realizada solubilizando o 6leo em PIP e, em

seguida, misturando-se PPG-5-Ceteth-20 (PAWS - EHL 16) e Sorbitan Oleate (S80-



55

EHL 4,3) a fim de se obter varias formulacées com uma ampla faixa de EHL (4,3 — 16)

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

EHL, x A% + EHLg X B%

EHLr =
r 100

Onde:

EHLr é o valor de EHL resultante da mistura de dois tensoativos
EHL, é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofobico

EHLg é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofilico

A% é o percentual do tensoativo mais hidrofébico

B% é o percentual do tensoativo mais hidrofilico

A% + B% =100

Para a obtencéo das formulagdes, foi utilizada a metodologia de baixo aporte de
energia. Foram preparadas nanoemulsdes do tipo 6leo em agua, com composi¢cado de
5% (p/p) de d6leo de A. vulgare, 5% (p/p) de lIsopropyl Palmitate, 10% (p/p) de
tensoativo e 80% (p/p) de agua deionizada.

Inicialmente, o 6leo 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. Ap0s a homogeneizacédo, a agua deionizada foi gotejada, lentamente,
com o auxilio de uma seringa, sob agitacdo constante, também em agitador do tipo
vortex (Figura 31). Apés a completa adicdo da agua deionizada, a formulagéo foi
homogeneizada por mais 1 min e, em seguida, deixada em repouso por 24 h para

posterior analise macroscopica de estabilidade (JESUS et al, 2017, com



56

modificacdes), avaliando formacdo de cremagem, floculacdo, coalescéncia,
precipitacdo e separacao de fases (SOLANS et al., 2005; AULTON; TAYLOR, 2016;

JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

Figura 31. llustracdo do sistema de preparo das formulagdes (Prépria autora, criado

em BioRender.com).

4.2.8 Avaliacao da influéncia de diferentes tensoativos sobre a nanoemulsificacdo

ApoOs a determinacgéo do valor de EHLr, 35 diferentes pares de tensoativos foram
utilizados para o preparo das formulacdes. As emulsdes 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)



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)

57
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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)

Apos obtencéo das formulagfes, as emulsdes foram deixadas 24 h em repouso
para avaliacdo macroscopica dos parametros de estabilidade, como formacdo de
cremagem, floculacdo, coalescéncia, precipitacdo e separacdo de fases (SOLANS et

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

4.2.9 Caracterizacao das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram caracterizadas pela técnica de espalhamento dindmico
da luz, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS — Malvern. Foram avaliados os
tamanhos de goticula, indice de polidispersdo e potencial zeta. Cada analise foi
realizada apés a diluicdo das formulacdes em agua Mili-Q (1:25). As medidas foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos como média + desvio padrdo. Os
graficos de distribuicdo do tamanho de goticula, por intensidade populacional, foram
obtidos pelo software do préprio equipamento (Zetasizer software — Malvern) (JESUS

et al., 2017).
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4.2.10 Determinacéo da regido de formacdo de nanoemulsées no diagrama de fases

pseudoternario

O diagrama foi construido posicionando a agua, os pares de tensoativos,
previamente determinados, e a mistura de 6leo e PIP em cada um dos vértices do
triangulo e o percentual de cada componente variando de 0 a 100, a cada 10%, ao
longo de cada lado do triangulo, conforme ilustrado na Figura 32 (BARRETO et al.,

2017; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

Tensoativos

DERK

10

s 'ro

80 100 Oieo + PIP

Figura 32. Diagrama de fases pseudoternario (Prépria autora, criado em SigmaPlot
11.0).

Inicialmente, foram preparadas 36 formulagdes, correspondentes aos pontos
principais do diagrama (Tabela 1), para a determinacdo da regido de formacao das

nanoemulsoes.
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Tabela 1. Composicdo porcentual dos pontos principais do diagrama de fases

pseudoternario.
FORM TENS% OLEO+PIP% H,0% FORM TENS% OLEO+PIP% H,0%
1 10 10 80 19 30 40 30
2 10 20 70 20 30 50 20
3 10 30 60 21 30 60 10
4 10 40 50 22 40 10 50
5 10 50 40 23 40 20 40
6 10 60 30 24 40 30 30
7 10 70 20 25 40 40 20
8 10 80 10 26 40 50 10
9 20 10 70 27 50 10 40
10 20 20 60 28 50 20 30
11 20 30 50 29 50 30 20
12 20 40 40 30 50 40 10
13 20 50 30 31 60 10 30
14 20 60 20 32 60 20 20
15 20 70 10 33 60 30 10
16 30 10 60 34 70 10 20
17 30 20 50 35 70 20 10
18 30 30 40 36 80 10 10
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Em seguida, foram preparadas mais 24 formula¢cdes (Tabela 2) dentro da regiéao
de formacdo de nanoemulsdes com o objetivo de se obter formulacdes com maior

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

Tabela 2. Composi¢do porcentual dos pontos intermediario do diagrama de fases
pseudoternario.

FORM TENS% OLEO+PIP% H,0% FORM TENS% OLEO+PIP% H,0%
N1 2 2 96 N13 6 6 88
N2 2 4 94 N14 6 8 86
N3 2 6 92 N15 6 10 84
N4 2 8 90 N16 8 2 90
N5 2 10 88 N17 8 4 88
N6 4 2 94 N18 8 6 86
N7 4 4 92 N19 8 8 84
N8 4 6 90 N20 8 10 82
N9 4 8 88 N21 10 2 88
N10 4 10 86 N22 10 4 86
N11 6 2 92 N23 10 6 84
N12 6 4 90 N24 10 8 82

4.2.11 Avaliagcéo da atividade inibitoria in vitro da tirosinase pela nanoemulséo obtida

Para avaliar o potencial inibitdrio da enzima tirosinase pela nanoemulséo, foi
utilizada a metodologia descrita por Teixeira et al., 2012, com modifica¢cdes (TEIXEIRA

et al., 2012).
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Para a realizacdo do ensaio, foi utilizado o controle positivo, o controle negativo
e a amostra contendo a nanoemulsao, em triplicata, utilizando uma microplaca de 96
pocos (Falcon®). O controle positivo consistia em 10 pL da enzima tirosinase (125
U/mL) em agua Mili-Q, 70 pL de tampéo fosfato (pH 6,8), 60 uL de acido kéjico (17,5
pg/mL) em acetona e 70 pyL de L-tirosina (0,3 mg/mL), em agua Mili-Q. A amostra
continha todos os itens descritos anteriormente para o controle positivo, com a
substituicdo do acido kojico por 60 pL de uma solucdo da nanoemulsdo em acetona
(350 pg/mL). Para o controle negativo foram utilizados 60 pL de acetona em
substituicdo ao &cido kéjico e a nanoemulsao.

Imediatamente ap0s o preparo, a absorbancia dos pocos foi lida em
espectrofotometro a 510 nm (tp). Em seguida, a placa foi incubada a 30 + 1° C e as
absorbancias foram lidas, até que ocorresse a estabilizacdo dos valores, de tempo em

tempo. O percentual de inibicdo da tirosinase foi calculado segundo a equacéo:

C

Al% = ( ) x 100

Onde,

C = absorbéancia do controle negativo

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

menos a absorbancia do tempo tg)

4.2.12 Avaliacao da estabilidade da nanoemulséo obtida

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

10 g de nanoemulséo, em triplicata, e acondicionados em frasco de vidro transparente,
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com tampa, envolto em papel aluminio. As formulacdes foram armazenadas nas
condi¢Oes 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
modificacdes).

As formula¢cdes foram avaliadas quanto a alteragcdes de tamanho de goticula,
indice de polidispersao, potencial zeta e pH nos dias 1, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 75 e 90
apos o preparo.

Para as analises de tamanho de goticula, indice de polidispersédo e potencial
zeta, as nanoemulsdes foram diluidas com agua Mili-Q na proporcéao de 1:25. A leitura
do pH foi realizada diretamente nas nanoemulsées, sem diluicdo, em peagdmetro
digital (Gehaka®, PG1800).

Os resultados estdo expressos como a média + o desvio padrao.

4.2.13 Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do software GraphPad
Prism 7® com nivel de significancia de 95%.

Foi realizado o teste ANOVA One-way e poOs-teste Tukey, para a determinagéo
do EHLr, escolha do melhor par de tensoativos e do diagrama de fases pseudoternario.

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

Tukey.
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5.1 Avaliacdo da solubilidade do 6leo de A. vulgare

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

tubos de ensaio conforme descrito na 52 edicdo da Farmacopéia Brasileira (ANVISA,

2010). Apés 24 horas da realizacdo da analise, péde-se verificar que o A. vulgare

apresentou maior solubilidade nos solventes cloroférmio, diclorometano e palmitato de

isopropila, como descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Teste de solubilidade do 6leo de tucuma

Solvente Solubilidade
Metanol Praticamente insoluvel
Glicerina Praticamente insoluvel

Etanol Absoluto
Propilenoglicol
DMSO
Acetona
Miristato de Isopropila
Cloroférmio
Diclorometano

Palmitato de Isopropila

Muito pouco soluvel
Muito pouco soluvel
Pouco soluvel
Facilmente soluvel
Facilmente soluvel
Muito soluvel
Muito solavel

Muito solUvel
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Por se tratar de um Oleo fixo, rico em diversas substancias quimicas, com
caracteristica apolar, era esperado que a solubilidade do 6leo de A. vulgare so
ocorresse em solventes com baixa polaridade, como o cloroférmio e o diclorometano.
Ainda, por serem solventes organicos 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 cloroférmio e
diclorometano, apresenta baixa toxicidade, sendo considerado um solvente seguro
para produtos de uso topico (MERCK, 2015).

A andlise da solubilidade do 6leo de A. vulgare é de fundamental importancia
para a realizacdo dos testes in vitro de avaliagdo da atividade antioxidante e de inibigdo
da enzima tirosinase, pois € necessaria a solubilizacdo do 6leo em solventes organicos

para que as andlises sejam realizadas.

5.2 Quantificagdo de carotenoides totais expressos em f-caroteno por

espectrofotometria

A quantificagao de carotenoides totais, expressos em [-caroteno, no 6leo de A.
vulgare foi realizada pela metodologia descrita por Zeraik; Yariwake, 2008, com

modificagdes. A curva analitica do padrao de B-caroteno € ilustrada na Figura 33.
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Figura 33. Curva analitica do padréo B-caroteno (Prépria autora, criado em GraphPad
Prism 7).

Apbs a realizagdo dos calculos, foi determinado o teor de 272,67 mg de [3-
caroteno por grama de Oleo fixo de A. vulgare.

Ferreira e colaboradores, em 2008, determinaram o teor de [B-caroteno, por
espectrofometria, no 6leo de A. vulgare obtido por prensagem a frio, apés a
desidratacdo dos frutos em estufa, e obtiveram o valor de 21800 ug/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 -
caroteno no 6leo de A. vulgare, obtido por extracdo em aparato Soxhlet, utilizando éter
dietilico como liquido extrator, foi de 567,08 g/1000g. A quantificacao foi realizada em
CLAE (SANTOS et al., 2015a). Por serem metodologias diferentes, tanto da extracao
guanto da quantificagéo, podem ser esperados resultados diferentes.

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

do teor de B-caroteno, apresentou o valor de 986,8 pg/g (BONY et al., 2012a). O dleo
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analisado foi obtido por extragdo em aparato Soxhlet utilizando hexano como liquido
extrator.

As diferencas de teor encontradas nos diversos estudos sdo esperadas, visto
que os 6leos analisados foram obtidos de diferentes formas, além de os frutos de A.
vulgare serem provenientes de varias regibes do Brasil como Ferreira et al. (2008) e
Santos et al. (2015a), que coletaram os frutos no estado do Amapa, enquanto Bony et
al. (2012a) coletou o material na Guiana Francesa e o 6leo utilizado no presente estudo
€ proveniente do Pard (FERREIRA, et al., 2008; BONY et al., 2012a; SANTOS et al.,
2015a).

Sabe-se que diferencas geograficas e formas extrativas, além de diversos outros
fatores ambientais e genéticos, influenciam diretamente na composicdo dos
metabdlitos secundarios produzidos por espécies vegetais sendo, portanto, necessaria
a andlise quimica sempre gque ocorra uma nova coleta de frutos e producédo de 6leo

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

5.3 Avaliacao do perfil de decomposicéo térmica do 6leo de A. vulgare

A curva TG-DSC (Figura 34) mostrou que o 6leo fixo de frutos de A. vulgare
apresenta estabilidade térmica até 145° C. Acima dessa temperatura, a decomposicéo
térmica ocorre em trés etapas consecutivas de degradacdo exotérmica, com perda de
massa em atmosfera de ar, 0 que sugere que a perda de massa ocorre por combustéo
devido a reducédo 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 (Am; = 34,89%), atribuida ao inicio da decomposi¢do 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 (Am; = 43,78%), relativa aos picos exotérmicos em 355° C (2) e 375° C (3), e a

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

em 500° C (4), séo atribuidas a degradacéo oxidativa da matéria organica, formada na

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

degradacéo apresentado pelo 6leo estd em acordo com os demais dados descritos ha

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

ALEXANDRE et al., 2015; PARDAULI et al., 2017; PEREIRA et al., 2019).
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Figura 34. Grafico das curvas TG e DSC (Propria autora, obtido

eguipamento).
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O espectro FTIR relativo aos gases desprendidos durante o processo de

decomposicao do 6leo € mostrado na Figura 35.
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Figura 35. Espectro de FTIR dos gases desprendidos (Propria autora, obtido no
software do equipamento).

O espectro de FTIR apresenta na primeira etapa da decomposi¢cdo produtos
gasosos, alcoois de cadeia longa, provavelmente oriundos da decomposicdo dos
acidos graxos, que geram produtos intermediarios com hidroxilas ligadas a
hidrocarbonetos, sendo sugeridas diversas substancias pela base de dados do
equipamento. Esse resultado esta 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).



5.4 Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do 6leo de A. vulgare

5.4.1 Inibicao do radical DPPH’

A capacidade antioxidante do 6leo de A. vulgare foi analisada pela metodologia

de inibicdo do radical DPPH’. A curva analitica do radical DPPH" é ilustrada na Figura

36.
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Figura 36. Curva analitica do radical DPPH" (Prépria autora, criado em GraphPad

Prism 7)

A curva de inibicdo do radical DPPH’ pelo 6leo de A. vulgare é ilustrada na

Figura 37.

Concentragédo DPPH’ (UM)
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Figura 37. Curva de inibicdo do radical DPPH’ pelo éleo de A. vulgare (Prépria autora,
criado em GraphPad Prism 7).

Esta metodologia se trata de uma reacgao colorimétrica, na qual ha a reducao da
absorbancia, a 515 nm, conforme ocorre a captura do radical pelo 6leo de A. vulgare
(RUFINO et al., 2007).

Para avaliar a capacidade antioxidante do 6leo de A. vulgare, frente ao radical
DPPH’, foi calculado o valor de ECsy, determinado como a quantidade de 6leo
necessaria para inibir 50% dos radicais livres presentes na solu¢cdo. Quanto menor o
valor de ECsy, maior a capacidade antioxidante, pois sd0 necessdrias menores
quantidades de amostra para reduzir em 50% o radical livre DPPH".

O valor de ECs foi calculado substituindo em y, na equacao da reta da curva de
inibicdo do DPPH’, o valor da absorbancia encontrada para 30 uM de DPPH’. O valor
de ECsy, frente ao radical DPPH’, foi determinado como 0,676 mg/mL.

Santos e colaboradores determinaram o valor de ECs, como 3343 g/g de DPPH’
(SANTOS et al., 2015). Fazendo a conversao do resultado obtido por Santos et al.
(2015), para fins de comparagdo, obtendo o valor de 0,0544 g/g de DPPH’, um

resultado surpreendente devido & enorme diferenca de atividade antioxidante, visto que
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para inibir 50% do radical DPPH’ livre na solucao, foi necessaria uma concentracdo de
Oleo 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 ECsg, do 6leo de A. vulgare,
frente ao radical DPPH’ como 8,59 ug/mL, uma concentracdo 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, horario em que
foi realizada a coleta do material vegetal, indice pluviométrico, presenca de parasitas e
de animais herbivoros, influenciam diretamente na producdo dos metabdlitos
secundarios dos vegetais. Sendo assim, essa variagcao na atividade antioxidante frente
ao radical DPPH’ pode ser devido a diferengas na composicdo quimica do 6leo fixo de

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

5.4.2 Inibicdo do radical ABTS™

A capacidade antioxidante do 6leo de A. vulgare também foi analisada atraves
da metodologia de inibi¢cdo do radical ABTS™.

Essa metodologia se trata de uma reacao colorimétrica na qual ha a reducao da
absorbancia, a 734 nm, conforme ocorre a captura do radical pelo 6leo de A. vulgare
(RUFINO et al., 2007).

A curva analitica do padrado Trolox é ilustrada na Figura 38.
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Figura 38. Curva analitica do padrdo Trolox (Prépria autora, criado em GraphPad
Prism 7).

A curva de inibicdo do radical ABTS™ pelo 6leo de A. vulgare ¢ ilustrada na

Figura 39.
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Figura 39. Curva de inibicdo do radical ABTS™ pelo 6leo de A. vulgare (Propria autora,
criado em GraphPad Prism 7).

Para avaliar a capacidade antioxidante do 6leo 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 equacao da reta da curva de
inibicdo do radical ABTS™, o valor da absorbancia encontrada para 1000 uM de Trolox
e, em seguida, o resultado foi dividido por 1000, obtendo-se, assim, o valor de 908,29
UM Trolox/mg de oleo.

Nascimento e colaboradores (2019) determinaram o valor de TEAC para o 6leo
de A. vulgare como 2,99 pM 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 inibitéria do radical DPPH,
influenciam diretamente sobre a atividade inibitéria para o radical ABTS™ (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Além disso, segundo Silva et al., 2016, as espécies vegetais
podem produzir metabodlitos secundarios que prolongam o ponto final da reacéo,
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 avaliacao da cinética da reacdo para que, somente apés
o ponto final da reacao, a determinacao do valor do TEAC fosse realizada, garantindo,

assim, resultados mais precisos.

5.4.3 Sistema B-caroteno/Acido Linoleico

Apbs a realizacdo das leituras do controle positivo, das amostras e da solucao

sistema, foi determinado o percentual de inibicdo da oxidacdo. Os resultados estao

expressos na Tabela 4.
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Tabela 4. Percentual de inibicdo da oxidacao

Amostra Inibicdo da oxidacao (%)
Trolox 82,17
0,500 mg/mL 15,69
1,000 mg/mL 33,95
1,500 mg/mL 47,36

O sistema B-caroteno/Acido linoleico se trata de um ensaio colorimétrico, que
avalia a capacidade da amostra, em teste, de inibir os radicais livres gerados durante a
peroxidagao do acido linoleico, que oxidam o B-caroteno (RUFINO et al., 2006; ALVES
et al., 2010). O radical livre é formado apds a perda do atomo de hidrogénio, localizado
entre duas ligacdes duplas do &cido linoleico, que gera a perda da conjugacéo e,
consequentemente, reduz a absorbancia (KONCIC et al., 2010; MRAIHI et al., 2013).

Santos e colaboradores determinaram o percentual de inibicdo da oxidacao pelo
6leo de A. vulgare como 92%; porém, nao citam para qual concentracdo essa inibicao
foi calculada (SANTOS et al., 2015).

Sabe-se que a atividade inibitéria da oxidacdo é dependente da concentracao de
antioxidante presente no meio reacional; ou seja, quanto maior a quantidade de 6leo de
A.vulgare presente na solugdo contendo o sistema B-caroteno/Acido linoleico, maior
sera o percentual de inibicdo da oxidacdo (KONCIC et al., 2010; SANTOS et al., 2015).

Segundo Hassimotto et al., um ativo pode ser classificado de acordo com o
percentual de inibicdo da oxidacdo lipidica em: alta atividade antioxidante, quando o
percentual fica acima de 70%; atividade antioxidante intermediaria, entre 40% e 70%
de inibicdo e baixa atividade antioxidante, quando o valor de inibicdo da oxidag&o

encontra-se inferior a 40% (HASSIMOTTO et al., 2005).
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Dessa maneira, o 6leo de A. vulgare apresenta baixa atividade antioxidante
guando utilizado nas concentracfes de 0,500 e 1,000 mg/mL e atividade antioxidante
intermediaria quando utilizado na concentracao de 1,500 mg/mL, por essa metodologia.
Esse resultado corrobora que a inibicdo da oxidacéo € dependente da concentracao de
ativo no meio reacional.

Embora o controle positivo estivesse em uma concentracao 133 vezes maior que
o Oleo de A. vulgare, apresentou uma inibicdo da oxidagdo somente 1,8 vezes superior
ao Oleo, sugerindo, assim, que o 6leo de A. vulgare, quando for utilizado em
concentracfes mais elevadas, podera apresentar inibicAo da oxidacdo similar ou

superior ao Trolox.

5.5 Avaliacdo da atividade inibitéria in vitro da tirosinase pelo 6leo de A.

vulgare

Para a avaliacdo da atividade inibitéria da enzima tirosinase foi utilizada a
metodologia descrita por Teixeira et al., 2012, com modifica¢des.

Apbés a realizagdo das leituras do controle positivo (acido kéjico), do controle
negativo (acetona) e da amostra (6leo de A. vulgare) e o calculo da respectiva atividade
inibitéria percentual (Al%), nos tempos de 60 (t;) e 120 min (t;), foram obtidos os

resultados descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Atividade inibitoria percentual (Al%) frente a enzima tirosinase pelo 6leo de
A. vulgare.

Amostra Al t1 (%) Al t; (%)
acido kojico 76,53% 62,42°
6leo de A. vulgare 96,94° 99,33"

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa.
ANOVA Two-way, pos teste Tukey. p<0,05.

O &cido kdjico é um ativo amplamente utilizado para o clareamento de melasma
na pele, visto que € um potente inibidor competitivo da tirosinase e atua pelo
mecanismo de quelacdo do cobre no sitio ativo da tirosinase e, consequentemente,
impede a conversao de L-tirosina em L-DOPA, suspendendo o processo de formagéo
da melanina (CHO et al., 2012).

Entretanto, a atividade inibitoria apresentada pelo acido kdjico é limitada, sendo
necessario seu uso em elevada concentragcdo nos produtos cosméticos, podendo
ocasionar irritacdes na pele, além de seu potencial carcinogénico e por apresentar
baixa estabilidade durante o armazenamento (CHO et al., 2012; PILLAIYAR et al.,
2017; MUKHERJEE, et al., 2018).

Além disso, o acido kéjico apresenta uma reducdo de, aproximadamente, 20%
na atividade inibitéria, ap6s a primeira hora de reacdo, sugerindo que haja a
necessidade de reaplicacdo do produto para que a atividade se mantenha; contudo, o
Oleo fixo de A. vulgare mostrou-se superior ao acido kojico, ja na primeira hora de
reacao, atingindo o percentual de inibicdo da enzima tirosinase de 96,94%. Na segunda
hora de reacdo, enquanto o acido kojico demonstrou um decaimento, o 6leo de A.
vulgare atingiu quase 100% de inibicAo da tirosinase, mostrando um potencial
substancioso frente a atividade despigmentante, por esse mecanismo de acao de

inibicAo competitiva.
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Além disso, estudos sugerem que o0 excesso de radicais livres pode ativar a
tirosinase e, consequentemente, aumentar a sintese de melanina na pele e o 6leo de
A. vulgare mostrou ter uma importante atividade antioxidante sendo, portanto, um
potencial ativo despigmentante da pele, visto que, além de possuir atividade inibitoria
da tirosinase, apresenta atividade antioxidante (TOMITA et al., 1984; KHAZAELI et al.,

2009; SARKAR et al., 2020).

5.6 Determinacdo do equilibrio hidrofilo-lipéfilo requerido (EHLr) da fase

oleosa e obtencdo das nanoemulsdes

Para a determinacdo do EHLr da fase oleosa, contendo 6leo de A. vulgare (OT)
e Isopropyl Palmitate (PIP) foram preparadas formulacées com diferentes proporcées
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.



Tabela 6. Composicéo percentual das formulacdes para a determinagéo do EHLr

COMPOSICAO % (p/p)

EHL PAWS  S80 OoT PIP H.0

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 4,87 513 5,00 5,00 80,00
9 4,02 598 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 Oleo de A. vulgare, de Isopropyl Palmitate e de agua foram
mantidas fixas e somente a quantidade de cada tensoativo foi modificada, a fim de se
obter os valores de EHL para cada formulacdo. Foram preparadas dez formulacfes
com diferentes valores de EHL e, consequentemente, diferentes aspectos

macroscopicos (Figura 40).

Figura 40. Formula¢cBes para a determinacdo do EHLr da fase oleosa, apos 24 horas
em repouso (Prépria autora).

ApoOs a avaliacdo macroscopica de estabilidade como formacdo de cremagem,
floculacdo e separacédo de fases, somente a formulacdo com EHL 14 ndo apresentou
nenhum dos parametros de instabilidade avaliados. Além disso, apresentou-se
homogénea, fluida e com reflexo azulado. Dessa maneira, o valor de EHLr para a fase
oleosa da formulagdo contendo o6leo de A. vulgare e Isopropyl Palmitate, foi
determinado como 14.

A determinacdo do equilibrio hidrdfilo-lipofilo requerido (EHLr) € um indice de
afinidade entre o 6leo e o tensoativo (EHL < 10) ou entre o 6leo e a agua (EHL > 10)
(GRIFFIN, 1949) e pode ser utilizado como uma estratégia para obter-se
nanoemulsdes mais estaveis (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 nanoemulsées com maior
grau de estabilidade do que formulacbes que utilizam apenas um tensoativo com 0
valor de EHLr (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976; McCLEMENTS; RAO,
2011; AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Além disso,
formulac6es com EHLr menor que 7 tendem a formar nanoemulsdes do tipo agua em
0leo e formulagcdes com EHLr maior que 7 tendem a se apresentar na forma de 6leo
em agua (TADROS et al., 2004; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

Para a determinacdo do EHLr e da obtencdo das nanoemulsdes, foi utilizada a
metodologia de inverséo de fases por composicéo (PIC ou EPI), que consiste na adicédo
da fase aguosa sobre a fase organica, contendo o 6leo e os tensoativos, de forma lenta
e gradual, sob agitacdo constante, sem necessidade de aquecimento (MAESTRO et
al., 2008; SOLANS; SOLE, 2012; KOMAIKO et al., 2015; JAFARI; McCLEMENTS,
2018). Esta adicdo da fase aquosa, na forma de titulacdo, leva a transicao de fases da
formulacdo que, inicialmente, apresenta-se na forma de A/O, depois uma emulsdo
multipla do tipo O/A/O, terminando como uma formulacdo O/A (MAESTRO et al., 2008;
SOLAN; SOLE, 2012; KOMAIKO et al., 2015; JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Esta
alteracdo na curvatura do tensoativo ocorre em metodologias de baixo aporte
energético, que utilizam aquecimento (PIT) ou ndo (PIC) (FORGIARINI et al., 2000;
MAESTRO et al., 2008; SOLAN; SOLE, 2012; KOMAIKO et al., 2015; JAFARI;
McCLEMENTS, 2018).

Para o 6leo fixo de frutos de A. vulgare s6 foi encontrado um trabalho descrito na
literatura com o objetivo de determinar o EHLr do seu 6leo e obter uma nanoemulséo.
Foi descrito por Silva e colaboradores que o EHLr do 6leo de A. vulgare apresentava o

valor de 13 e foi obtida uma nanoemulsdo com tamanho médio de goticula 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 diferenca no valor de EHLr requerido deve-se, possivelmente, a diferenca de
composicao da formulacéo, visto que a nanoemulsao obtida por Silva e colaboradores
nao contém Isopropyl Palmitate que, por se tratar de uma substancia com carater
graxo, pode ter deslocado o valor de EHLr da formulacdo. Além disso, o 6leo de A.
vulgare utilizado por Silva et al. (2015), foi extraido da polpa do fruto utilizando solvente
organico (ciclohexano) em aparato Soxhlet, o que certamente influencia na composicéo
quimica do 6leo de A. vulgare, fator que esta diretamente ligado ao valor de EHLr do
Oleo (GRIFFIN, 1949; KUNIEDA et al., 1989; IZQUIERDO et al., 2002; ORAFIDIYA,;

OLADIMEJI, 2002).

5.7 Avaliacdo da influéncia de diferentes tensoativos sobre a

nanoemulsificacéo

A determinacdo do valor de EHLr é uma estratégia para a obtencdo de
nanoemulsdes estaveis; entretanto, essa estratégia possui limitacdes, 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 néo leva em consideracédo as interacdes quimicas que ocorrem
entre as substancias presentes na formulagéo e, dessa maneira, € necessario avaliar o
comportamento das formulagdes quando ocorre a substituicdo de um tensoativo por
outro, no mesmo valor de EHLr, pois o comportamento fisico-quimico pode ser
completamente alterado com a mudanca de estrutura fisica de um dos componentes da
formulacdo (AULTON; TAYLOR, 2016; JESUS et al., 2017; JAFARI; McCLEMENTS,

2018). Nesse contexto, ap0s a determinacdo 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
formulacbes, quando da alteracdo das estruturas quimicas dos tensoativos
empregados na formulacdo para o EHLr 14; ou seja, foi avaliado se a mudanca de
estrutura dos tensoativos iria promover o aparecimento de instabilidade como a
formacdo de cremagem, floculacdo ou separacdo de fases ou proporcionar uma
melhoria na estabilidade e no aspecto da formulacao. Inicialmente, foram avaliados os
pares de tensoativos descritos na Tabela 7. As formulacdes obtidas estéo ilustradas na

Figura 41.

Tabela 7. Composicéo percentual das formulacdes F1 a F7

COMPOSICAO % (p/p)

FORM PAWS P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 OLEO PIP H,O

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. Formulacdes (F1 a F7) para a determinacdo do melhor par de tensoativos,
apos 24 horas em repouso (Prépria autora).

Apés 24 horas em repouso, apenas a formulacdo F7 nado apresentou,
macroscopicamente, os parametros de instabilidade avaliados. Em seguida, o PAWS
foi substituido pelo T80 e novas formula¢gdes foram preparadas. A composicdo dessas

formulacdes esta descrita na Tabela 8 e a Figura 42 ilustra as formulacdes obtidas.

Tabela 8. Composicéo percentual das formulacdes F8 a F14

COMPOSICAO % (p/p)

FORM T80 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 OLEO PIP H,0

F8 500 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. Formulacdes (F8 a F14) para a determinagcédo do melhor par de tensoativos,
apos 24 horas em repouso (Prépria autora).

Apbs 24 horas em repouso, todas as formulacdes apresentaram a formacao de
cremagem. Em seguida, mais sete formulagdes foram preparadas com a substituicéo
de T80 por T20. A composicdo dessas formulacdes estd descrita na Tabela 9 e a

Figura 43 ilustra as formulacdes obtidas.

Tabela 9. Composicao percentual das formulacdes F15 a F21

COMPOSICAO % (p/p)

FORM T20 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 OLEO PIP H,0O

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




86

Figura 43. Formulacdes (F15 a F21) para a determinacado do melhor par de tensoativo,
apos 24 horas em repouso (Prépria autora).

Apbs 24 horas em repouso, todas as formula¢des contendo T20 apresentaram

formacéao de cremagem.

Apbés a avaliacdo macroscopica, T20 foi substituido por T60 e mais sete

formulacbes foram preparadas. A composicéo das formulacdes estd descrita na Tabela

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

Tabela 10. Composicao percentual das formulacdes F22 a F28

COMPOSICAO % (p/p)

FORM T60 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 OLEO PIP H,0
F22 526 4,74 500 5,00 80,00
F23 7,69 2,31 5,00 5,00 80,00
F24 7,69 2,31 500 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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tensoativos, apos 24 horas em repouso (Propria autora).

Figura 44. Formulacbes (F22 a F28) para a determinacdo do melhor par de

Apos 24 horas em repouso, todas as formulacdes apresentaram formacao de

cremagem. Dessa maneira, o T60 foi substituido por T40 e a composicdo das

formulacdes obtidas esta descrita na Tabela 11 e ilustradas na Figura 45.

Tabela 11. Composicao percentual das formulacdes F29 a F35

COMPOSICAO % (p/p)

FORM T40 P6MO T85 P4MO P6DO P4DO S80 S85 OLEO PIP H,O
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. Formulagbes (F29 a F35) para a determinacdo do melhor par de
tensoativos, apos 24 horas em repouso (Propria autora).

Apbs 24 horas em repouso, apenas a formulacdo F30, entre as sete preparadas
contendo T40, ndo apresentou a formacao de cremagem.

Apbs a avaliagdo macroscoépica de estabilidade de todas as 35 formulagdes, as
formulacbes F7 e F30 (Figura 46) ndo apresentaram nenhum dos parametros de
instabilidade determinados, apds 24 horas em repouso, sendo escolhidas as melhores

e seguiram para as etapas posteriores de analise.

Figura 46. Melhores formula¢des apos 24 horas em repouso (Propria autora).
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As formulacdes obtidas (F7 e F30) apresentam composicdo diferente e,
consequentemente, interagdo quimica variada devido a estrutura quimica dos
tensoativos utilizados.

A formulacdo F7 possui, em sua composi¢do, os tensoativos PAWS e S80.
PAWS trata-se de uma mistura de alcoois graxos etoxilados, saturada em alcool
cetilico etoxilado. A cadeia cetilica € constituida por 16 atomos de carbono (UL
PROSPECTOR, 2020), embora apresente, também, alcoois de 14 a 18 atomos de
carbono. S80 trata-se de um derivado da reacdo do sorbitol com acido oleico, que gera
um éster de sorbitano que possui 18 carbonos na cadeia lateral alifatica. Ambos os
tensoativos tém seu uso indicado para a producdo de emulsbes do tipo O/A
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

Sabe-se que o0s tensoativos, quando utilizados em concentracdo acima da
concentracdo micelar critica (CMC), formam micelas e que o interior dessas micelas
apresenta propriedades similares as das cadeias hidrocarbdnicas 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 apresentarao propriedades similares as cadeias carbdnicas cetilica do PAWS e
alifatica do S80.

Desta forma, o interior das micelas é capaz de solubilizar os &cidos graxos que
constituem, majoritariamente, o 6leo de A. vulgare, os acidos palmitico e oleico, visto
que o acido palmitico apresenta uma cadeia carbonica contendo 16 atomos de
carbono, como a cadeia cetilica de PAWS, e o acido oleico apresenta 18 carbonos em
sua cadeia carbonica, como S80.

A formulacdo F30 possui em sua composicdo os tensoativos T40 e T85. T40

trata-se do palmitato de polioxietileno sorbitano, ou seja, possui uma cadeia carbdnica
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palmitica, que contém 16 carbonos. T85 € o trioleato de polioxietileno sorbitano, um
derivado do acido oleico e apresenta cadeia carbdnica com 18 atomos de carbono
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011; MERCK, 2020; UL PROSPECTOR, 2020).

De forma analoga a F7, F30 apresenta o interior das suas micelas com
propriedades similares as dos acidos palmitico e oleico sendo, portanto, capaz de
solubilizar o 6leo de A. vulgare.

Os demais tensoativos utilizados como P6MO, P6DO, PAMO e P4DO, embora
tenham, na sua estrutura, derivados do acido oleico, possuem a cadeia polimérica de
etilenoglicol, o que confere maior complexidade a estrutura do tensoativo, além de
tornar a estrutura maior, o que pode gerar um impedimento estérico e dificultar a
interacdo quimica entre os componentes do 6leo de A. vulgare e a cadeia oleica do

tensoativo (SOLOMONS; FRYHLE, 2001).

5.8 Caracterizacao das nanoemulsdes

As formulacdes F7 e F30 (Tabela 12) foram eleitas as melhores, quanto aos

parametros de instabilidade macroscopicos avaliados e foram caracterizadas quanto ao

tamanho de goticula, indice de polidispersdo e potencial zeta.

Tabela 12. Composicao percentual das formulacdes F7 e F30

COMPOSICAO % (p/p)

FORM PAWS S80 T40 T85 Oleo PIP H.0O

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 caracterizacdo das formulacdes foi realizada pela técnica de espalhamento
dindmico da luz (DLS) e foram avaliados o tamanho médio de goticula, o indice de
polidispersao e o potencial zeta, apds 24 horas do preparo das formulagdes.

O espalhamento dinamico da luz, também conhecido como espectroscopia de
correlacéo de fétons, consiste na emissédo de um feixe de luz diretamente na amostra e
as oscilacbes de intensidade-tempo do feixe de luz refletido ou transmitido, sdo
medidas (JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

O tamanho das goticulas é determinado a partir das mudancas na frequéncia do
feixe de luz, que incide sobre a amostra, devido ao movimento Browniano das goticulas
presentes na suspensao coloidal (JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Além disso, para
particulas esféricas em suspensdes diluidas, como as nanoemulsdes, o0 raio
hidrodindmico da particula pode ser calculado, a partir da equacao de Stokes-Einstein
(GRAPENTIN et al., 2015; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

O potencial zeta € utilizado como um parametro para avaliacdo da estabilidade
das formulacdes, frente a floculacdo, e € determinado observando o movimento das
goticulas pela influéncia da corrente elétrica (AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI;
McCLEMENTS, 2018). Quando seu valor se encontra superior a 30 mV, em médulo,
indica que as forcas repulsivas da dupla camada estdo atuando com maior intensidade
do que as forcas atrativas de Van der Waals; assim, ha menor tendéncia a formacéo de
floculado e, consequentemente, menor possibilidade de ocorrer coalescéncia e quebra
da emulsdo (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976; MAHDI et al., 2011,
AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

O indice de polidisperséo (PDI) indica a variedade de populacbes de micelas
presentes na formulacdo; ou seja, quanto maior o valor de PDI, maior a variabilidade

populacional. Sabe-se que, em preparacdes farmacéuticas, € incomum que as
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goticulas sejam completamente monodispersas, sendo mais comumente encontrados
sistemas polidispersos; entretanto, um sistema com baixo indice de polidispersdo € um
sistema mais estavel e, portanto, um grafico de dispersdo monomodal € o desejavel
(AULTON; TAYLOR, 2016; JAFARI; McCLEMENTS, 2018).

Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 13.

Tabela 13. Caracterizacdo das formulacdes F7 e F30, quanto ao tamanho de goticula,
PDI e potencial zeta

Formulagao Tamanho (nm) PDI Potencial zeta (mV)
F7 151,0 + 0,404% 0,273 + 0,008°¢ -0,579 + 0,448°
F30 170,6 + 1,301° 0,484 + 0,030° -16,5 + 1,31

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA One-way, pés
teste Tukey. p<0,05

Apés a analise estatistica dos resultados e avaliacdo dos graficos, obtidos no
software do equipamento, ambas as formulacdes desenvolvidas atendiam aos
requisitos para serem classificadas como nanoemulsoes.

Uma nanoemulsdo tipica é um sistema cineticamente estavel, com tamanho de
goticula de até 200 nm, indice de polidispersdao menor que 0,5 e potencial zeta maior
que 30 mV em modulo (IZQUIERDO et al., 2004; SOLANS et al., 2005; ANTON et al.,
2007; GUTIERREZ 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 formulagbes estejam dentro dos parametros estabelecidos,
para serem classificadas como nanoemulsdes, a formulacdo F7 apresentou menor

tamanho meédio de goticula (151,0 nm) e melhor valor de indice de polidisperséo
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(0,273), sugerindo uma dispersdo mais homogénea das goticulas de Oleo na fase
aquosa.

Tanto F7 quanto F30 apresentaram valores de potencial zeta fora da faixa ideal
de estabilidade; porém, esse parametro pode ser melhorado quando sao realizadas
modificacdes na proporcdo dos constituintes da formulacdo 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 6leo de A. vulgare e Isopropyl Palmitate.

5.9 Determinagcdo da regido de formacédo de nanoemulsbées no diagrama de
fases pseudoternario

A fim de se determinar a regido de formacdo de nanoemulsbes, obter
formulacBes mais estaveis, com sensorial agradavel e melhorar os valores obtidos de
potencial zeta, foi utilizado o diagrama de fases pseudoternario, variando a
.composicao percentual dos componentes da formulagcdo. Dessa maneira, foram
preparadas formulagdes nos 36 pontos do diagrama. A Figura 47 ilustra as formulacdes

obtidas nos pontos 1 a 15.
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Figura 47. Formulacbes obtidas nos pontos 1 a 15 do diagrama pseudoternario, apos
24 horas em repouso (Prépria autora).

A Figura 48 ilustra as formulagdes obtidas nos pontos 16 a 30.
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Figura 48. Formulagbes obtidas nos pontos 16 a 30 do diagrama pseudoternario, apos
24 horas em repouso (Prépria autora).

A Figura 49 ilustra as formulag¢des obtidas nos pontos 31 a 36 do diagrama.

Rt s A s = e
Figura 49. Formulagbes obtidas nos pontos 31 a 36 do diagrama pseudoternario, apos
24 horas em repouso (Prépria autora).
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Apoés a avaliagdo macroscopica das formulacdes, apds 24 horas em repouso,
somente as formulacdes obtidas nos pontos 1 e 9 ndo apresentaram formacdo de
cremagem, sedimento e/ou separacdo de fases, além de se mostrarem fluidas e com
reflexo azulado. Dessa maneira, a regido de nanoemulséo foi determinada conforme

ilustrada na Figura 50.

Tensoativos

Oleo + PIP

Figura 50. Regido de formacgdo de nanoemulsao no diagrama pseudoternario (Propria
autora, criado em SigmaPlot 11.0).

A regiao de formacdo das nanoemulsGes encontrada est4d de acordo com o
descrito na literatura, para o método de baixo aporte de energia (FORGIARINI et al.,
2000; MAESTRO et al., 2008; SOLANS; SOLE, 2012; ROCHA-FILHO et al., 2017).
Dessa maneira, qualquer formulacdo preparada, com composicdo dentro da faixa
determinada, ir4 gerar uma nanoemulsdo, embora nem todas apresentem estabilidade.

Nesse contexto, foram preparadas mais 24 formulacdes a fim de se melhorar o

aspecto sensorial das nanoemulsdes e eleger apenas uma como produto final. Foram
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utilizados 24 pontos intermediarios dentro da regido de formacdo da nanoemulséo

(Figura 51).

100
0 10 20 30

Figura 51. Pontos intermediarios do diagrama pseudoternario (Prépria autora, criado
em SigmaPlot 11.0).

A figura 52 ilustra as formulagdes obtidas nos pontos N1 a N15.
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Figura 52. Formulacdes obtidas nos pontos intermediarios N1 a N15 do diagrama
pseudoternario, apds 24 horas em repouso (Propria autora).

As formulacdes obtidas nos pontos N16 a N24 estao ilustradas na figura 53.

Figura 53. Formulagdes obtidas nos pontos intermediarios N16 a N24 do diagrama
pseudoternario, apos 24 h em repouso (Propria autora).

Apés a andlise macroscoépica, apdés 24 horas de repouso, as formulagcbes que

nao apresentaram sinais de instabilidade, como formacdo de cremagem, foram
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analisadas quanto ao tamanho de goticula, PDI e potencial zeta. Os resultados obtidos

estao descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Caracterizacdo das melhores nanoemulsdes do diagrama.

Formulacéao Tamanho (nm) PDI Potencial zeta (mV)
N1 167,3 + 3,0272 0,265 + 0,013" -26,5 + 0,208™
N6 190,9 + 2,658" 0,393 + 0,021 -19,6 +0,321"
N11 92,04 + 0,844° 0,532 + 0,006 -18,9 + 0,265™°
N12 158,4 + 1,3112° 0,374 % 0,006' -18,1 + 0,0577™°
N16 36,90 + 0,890 0,736 + 0,027 24,5+ 2,63"
N17 174,1 + 2,946*' 0,295 + 0,008" -20,7 + 0,493°
N21 22,32 + 0,3659 0,453 + 0,012' -17,4 + 0,300"

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA One-way, pos

teste Tukey. p<0,05.

Apés a andlise dos resultados, a formulacdo N17 foi escolhida como produto

final, embora ndo apresente diferenca estatistica significativa com N1 no tamanho e

PDI, e um potencial zeta um pouco mais distante do valor de estabilidade méaxima, 30

mV, em modulo. Possui um percentual maior de 6leo em sua formulacéo; entretanto,

seu grafico de distribuicdo de tamanho, por intensidade percentual, apresentou-se com

maior homogeneidade (Figura 54).
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Size Distribution by Intensity
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Figura 54. Gréfico de distribuicdo de tamanho de goticula por intensidade percentual
da formulacdo N17 (Fonte: Zetasizer Software).

As demais formulagdes analisadas apresentaram valores de PDI fora do limite
determinado como ideal (0,300) sendo, portanto, descartadas. A formulacdo escolhida

como produto final foi renomeada como NE-TCM.

5.10 Avaliacdo da atividade inibitoria in vitro da tirosinase pela nanoemulséo
obtida

Para a avaliacdo da atividade inibitéria da enzima tirosinase, pela nanoemulséo,
foi utilizada a formulacdo NE-TCM, diluida em acetona, de maneira que a concentracao
de 6leo de A. vulgare, contida na solucéo, fosse igual a utilizada no ensaio de inibigdo
da tirosinase apenas com o 6leo puro (350 pg/mL).

A absorbancia da nanoemulsao foi lida por 5 horas, a cada 1 hora. Os resultados

obtidos estao expressos na Tabela 15.
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Tabela 15. Atividade inibitoria percentual (Al%) frente a enzima tirosinase por NE-TCM

Amostra Al T (%) Al T, (%) Al T3 (%) Al T4 (%) Al Ts (%)

NE-TCM -39,22 -21,48 -5,64 1,51 1,89

Segundo a lei de Beer, a absorbancia é diretamente proporcional a
concentracdo de uma espécie absorvente; porém, essa definicdo s6 é valida para
solucdes diluidas que apresentam absorbancia entre 0,2 e 0,9 (SKOOG et al., 2006).

Embora a concentracdo de 6leo de A. vulgare estivesse igual a utilizada no
ensaio com o Oleo livre (350 pg/mL), na solucdo de acetona contendo NE-TCM, estao
presentes os demais componentes da formulacdo que podem ter influenciado para o
aumento da absorbancia (1,3) e, conseqguentemente, interferindo no resultado da
analise.

Dessa maneira, € necessario que outras concentracdes de NE-TCM sejam
testadas, para que a analise da atividade inibitéria da tirosinase seja realizada e

avaliada de forma confiavel, dentro dos parametros estabelecidos pela lei de Beer.

5.11 Avaliacdo da estabilidade da nanoemulséo obtida

ApOs a determinacdo da melhor nanoemulsdo, foi iniciado o estudo de

estabilidade, a fim de avaliar a influéncia do tempo sobre o tamanho de goticula, PDI,

potencial zeta e pH.
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A Tabela 16 apresenta os valores do tamanho médio de goticula £ o desvio

padrao, durante 90 dias de analise, para as trés condicdes de estresse.

Tabela 16. Tamanho médio de goticula + desvio padrao, durante 90 dias de andlise.

Dia

Estufa

Tamanho (nm)

Geladeira

Ambiente

1

7

14

21

30

45

60

75

90

177,7 + 1,4942
171,1 + 2,363%"
168,2 + 1,706%"
168,4 + 1,816%"
163,7 + 1,838"
164,3 + 2,4972°
169,3 + 3,339%"
165,0 + 2,619%"

164,9 + 3.2392P

160,7 + 1,334°

172,9 +2,119%¢
171,9 + 1,972°°
166,4 + 2,160°"
175,1 + 4,450%"
182,1 + 3,494%¢
205,0 + 2,5459
176,6 + 1,396

204,4 + 3,265°

173,1+2,378"
177,5 + 3,197"
174,4 +1,822"
178,6 + 4,849"
177,2 + 4,091"
185,7 + 4,393"
175,8 +1,733"
176,9 + 2,189"

179,0 + 2,289"

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA Two-way, pos
teste Tukey. p<0,05.

90 dias de andlise, para as trés condi¢cdes de estresse.

A Tabela 17 apresenta os valores da média do PDI + o desvio padrao, durante
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Tabela 17. Valor médio de PDI + desvio padrao, durante 90 dias de analise.

PDI

Dia Estufa Geladeira Ambiente

1 0,331 + 0,017 0,261 + 0,007° 0,334 + 0,028°
7 0,315 +0,033% 0,342 + 0,005"¢ 0,339 + 0,035°
14 0,304 + 0,019°% 0,294 + 0,019 0,377 +0,021°
21 0,317 + 0,034% 0,279 + 0,008° 0,355 + 0,029¢
30 0,328 + 0,017 0,332 + 0,017 0,338 + 0,037¢
45 0,356 + 0,030% 0,376 + 0,019%%¢ 0,373 +0,019¢
60 0,354 + 0,477 0,401 + 0,515°% 0,334 +0,032¢
75 0,351 + 0,032% 0,375 + 0,013%% 0,340 + 0,034°
90 0,355 + 0,042% 0,379 + 0,033%" 0,385 +0,011°¢

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA Two-way, pos
teste Tukey. p<0,05.

A Tabela 18 apresenta os valores da média do potencial zeta, em mddulo, £ o

desvio padréo, durante 90 dias de analise, para as trés condicdes de estresse.
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Tabela 18. Valor médio de potencial zeta + desvio padréo, durante 90 dias de anélise.

Potencial zeta (mV)

Dia Estufa Geladeira Ambiente

1 17,3 + 0,506° 16,0 + 0,4379 18,8 + 0,341"
7 18,7 + 0,195% 17,8+ 0,1779 17,6 + 0,035"
14 16,1 + 0,2022P 18,3 + 0,3189 17,6 + 0,549"
21 15,8 + 0,516%¢ 16,3 + 0,406¢ 18,3 + 0,560"
30 16,4 +0,7113¢ 17,6 + 0,2949 19,9 + 0,369"
45 15,4 + 0,352¢ 17,0 + 0,2949 23,6 + 0,625
60 15,1 + 0,477 16,2 + 0,5159 18,3 + 0,718"
75 14,4 + 0,282°cdel 16,0 + 0,1549 22,7 +0,538"
90 12,8 +0,412°" 16,7 + 0,710¢ 21,1 +0,321M

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA Two-way, pos

teste Tukey. p<0,05.

durante 90 dias de andlise, para as trés condicdes de estresse.

A Tabela 19 apresenta a variacdo da média dos valores de pH + desvio padrao,
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Tabela 19. Valor médio de pH + desvio padréo, durante 90 dias de analise.

pH

Dia Estufa Geladeira Ambiente

1 3,82 +0,061°2 3,86 + 0,130 3,92 + 0,076°
7 3,69 + 0,066*P 3,85 + 0,068 3,95+ 0,1329"
14 3,76 + 0,056*P 3,90 + 0,076 3,96 + 0,040%"
21 3,63 + 0,067 3,90 + 0,053 3,94 + 0,0359"
30 3,70 + 0,110%%® 3,89 + 0,055 3,97 + 0,050%"
45 3,73 + 0,0292¢¢ 3,98 + 0,053 4,05 + 0,0319"
60 3,59 + 0,051°%¢ 3,85+ 0,075 4,05 + 0,050%"
75 3,69 + 0,0152%° 3,96 + 0,051 4,10 + 0,035"
90 3,51 + 0,049° 3,84 + 0,015 4,06 + 0,0329"

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA Two-way, pos
teste Tukey. p<0,05.

As tabelas apresentadas mostram que néo ocorreu variacao superior a 10% no
tamanho de goticula durante 90 dias de andlise, para as condicdes de estresse de
armazenamento na estufa e no ambiente. Para a condicéo geladeira, a partir do 45° dia
de analise, ocorreu variacdo superior a 10%; porém essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa.

Entretanto, o PDI sofreu uma variacao superior a 10%, a partir do dia 7, para a
condicdo de estresse de armazenamento na geladeira e, a partir do dia 14, para a
condicdo de armazenamento no ambiente; porém, para a condicdo de estresse de
armazenamento na geladeira, a variacdo so foi estatisticamente significativa a partir do
dia 45° e, para a condicdo de estresse de armazenamento no ambiente, ndo foi

estatisticamente significativa para nenhum dia de analise. Esses resultados mostram
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que, embora novas populacdes de goticulas tenham se formado, ndo ocasionaram
mudancas estatisticas significativas, para a condicdo de estresse de armazenamento
no ambiente e, portanto, NE-TCM foi considerada estavel durante todo o tempo de
analise.

Para a condicéo de estresse de armazenamento na geladeira, a variacdo do PDI
a partir do dia 45° provavelmente se deve ao processo de amadurecimento de
Ostwald. Esse processo ocorre quando as goticulas menores reduzem e as goticulas
maiores se fundem e aumentam de tamanho devido a difusdo, das moléculas da fase
dispersa, para a fase continua (SOLANS et al.,, 2005; AULTON; TAYLOR, 2016;
JAFARI; McCLEMENTS, 2018). Além disso, o 6leo de A. vulgare quando submetido a
baixa temperatura, muda de estado fisico, apresentando-se na forma de uma manteiga.
Dessa maneira, era esperado que o0 Oleo apresentasse 0 mesmo comportamento,
guando nanoemulsionado, e esta mudanca no estado fisico do 6leo pode contribuir
para o rompimento das goticulas e, consequentemente, favorecer o amadurecimento
de Ostwald.

O potencial zeta ndo apresentou variagdo superior a 10% para a condicao de
estresse de armazenamento na estufa, durante os 90 dias de analise; porém,
apresentou variacdo estatistica significativa a partir do dia 75°. Para a condicdo de
estresse de armazenamento na geladeira, o potencial zeta apresentou variagéo
superior a 10% nos dias 7° e 14° mas estas variagcbes ndo foram significativas
estatisticamente. E, para a condicdo de armazenamento no ambiente, a formulagcéo

manteve-se estavel, em relacdo ao potencial zeta, até o dia 45° e essa variacao foi

D~

estatisticamente significativa, além de ter sido superior a 10%. O potencial zeta

Q)’

utilizado como um parametro para avaliacdo da estabilidade das formulacdes frente

floculagéo: quanto mais proximo ou superior ao valor de 30 mV, em moddulo, mais as
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forcas repulsivas da dupla camada estdo atuando, do que as forcas 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 estavel durante os 90 dias de analise, para todas as
condicOes de estresse de armazenamento analisadas.

O valor médio de pH de 3,8 pode promover um peeling quimico na pele
(YOKOMIZO et al., 2013), auxiliando na reducdo do melasma sendo, portanto, um
ponto positivo para o produto, visto que o 6leo de A. vulgare, o ativo da hanoemulséo,
apresenta atividades inibidora da tirosinase e antioxidante. Dessa forma, o baixo valor
do pH da nanoemulsdo poderia promover um incremento de atividade e melhor
resultado para a reducdo 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 CONCLUSOES

Apés a realizacdo de todos os ensaios, pbde-se concluir que foi possivel
quantificar o teor de B-caroteno no 6leo fixo de frutos, sendo encontrada a
concentracdo de 272,67 mg de B-caroteno por grama de 6leo fixo de A. vulgare.

O perfil de decomposicao térmica mostrou que o 6leo mantém-se estavel até
145° C e, somente a partir desta temperatura, inicia-se o processo de degradacao
térmica.

O dbleo apresenta atividades antioxidante frente aos radicais DPPH’, ABTS™,
inibidora da oxidacgao lipidica do sistema (B-caroteno/acido linoleico e atividade inibidora

da enzima tirosinase superior a do acido kojico.
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Foi possivel determinar o valor de EHLr para a fase oleosa como 14 e avaliar a
influéncia de diferentes pares de tensoativos, sendo o par PPG-5-Ceteth-20 e Sorbitan
Oleate escolhido como o melhor. Além disso, apds a determinacdo da regido de
nanoemulsao, foi possivel obter uma nanoemulsdo com tamanho médio de goticula de
174,1 nm, indice de polidispersao de 0,295 e potencial zeta de 20,7 mV, em maodulo.

Também foi possivel avaliar a estabilidade da nanoemulsdo, que se mostrou
estavel a temperatura ambiente e na estufa, sofrendo alteracdo no PDI e potencial zeta
apenas na condicao de estresse em geladeira.

Dessa maneira, o 6leo de A. vulgare possui um grande potencial como ativo na
reducdo do melasma na pele. Além disso, a nanoemulsdo NE-TCM apresenta um
potencial no uso como nanocosmético verde, visto que sua producao utiliza métodos

de baixo aporte de energia, sem aquecimento e sem uso de solventes organicos.



109

REFERENCIAS:

AHMED, K; LI, Y.; McCLEMENTS, D. J.; XIAO, H. Nanoemulsion- and emulsion-based
delivery systems for curcumin: Encapsulation and release properties. Food Chemistry,

v. 132, p. 799-807, 2012.

ALEXANDRE, E. C. F.; SILVEIRA, E. V.; CASTRO, C. F.; SALES, J. F.; OLIVEIRA, L.
C. S.; VIANA, L. H.; BARBOSA, L. C. A. Synthesis, characterization and study of the
thermal behavior of methylic and ethylic biodiesel produced from tucuma (Astrocaryum

huaimi Mart.) seed oil. Fuel, v. 161, p. 233-238, 2015.

ALVES; C. Q.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P.; BAHIA, M. V.; AGUIAR, R. M. Métodos para
determinacdo de atividade antioxidante in vitro em substratos organicos. Quimica

Nova, v. 33, p. 2202-2210, 2010.

ANTON, N.; BENOIT, J. P.; SAULNIER, P. Design and production of nanoparticles
formulated from nano-emulsion templates - A review. Journal of Controlled Release,

v. 128, p. 185-199, 2008.

ANVISA. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Farmacopeia

Brasileira: volume 1. 52 Ed. Brasilia, 2010.

ANVISA. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC N©° 83, 17/06/2016. Disponivel em:

<http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2859796/RDC 83 2016 .pdf/940b7b9d-

9806-429e-aell-f8eala375bd3>. Acesso em: 02 maio. 2020



http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2859796/RDC_83_2016_.pdf/940b7b9d-9806-429e-ae11-f8ea0a375bd3
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2859796/RDC_83_2016_.pdf/940b7b9d-9806-429e-ae11-f8ea0a375bd3

110

Astrocaryum in Flora do Brasil 2020 em construcéo.Jardim Botéanico do Rio de Janeiro.

Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB15674>. Acesso

em: 03 fev. 2020

ATKINS, P.; JONES, L. Principios de quimica: questionando a vida moderna e o meio

ambiente. 32 ed. Porto Alegre: Bookman, 2006.

AULTON, M. E.; TAYLOR, K. M. G. Delineamento de formas farmacéuticas. 42 ed.

Rio de Janeiro: Elsevier, 2016.

BALDISSERA, M. D.; SOUZA, C. F.; GRANDO, T. H.; SAGRILLO, M. R.; COSSETIN,
L. F.; SILVA, A. S.; STEFANI, L. M.; MONTEIRO, S. G. Tucuma oil (Astrocaryum
vulgare) ameliorates hepatic antioxidant defense system in alloxan-induced diabetic
mice. Journal of Food Biochemistry, v. 42, n. 2, 12468, 2018.

https://doi.org/10.1111/jfbc.12468.

BALDISSERA, M. D.; SOUZA, C. F. S.; GRANDO, T. H.; COSSETIN, L. F.; SAGRILLO,
M. R.; NASCIMENTO, K.; SILVA, A. S.; MACHADO, A. K.; CRUZ, I. B. M.; STEFANI, L.
M.; KLEIN, B.; WAGNER, R.; MONTEIRO, S. G. Antihyperglycemic, antioxidant
activities of tucuma oil (Astrocaryum vulgare) in alloxan-induced diabetic mice, and
identification of fatty acid profile by gas chromatograph: New natural source to treat

hyperglycemia. Chemico-Biological Interactions, v. 270, p. 51-58, 2017a.

BALDISSERA, M. D.; SOUZA, C. F.; DOLESKIA, P. H.; GRANDO, T. H.; SAGRILLO,
M. R.; SILVA, A. S.; LEAL, D. B. R.; MONTEIRO, S. G. Treatment with tucuma oil

(Astrocaryum vulgare) for diabetic mice prevents changes in seric enzymes of the


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB15674

111

purinergic  system: Improvement of immune system. Biomedicine &

Pharmacotherapy, v. 94, p. 374-379, 2017c.

BALDISSERA, M. D.; SOUZA, C. F.; GRANDO, T. H.; SAGRILLO, M. R.; SILVA, A. S;
STEFANI, L. M.; MONTEIRO, S. G. The use of tucuma oil (Astrocaryum vulgare) in
alloxan-induced diabetic mice: effects on behavior, oxidant/antioxidant status, and
enzymes involved in brain neurotransmission. Molecular and Cellular Biochemistry,

v. 436, p. 159-166, 2017b.

BARRETO, S. M. A. G.; MAIA, M. S.; BENICA, A. M.; ASSIS, H. R. B. S.; LEITE-SILVA,
V. R.; ROCHA-FILHO, P. A.; NEGREIROS, M. M. F.; ROCHA, H. A. O.; OSTROSKY,
E. A,; LOPES, P. S.; SALES, V. S. F.; GIORDANI, R. B.; FERRARI, M. Evaluation of in
vitro and in vivo safety of the by-product of Agave sisalana as a new cosmetic raw
material: Development and clinical evaluation of ananoemulsion to improve skin

moisturizing. Industrial Crops & Products, v. 108, p. 470-479, 2017.

BENSON, H. A. E.; ROBERTS, M. S.; LEITE-SILVA, V. R.; WALTERS, K. A. Cosmetic

Formulation: principles and practice. Florida: CRC Press, 2019.

BERNARD, P.; BERTHON, J. Y. Resveratrol: an original mechanism on tyrosinase

inhibition. International Journal of Cosmetic Science, v. 22, p. 219-226, 2000.

BERNARDI, D. S.; PEREIRA, T. A.; MACIEL, N. R.; BORTOLOTO, J.; VIEIRA, G. S,

OLIVEIRA, G. C.; ROCHA-FILHO, P. A. Formation and stability of oil-in-water



112

nanoemulsions containing rice bran oil: in vitro and in vivo assessments. Journal of
Nanobiotechnology, v. 9, Article number 44, 2011. https://doi.org/10.1186/1477-3155-

9-44.

Biodiversity Heritage Library. Disponivel em:

<https://biodiversitylibrary.org/page/281982>. Acesso em: 31 Jan. 2020.

BISBY, R. H.; BROOKE, R.; NAVARATNAM, S. Effect of antioxidant oxidation potential
in the oxygen radical absorption capacity (ORAC) assay. Food Chemistry, v. 108, p.

1002-1007, 2008.

BONIFACIO, B. V.; SILVA, P. B. S.; RAMOS, M. A. S.; NEGRI, K. M. S.; BAUAB, T. M.;
CHORILLI, M. Nanotechnology-based drug delivery systems and herbal medicines: a
review. International Journal of Nanomedicine, v. 9, p. 1-15, 2014. DOI:

https://doi.org/10.2147/1IN.S52634.

BONY, E.; BOUDARD, F.; BRAT, P.; DUSSOSSOQY, E.; PORTET, K.; POUCHERET,
P.; GIAIMIS, J.; MICHEL, A. Awara (Astrocaryum vulgare M.) pulp oil: Chemical
characterization, and anti-inflammatory properties in a mice model of endotoxic shock

and a rat model of pulmonary inflammation. Fitoterapia, v. 83, p. 33-43, 2012a.

BONY, E.; BOUDARD, F.; DUSSOSSOQY, E.; PORTET, K.; BRAT, P.; POUCHERET,
P.; GIAIMIS, J.; MICHEL, A. Chemical Composition and Anti-inflammatory Properties of

the Unsaponifiable Fraction from Awara (Astrocaryum vulgare M.) Pulp Oil in Activated


https://biodiversitylibrary.org/page/281982

113

J774 Macrophages and in a Mice Model of Endotoxic Shock. Plant Foods for Human

Nutrition, v. 67, p. 384—-392, 2012b.

BORA, P. S.; NARAIN, N.; ROCHA, R. V. M.; MONTEIRO, A. C. O.; De, R.
Caracterizacion de las fracciones protéicas y lipidicas de pulpa y semillas de tucuma

(Astrocaryum vulgare Mart.). CYTA - Journal of Food, v. 3, p. 111-116, 2001.

BRUXEL, F.; LAUX, M.; WILD, L. B.; FRAGA, M.; KOESTER, L. S.; TEIXEIRA, H. F.
Nanoemulsdes como sistema de liberacdo parenteral de farmacos. Quimica. Nova, v.

35, p. 1827-1840, 2012.

CHANG, T. S. Natural melanogenesis inhibitors acting through the down-regulation of

tyrosinase activity. Materials, v. 5, p. 1661-1685, 2012.

CHO, J. C.; RHO, H. S.; JOO, Y. H,; LEE, C. S;; LEE, J.; AHN, S. M.; KIM, J. E.; SHIN,
S. S.; PARK, Y. H.; SUH, K. D.; PARK, S. N. Depigmenting activities of kojic acid
derivatives without tyrosinase inhibitory activities. Bioorganic & Medicinal Chemistry

Letters, v. 22, p. 4159-4162, 2012.

DAVIDOV-PARDO, G.; McCLEMENTS, D. J. Nutraceutical delivery systems:
Resveratrol encapsulation in grape seed oil nanoemulsions formed by spontaneous

emulsification. Food Chemistry, v. 167, p. 205-212, 2015.

DUARTE, J. L.; AMADO, J. R. R.; OLIVEIRA, A. E. M. F. M.; CRUZ, R. A.; FERREIRA,

A. M.; SOUTO, R. N. P.; FALCAO, D. Q.; CARVALHO, J. C. T.; FERNANDES, C. P.



114

Evaluation of larvicidal activity of a nanoemulsion of Rosmarinus officinalis essential oil.

Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 25, p. 189-192, 2015.

FERNANDES, C. P.; ALMEIDA, F. B.; SILVEIRA, A. N.; GONZALEZ, M. S.; MELLO, C.
B.; FEDER, D.; APOLINARIO, R.; SANTOS, M. G.; CARVALHO, J. C. T.; TIETBOHL,
L. A. C.; ROCHA, L.; FALCAO, D. Q. Development of an insecticidal nanoemulsion with
Manilkara subsericea (Sapotaceae) extract. Journal of Nanobiotechnology, v. 12,

Article number: 22, 2014. https://doi.org/10.1186/1477-3155-12-22.

FERREIRA, E. S.; LUCIEN, V. G.; AMARAL, A. S.; SILVEIRA, C. S. Caracterizacdo
fisico-quimica do fruto e do 6leo extraido de Tucuma (Astrocaryum vulgare Mart).

Alimentos e Nutricdo, v. 19, n. 4, p. 427-433, 2008.

FRIES, A. T.; FRASSON, A. P. Z. Avaliacdo da atividade antioxidante de cosméticos

“anti-idade”. Infarma, v. 24, p. 35-39, 2011.

FLORENCE, A. T.; ATTWOOD, D. Principios Fisico-Quimicos em Farmacia.

Pharmabooks, 22 ed. Sdo Paulo: Pharmabooks, 2011.

FORGIARINI, J.; ESQUENA, J.; GONZALEZ, C.; SOLANS, C. Studies of the relation
between phase behavior and emulsication methods with nanoemulsion formation.

Progress in Colloid and Polymer Science, v. 115, p. 36-39, 2000.

FRIBERG, S., JANSSON, P. O., CEDERBERG, E. Surfactant association structure and

emulsion stability. Journal of Colloid and Interface Science, v. 55, p. 614-623, 1976.



115

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no contetido

de metabdlitos secundarios. Quimica Nova, v. 30, p. 374-381, 2007.

GONGCALVES, M. C.; SANTOS, V. M. R.; TAYLOR, J. G.; PERASOLI, F. B.; SANTOS,
O. D. H.; RABELO, A. C. S. JUNIOR, J. V. R.; COSTA, D. C.; CAZATI, T. Preparation
and characterization of a quercetin-tetraethyl ether-based photoprotective

nanoemulsion. Quimica Nova, v. 42, p. 365-370, 2019.

GRAPENTIN, C.; BARNERT, S.; SCHUBERT, R. Monitoring the Stability of
Perfluorocarbon Nanoemulsions by Cryo-TEM Image Analysis and Dynamic Light

Scattering. Plos One, v. 22, 2015.

GRIFFIN, W. C. Classification of surface-active agents by “HLB”. Journal of the

society of cosmetics chemists, v. 1, p. 311-326, 1949.

GUERRA, F. M. R. M.; KRINSK, G. G.; CAMPIOTTO, L. G.; GUIMARAES, K. M. F.
Aplicabilidade dos peelings quimicos em tratamentos faciais — estudo de revisdo.

Brazilian Journal of Surgery and Clinical Research, v. 4, p.33-36, 2013.

GUTIERREZ, J. M.; GONZALES, C.; MAESTRO, A.; SOLE, I.; PEY, C. M.; NOLLA, J.
Nano-emulsions: New applications and optimization of their preparation. Current

Opinion in Colloid & Interface Science, v. 13, p. 245-251, 2008.



116

GUTTOFF, M.; SABERI, A. H.;, McCLEMENTS, D. J. Formation of vitamin D
nanoemulsion-based delivery systems by spontaneous emulsification: Factors affecting

particle size and stability. Food Chemistry, v. 171, p. 117-122, 2015.

HASSIMOTTO, N. M. A.; GENOVESE, M. |.; LAJOLO, F. M. Antioxidant activity of
dietary fruits, vegetables, and commercial frozen fruit pulps. Journal of Agricultural

and Food Chemistry, v. 53, p. 2928-2935, 2005.

IONASHIRO, M. Giolito- Fundamentos da Termogravimetria, Analise Térmica

Diferencial e Calorimetria Exploratoria Diferencial. Sdo Paulo: GIZ, 2005.

ISAAC, V. L. B.; CEFALLI, L. C.; CHIARI, B. G.; OLIVEIRA, C. C. L. G.; SALGADO, H.
R. N.; CORREA, M. A. Protocolo para ensaios fisico-quimicos de estabilidade de
fitocosméticos. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 29, p. 81-

96, 2008.

IZQUIERDO, P.; ESQUENA, J.; TADROS, T. F.; DEDEREN, J. C.; FENG, J.; GARCIA-
CELMA, M. J.; AZEMAR, N.; SOLANS, C. Phase behavior and nano-emulsion
formation by the phase inversion temperature method. Langmuir, v. 20, p. 6594-6598,

2004.

JAFARI, S. M.; McCLEMENTS, D. J. Nanoemulsions: Formulation, Applications, and
Characterization. London, UK: Academic Press, 2018. https://doi.org/10.1016/B978-0-

12-811838-2.09994-X.



117

JESUS, F. L. M.; ALMEIDA, F. B.; DUARTE, J. L.; OLIVEIRA, A. E. M. F. M.; CRUZ, R.
A.; SOUTO, R. N. P.; FERREIRA, R. M. A.; KELMANN, R. G.; CARVALHO, J. C. T,;
LIRA-GUEDES, A. C.; GUEDES, M.; SOLANS, C.; FERNANDES, C. P. Preparation of
a Nanoemulsion with Carapa guianensis Aublet (Meliaceae) Oil by a Low-
Energy/Solvent-Free Method and Evaluation of Its Preliminary Residual Larvicidal
Activity. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2017, Article

ID 6756793, 8p., 2017. https://doi.org/10.1155/2017/6756793.

JIANG, J.; AKINSEYE, O.; TOVAR-GARZA, A.; PANDYAM, A. G. The effect of
melasma on self-esteem: A pilot study. International Journal of Women's

Dermatology, v. 4, p. 38—42, 2018.

JOBIM, M. L.; SANTOS, R. C. V.; ALVES, C. F. S.; OLIVEIRA, R. M.; MOSTARDEIRO,
C. P.; SAGRILLO, M. R.; FILHO, O. C. S.; GARCIA, L. F. M.; MANICA-CATTANI, M. F,;
RIBEIRO, E. E.; CRUZ, I. B. M. Antimicrobial activity of amazon Astrocaryum aculeatum
extracts and its association to oxidative metabolism. Microbiological Research, v. 169,

p. 314- 323, 2014.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia béasica. Rio de Janeiro: Guanabara

Koogan, 2004.

KHAZAELI, P.; GOLDOOZIAN, R. SHARIFIFAR, F. An evaluation of extracts of five
traditional medicinal plants from Iran on the inhibition of mushroom tyrosinase activity
and scavenging of free radicals. International Journal of Cosmetic Science, v. 31, p.

375-381, 20089.



118

KOMAIKO, J.; McCLEMENTS, D. J. Low-energy formation of edible nanoemulsions by
spontaneous emulsification: Factors influencing particle size. Journal of Food

Engineering, v. 146, p. 122-128, 2015.

KONCIC, M. Z.; KREMER, D.; KARLOVIC, K.; KOSALEC, |. Evaluation of antioxidant
activities and phenolic content of Berberis vulgaris L. and Berberis croatica Horvat.

Food and Chemical Toxicology, v. 48, p. 2176-2180, 2010.

LAI, X.; WICHERS, H. J.; SOLER-LOPEZ, M.; DIJKSTRA, B. W. Structure and function
of human tyrosinase and tyrosinase-related proteins. Chemistry - A European

Journal, v. 24, n. 1, p. 47-55, 2018. https://doi.org/10.1002/chem.201704410.

LIMA, J. R. O.; SILVA, R. B.; MOURA, E. M.; MOURA, C. V. R. Biodiesel of tucum oil,

synthesized by methanolic and ethanolic routes. Fuel, v. 87, p. 1718-1723, 2008.

LIMA, R. R.; TRASSATO, L. C.; COELHO, V. Tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.):
Principais caracteristicas e potencialidade agroindustrial. Belém, PA: EMBRAPA-
CPATU, 1986. (EMBRAPA-CPATU. Boletim de pesquisa, 75).

http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/380965.

LUNZ, A. M.; OLIVEIRA, M. S. P.; LEMOS, W. P.; LAZZARI, S. M. N.; ZONTA-DE-
CARVALHO, R. C.; MONTEIRO, O. C. Q. Primeiro Relato do Pulgédo Cerataphis
brasiliensis (Hempel) (Hemiptera: Aphididae) Atacando Mudas de Duas Espécies

de Tucumanzeiro (Astrocaryum spp.): Descricdo e Controle. Belem, PA: Embrapa



119

Amazobnia Oriental, 2010. (Embrapa Amazénia Oriental. Comunicado técnico, 223).

http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/884002.

MAESTRO, A.; SOLE, I. GONZALEZ, C. SOLANS, C.; GUTIERREZ, J. M. Influence of
the phase behavior on the properties of ionic nhanoemulsions prepared by the phase
inversion composition method. Journal of Colloid and Interface Science, v. 327, p.

433-439, 2008.

MAMBRIM, M. C. T; ARELLANO, D. B. Caracterizacion de aceites de frutos de
palmeiras de la regibn amazoénica del Brasil. Grasas y Aceites, v. 48, p. 154-158,

1997.

MANCINI, A. J. Skin. Pediatrics, v. 113, p. 1114-1119, 2004.

MATOS, K. A. N.; LIMA, D. P.; BARBOSA, A. P. P.; MERCADANTE, A. Z.; CHSTE, R.
C. Peels of tucuma (Astrocaryum vulgare) and peach palm (Bactris gasipaes) are by-
products classified as very high carotenoid sources. Food Chemistry, v. 272, p. 216—

221, 2019.

McCLEMENTS, D. J.; RAO, J. Food-Grade Nanoemulsions: Formulation, Fabrication,
Properties, Performance, Biological Fate, and Potential Toxicity. Critical Reviews in

Food Science and Nutrition, v. 51, p. 285-330, 2011.

MERCK. Disponivel em: https://www.merckmillipore.com/BR/pt. Acesso em: 05 Dez.

2020.



120

MIOT, L. D. B.; MIOT, H. A.; SILVA, M. G.; MARQUES, M. E. A. Fisiopatologia do

melasma. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 84, p. 623-635, 2009.

MOLYNEUX, P. The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for
estimating antioxidant activity. Songklanakarin Journal of Science and Technology,

V. 26, p. 211-219, 2004.

MORAIS, L. R. B.; GUTJAHR, E. Quimica de oleaginosas: valorizacdo da

biodiversidade amazénica. Belém: Edicdo do Autor, 2012.

MRAIHI, F.; JOURNI, M.; CHERIF, J. K.; SOKMEN, M.; SOKMEN, A.; TRABELSI-
AYADI, M. Phenolic Contents and Antioxidant Potential of Crataegus Fruits Grown in
Tunisia as Determined by DPPH, FRAP, and g-Carotene/Linoleic Acid Assay. Journal
of Chemistry, V. 2013, Article ID 378264, 6 p. 2013.

https://doi.org/10.1155/2013/378264.

MUKHERJEE, P. K.; BISWAS, R.; SHARMA, A.; BANERJEE, S.; BISWAS, S,
KATIYAR, C. K. Validation of medicinal herbs for anti-tyrosinase potential. Journal of

Herbal Medicine, v. 14, p. 1-16, 2018.

MUSAZZI, U. M.; FRANZE, S.; MINGHETTI, P.; CASIRAGHI, A. Emulsion versus
nanoemulsion: how much is the formulative shift critical for a cosmetic product? Drug

Delivery and Translation Research, v. 8, p. 414-421, 2018.



121

MUSEUM NATIONAL D’HISTOIRE NATURELLE. Ed. 2003-2020. National Inventory of

Natural Heritage. Disponivel em: https://inpn.mnhn.fr. Acesso em: 31 Jan. 2020.

NASCIMENTO, K.; COPETTI, P. M.; FERNANDES, A.; KLEIN, B.; FOGACA, A,
ZEPKA, L. Q.; WAGNER, R.; OURIQUE, A. F.; SAGRILLO, M. R.; SLVA, J. E. P.
Phytochemical analysis and evaluation of the antioxidant and antiproliferative effects of
Tucuma oil nanocapsules in breast adenocarcinoma cells (MCF-7). Natural Product

Research, 2019. https://doi.org/10.1080/14786419.2019.1648460.

NORMAH, H.; HANAPI, M. J. Antioxidant capacity of the green leafy vegetable using
oxygen radical antioxidant capacity (ORAC), 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assays. Science

Heritage Journal, v. 3, p. 01-07, 2019.

OBOH, F. O. J.; ODERINDE, R. A. Analysis of the pulp and pulp oil of the Tucum

(Astrocaryum vulgare Mart) fruit. Food Chemistry, v. 30, p. 277-287, 1988.

OLIVEIRA, M. S. P.; COUTURIER, G.; BESERRA, P. Biologia da polinizacdo da
palmeira tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.) em Belém, Para, Brasil. Acta Botanica

Brasilica, v. 17, p. 343-353, 2003.

OLIVEIRA, N. P.; OLIVEIRA, M. S. P.; MOURA, E. F. Variabildade e divergéncia
genética entre gendtipos de tucumanzeiro-do-para (Astrocaryum vulgare Mart.)
promissores para a producéo de frutos por marcadores RAPD. Revista Brasileira de

Fruticultura, v. 34, p. 216-226, 2012.


https://inpn.mnhn.fr/

122

ORAFIDIYA, L. O.; OLADIMEJI, F. A. Determination of the required HLB values of
some essential oils. International Journal of Pharmaceutics, v. 237, p. 241-249,

2002.

OSTERTAG, F.; WEISS, J.; McCLEMENTS, D. J. Low-energy formation of edible
nanoemulsions: Factors influencing droplet size produced by emulsion phase inversion.

Journal of Colloid and Interface Science, v. 388, p. 95-102, 2012.

PARDAUIL, J. J. R.; MOLFETTA, F. A.; BRAGA, M.; SOUZA, L. K. C.; FILHO, G. N. R;;
ZAMIAN, J. R.; COSTA, C. E. F. Characterization, thermal properties and phase
transitions of amazonian vegetable oils. Journal of Thermal Analysis and

Calorimetry, v. 127, p. 1221-1229, 2017.

PEREIRA, E.; FERREIRA, M. C.; SAMPAIO, K. A.; GRIMALDI, R.; MEIRELLES, A. J.
A.; MAXIMO, G. J. Physical properties of Amazonian fats and oils and their blends.

Food Chemistry, v. 278, p. 208-215, 2019.

PILLAIYAR, T.; MANICKAM, M.; NAMASIVAYAM, V. Skin whitening agents: medicinal
chemistry perspective of tyrosinase inhibitors. Journal of Enzyme Inhibition and

Medicinal Chemistry, v.32, p. 403-425, 2017.

PILLAIYAR, T.; NAMASIVAYAM, V.; MANICKAM, M.; JUNG, S. H. Inhibitors of
melanogenesis: an updated review. Journal of Medicinal Chemistry, v. 61, p.

7395-7418, 2018.



123

POLLO, C. F.; MIOT, L. D. B.; MENEGUIN, S.; MIOT, H. A. Factors associated with
quality of life in facial melasma: a cross-sectional study. International Journal of

Cosmetic Science, v. 40, p. 313-316, 2018.

QIAN, C.; McCLEMENTS, D. J. Formation of nanoemulsions stabilized by model food-
grade emulsifiers using high-pressure homogenization: Factors affecting particle size.

Food Hydrocolloids, v. 25, p. 1000-1008, 2011.

RAMALHO, V. C.; JORGE, N. Antioxidantes utilizados em 06leos, gorduras e alimentos

gordurosos. Quimica Nova, v. 29, p. 755-760, 2006.

RAO, J.; McCLEMENTS, D. J.. Stabilization of Phase Inversion Temperature
Nanoemulsions by Surfactant Displacement. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, v. 58, p. 7059-7066, 2010.

RENDON, M.; BERNEBURG, M.; ARELLANO, |.; PICARDO, M. Treatment of melasma.

Journal of the American Academy of Dermatology, v. 54, p. 272-281, 2006.

RIGOPOULQOS, D.; GREGORIOU, S.; KATSAMBAS, A. Hyperpigmentation and

melasma. Journal of Cosmetic Dermatology, v. 6, p. 195-202, 2007.

ROCHA-FILHO, P. A.; FERRARI, M.; MARUNO, M.; SOUZA, O.; GUMIERO, V. In vitro
and in vivo evaluation of nanoemulsion containing vegetable extracts. Cosmetics, V.

32, p. 1-13, 2017.



124

RODRIGUES, A. M. C.; DARNET, S.; SILVA, L. H. M. Fatty Acid Profiles and
Tocopherol Contents of Buriti (Mauritia flexuosa), Patawa (Oenocarpus bataua),
Tucuma (Astrocaryum vulgare), Mari (Poraqueiba paraensis) and Inaja (Maximiliana

maripa) Fruits. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 21, p. 2000-2004, 2010.

ROJAS-GARBANZO, C.; PEREZ, A. M. BUSTOS-CARMONA, J.; VAILLANT, F.
Identification and quantification of carotenoids by HPLC-DAD during the process of
peach palm (Bactris gasipaes H.B.K.) flour. Food Research International, v. 44, p.

2377-2384, 2011.

ROSSO, V. V.; MERCADANTE, A. Z. Identification and Quantification of Carotenoids,
By HPLC-PDA-MS/MS, from Amazonian Fruits. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, v. 55, p. 5062-5072, 2007.

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; FILHO, J. M.; MOREIRA, A. V. B.
Metodologia Cientifica: Determinagao da Atividade Antioxidante Total em Frutas
no Sistema B-caroteno/Acido Linoléico. Fortaleza, CE: Embrapa Agroindustria
Tropical, 2006. (Comunicado Técnico, 126). ISSN: 1679-6535.

https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT-2010/11963/1/cot-126.pdf.

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; MORAIS, S. M.; SAMPAIO, C. G
PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, F. D. Metodologia Cientifica: Determinac&o
da Atividade Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre ABTS.
Fortaleza, CE: Embrapa Agroindustria Tropical, 2007a. (Comunicado Técnico, 128).

ISSN: 1679-6535.


https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT-2010/11963/1/cot-126.pdf

125

https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10225/1/Cot_128.pdf

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; MORAIS, S. M.; SAMPAIO, C. G,
PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, F. D. Metodologia Cientifica: Determinac&o
da Atividade Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre DPPH.
Fortaleza, CE: Embrapa Agroindustria Tropical, 2007b. (Comunicado Técnico, 127)
ISSN:1679-6535.

https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10224/1/Cot_127.pdf.

SABERIA, A. H.; FANG, Y.; McCLEMENTS, D. J. Effect of glycerol on formation,
stability, and properties of vitamin-E enriched nanoemulsions produced using
spontaneous emulsification. Journal of Colloid and Interface Science, v. 411, p. 105—

113, 2013.

SAINI, R. K.; NILE, S. H.; PARK, S. W. Carotenoids from Fruits and Vegetables:
Chemistry, Analysis, Occurrence, Bioavailability and Biological Activities. Food

Research International, v. 76, p. 735-750, 2015.

SALEM, A.; GAMIL, H.; RAMADAN, A.; HARRAS, M.; AMER, A. Melasma: Treatment

evaluation. Journal of Cosmetic and Laser Therapy, v. 11, p.146-150, 2009.

SANTOS, M. F. G.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; SILVA, S. M.; SILVEIRA, M. R. S.
Quality characteristis of fruits and oils of palms native to the Brazilian Amazon. Revista

Brasileira de Fruticultura, v. 39, p. 1-6, 2017.



126

SANTOS, M. F. G.; ALVES, R. E.; ROCA, M. Carotenoid composition in oils obtained
from palm fruits from the Brazilian Amazon. Grasas y Aceites, v. 66, n. 3, €86, 2015a.

DOI: http://dx.doi.org/10.3989/gya.1062142.

SANTOS, M. F. G.; ALVES, R. E.; RUIZ-MENDEZ, M. V. Minor components in oils
obtained from Amazonian paim fruits. Grasas Y Aceites, v. 64, n. 5, p., 531-536, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.3989/gya.048913.

SANTOS, M. F. G.; MAMEDE, R. V. S.; RUFINO, M. S. M,; BRITO, E. S.; ALVES, E.
Amazonian Native Palm Fruits as Sources of Antioxidant Bioactive Compounds.

Antioxidants, v. 4, p. 591-602, 2015b. https://doi.org/10.3390/antiox4030591

SARKAR, R.; ARORA, P.; GARG, V. K.; SONTHALIA, S.; GOKHALE, N. Melasma

update. Indian Dermatology Online Journal, v. 5, p. 426-435, 2014.

SARKAR, R.; BANSAL, A.; AILAWADI, P. Future therapies in melasma: What lies
ahead? Indian Journal of Dermatology, Venereology and Leprology, v. 86, p. 8-17,

2020.

SCOTTI, L.; SCOTTI, M. T.; CARDOSO, C.; PAULETTI, P.; CASTRO-GAMBOA, 1,
BOLZANI, V. S.; VELASCO, M. V. R.; MENEZES, C. M. S.; FERREIRA, E. I.
Modelagem molecular aplicada ao desenvolvimento de moléculas com atividade
antioxidante visando ao uso cosmético. Brazilian Journal of Pharmaceutical

Sciences, v. 43, p. 153-166, 2007.



127

SERRA, J. L.; RODRIGUES, A. M. C.; FREITAS, R. A.; MEIRELLES, A. J. A,
DARNETE, S. H.; SILVA, L. H. M. Alternative sources of oils and fats from Amazonian
plants: Fatty acids, methyl tocols, total carotenoids and chemical composition. Food

Research International, v. 116, p. 12-19, 2019.

SHANLEY, P. Frutiferas e Plantas Uteis na Vida Amazo6nica. Belém: Imazon, 2005.

SILVA, C. N. S.; HYACIENTH, D. C.; FERREIRA, A. M.; VILHENA, J. C. E;
FLORENTINO, A. C.; CRUZ, R. A. S.; BEREAU, D.; ROBINSON, J. C.; CARVALHO, J.
C. T.; FERNANDES, C. P. Development of Nanoemulsions with Tucuma (Astrocaryum
vulgare) Fruits Oil. Journal of Nanomedicine Research, v. 2, n. 2, 00024, 2015.

DOIl:http://dx.doi.org/10.15406/jnmr.2015.02.00024.

SILVA, L. C. N.; FILHO, C. M. B.; PAULA, R. A.; SILVA, C. S. S.; SOUZA, L. I. O,
SILVA, M. V.; CORREIA, M. T. S.; FIGUEIREDO, R. C. B. Q. In vitro cell-based assays
for evaluation of antioxidant potential of plant-derived products. Free Radical

Research, v. 50, p. 801-812, 2016.

SKOOG, D. A.; WEST, D. M.; HOLLER, F. J.; CROUCH, S. R. Fundamentos de

Quimica Analitica. 8. ed. S&o Paulo: Thomson Learning, 2006.

SOLANS, C.; IZQUIERDO, P.; NOLLA, J.; AZEMAR, N.; CELMA, M. J. G. Nano-

emulsions. Current Opinion in Colloid & Interface Science, v. 10, p. 102—- 10, 2005.



128

SOLANS, C.; SOLE, I. Nano-emulsions: Formation by low-energy methods. Current

Opinion in Colloid & Interface Science, v. 17, p. 246-254, 2012.

SOLOMONS, T. W. G.; FRYHLE, C. B. Quimica orgéanica. 7. ed. Rio de Janeiro: LTC:

Livros Técnicos e Cientificos, 2001.

TADROS, T.; IZQUIERDO, P; ESQUENA, J.; SOLANS, C. Formation and stability of
nano-emulsions. Advances in Colloid and Interface Science, v. 108, p. 303-318,

2004.

TEIXEIRA, R. S.: ROCHA, P. R.; POLONINI, H. C.: BRANDAO, M. A. F.; CHAVES, M.
G. A. M.; RAPOSO, N. R. B. Mushroom tyrosinase inhibitory activity and major fatty
acid constituents of Amazonian native flora oils. Brazilian Journal of Pharmaceutical

Sciences, v. 48, n. 3, p. 399-404, 2012.

THE PLANT List. Version 1.1. Published on the Internet. 2003. Disponivel em:

<http://www.theplantlist.org>. Acesso em: 31 Jan. 2020.

TOMITA, Y.; HARIU, A.; KATO, C.; SEIJI, M. Radical production during tyrosinase
reaction, dopa-melanin formation and photoirradiation of dopa-melanin. The Journal of

Investigative Dermatology, v. 82, p. 573-576, 1984.

UL PROSPECTOR. Disponivel em: <http://www.ulprospector.com>. Acesso em: 05

Dez. 2020.


http://www.theplantlist.org/

129

VACHIRAMON, V.; SUCHONWANIT, P.; THADANIPON, K. Melasma in men. Journal

of Cosmetic Dermatology, v. 11, p. 151-157, 2012.

WOOSTER, T. J.; GOLDING, M.; SANGUANSRI, P. Impact of oil type on nanoemulsion

formation and Ostwald ripening stability. Langmuir, v. 24, p. 12758-12765, 2008.

YIN, L. J.; CHU, B. S.; KOBAYASHI, |.; NAKAJIMA, M. Performance of selected
emulsifiers and their combinations in the preparation of b-carotene nanodispersions.

Food Hydrocolloids, v. 23, p. 1617-1622, 2009.

YOKOMIZO, V. M. F.; BENEMOND, T. M. H.; CHISAKI, C.; BENEMOND, P. H.
Peelings quimicos: revisao e aplicacdo pratica. Surgical & Cosmetic Dermatology, v.

5, p. 58-68, 2013.

ZERAIK, M. L.; YARIWAKE, J. H. Extracdo de B-caroteno de cenouras: uma proposta

para disciplinas experimentais de quimica. Quimica Nova, v. 31, p. 1259-1262, 2008.



130

ANEXO |

Ministérig do Meio Ambie_nte .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAQ DD PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADOD

Certidao
Cadastro n2 ABAS57B

Declaramos, nos tzrmos do art. 41 do Decreto n® 87722016, que o cadastro de acesso ao patrimdnio
genético cu conhecimento tradicional associado, abaixo identificado ¢ resumido, no Sistcma Macional de Gestio
do Patnmdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo

de venficagdo e n3o foi objeto de requenmentos admitidos de venficacdo de indicios de iregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificacdo ndo foi acatado pelo CGen.

Nlimero do cadastro:
Usuanio:
CPF/CNPJ:
Objeto do Acesso:
Finalidade do Acesso:
Espécie
Astrocaryum vulgare
Titulo da Atividade:
Equipe
Vera Isaac
Fernanda Borges De Almeida

Beatriz Emanuele da Silva

Data do Cadastra:

Situagdo do Cadastro:

ABAB57B

Vera Isaac
020.009.538-24
Patriménio Genético

Pesquisa

Uso cosmético do dleo de tucumai

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP
Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas da UNESP

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP

02/09/2019 09:48:07

Concluido

Conselho de Gestdo do Patnmdnio Genético

Situagdo cadastral conforme consulta ac SisGen em 23:53 de 10/12/2020.

WA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

AA ASSOCIADD - SISGEN
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A : :
mmFaozt?n Qil Preserving the future
' rest Company Amazon Oil Industry

CERTIFICADO DE ANALISE (COA)

R SO0, VIRGEM DE TUCOMA 46070 1

Nome cientifico: Astrocaryum vulgare Codigo do produto: 255

Origem dan matéria prima: Floresta Amazonica / Brasil | Namero do lote: AMO 255-001/03 18
Parte utilizada da planta: polpa da fruta Data de fabrieagfio: 19/0372018
Processo produtivo: prensado a frio Namero de andlise: 0282018
Conservantes; ausente Validade: |8 meses

Extragfio com solvente: ausente Rastreabilidade: garantida

Origem das espécies vegetais: extrativista

ITEM ESPECIFICACOES METODO | RESULTADOS

Aparéncia (25° C) Liquido Visual De acordo
Cor o Vermelho intenso AOCS 1a 64 - 82 De acordo
Indice de acidez % peso <20 AOCS CD3D-63 16.8
Indice de peroxido 10 meq Ox/kg <10 AOCS CDS8 - 53 34
Indice de jodo gl,/100g 70 - 80 AOCS TG2A - 80
64
Indice de mgKOH/g 180 - 200 AOCS CD3 - 25 190
saponificaglo
Matéria % . 1,8 AQCSCA 6A - De acordo
e insaponificavel 40
Ponto de fusdo 2%C ? AOCS CJ 1-94 De acorda
Bactérias totais Ufe/ml <100 NF ISO 4833 Ausente
Fungos e leveduras Ufe/ml <100 NF V 08-036 Ausente
RESULTADOS: (X) APROVADO () REPROVADO

lﬁbm fouin

Luiz Roberto Barbosa Morais
Eng. Quimico responsdvel - CRQ/PA CRQ 06300126 / 6 Regifio

SEGURANCA: produto inofensivo, apenas para fins cosméticos. N&o apto para consumo humano.
ARMAZENAMENTO: deve ser mantido em sua embalagem original fechada, em local ventilado,
cvitando cxposi¢io a0 sol, chuva e temperaturas elevadas.

ROMERA mﬂg ﬂ E COMEC 10 DE PERFUME LTDA-ME

Passagem Az de Ouro, 19, Bairro Levilindia. Ananindeua — Pard — Brasil, CEP: 67015-760
_ Fone: 5591 3089 2266

Www.amazonoil.com.br
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