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RESUMO

O dleo de Euterpe oleracea Mart apresenta baixa solubilidade aquosa, o que dificulta
sua administracdo e absorcdo. O estudo teve como objetivo preparar, caracterizar,
avaliar a estabilidade e a atividade antimicrobiana de nanoemulsfes contendo 6leo
de acai. As nanoemulsdes foram preparadas por emulsificacdo sob alta agitacdo e
emulsificacdo espontanea. As formulacdes foram caracterizadas quanto a tamanho
médio de goticula, indice de polidispersdo (IPD), potencial zeta (PZ) e pH,
armazenadas em diferentes condicdes. A atividade antimicrobiana do 6leo livre foi
realizada pelo método de disco difusdo. O potencial antimicrobiano do 6éleo livre e
nanoemulsionado foi avaliado através do método de diluicdo em caldo. Foi possivel
constatar que as caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsbes foram
adequadas. O oOleo de acai livre e nanoemulsionado ndo demonstrou atividade
antimicrobiana significativa, fato que pode estar relacionado com a composi¢cdo do
Oleo empregado a qual sofre influéncia de varios fatores como época da colheita e
condi¢des climaticas.

Palavras-chave: Acidos graxos; Antibiticos; Espécies bacterianas; Euterpe
oleracea Mart.

ABSTRACT

Euterpe oleracea Mart oil has low aqueous solubility, which makes it difficult to
administer and absorb. The aim of this study was to prepare, characterize and
evaluate the stability and antimicrobial activity of nanoemulsions containing acai oil.
The nanoemulsions were prepared by emulsification under high agitation and
spontaneous emulsification. The formulations were characterized in terms of average
droplet size, polydispersity index (DPI), zeta potential (ZP) and pH, stored under
different conditions. The antimicrobial activity of the free oil was measured using the
disk diffusion method. The antimicrobial potential of the free and nanoemulsified oil
was assessed using the broth dilution method. It was found that the physicochemical
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characteristics of the nanoemulsions were adequate. The free and nanoemulsified
acai oil did not show significant antimicrobial activity, a fact that may be related to the
composition of the oil used, which is influenced by various factors such as the time of
harvest and climatic conditions.

Keywords: Fatty acids; Antibiotics; Bacterial species; Euterpe oleracea Mart.

Eixo Tematico: Atencéo Integral e Promocdo a Saude (AIPS)

1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é um problema crescente a nivel mundial
(Rasheed et al.,, 2014). A busca por novos agentes antimicrobianos de origem
natural tem se mostrado uma alternativa promissora para tentar propor novas
opcOes terapéuticas e combater este desafio (Newman; Cragg, 2012). Nesse
sentido, a floresta Amazobnica localizada na regido norte do Brasil, possui uma
grande variedade de espécies vegetais, 0s quais tem sido estudados como
possiveis fontes de novos bioativos.

O acai é uma fruta nativa da regido amazbnica, que ganhou importancia
devido aos beneficios a saude, capacidade anti-inflamatéria (Menezes; Torres; Srur,
2008) e antioxidante, em razdo da existéncia de polifendis, flavonoides e
antocianinas, além de ser rico em acidos graxos como o acido linoleico, acido oleico
e acido palmitico (Castro et al., 2021). Ademais, estudos tém demonstrado que o
O0leo da semente de acai apresenta atividade antimicrobiana contra diferentes
espécies bacterianas (Araujo et al., 2013). No entanto, existe algumas limitacdes
gue dificultam a sua utilizacdo, como a baixa solubilidade em solu¢cbes aquosas e
instabilidade frente a diferentes condicdes.

Nesse cenario, a nanotecnologia pode ser empregada para superar estes
desafios, além de poder controlar a liberacdo de bioativos, aumentar a
biodisponibilidade, biocompatibilidade e protecdo contra a degradacdo fisica e
guimica, induzindo assim um aumento da acdo farmacologica e protecdo contra a
toxicidade (Saraf, 2010).

Dentre os nanossistemas, as nanoemulsdes demonstram boa eficiéncia como

carregadores de Oleos vegetais e essenciais, proporcionando a formacdo de



ISSN: 2316-9745

CIENCIA EDESENVOLVIMENTO

TRABALHO COMPLETO SUSTENTAVEL

SCIENCE AND SUSTAINABLE DEVELOPMENT
FULL PAPER Slmposlo de Ensino, Pesquisa e Extensao

Teaching, Research and Extension Symposium

24A 26 DE OUTUBRO 2023
OCTOBER 24"to 26", 2023

goticulas na faixa de 50 a 500 nm, apresentando aparéncia translicida quando o
tamanho dos globulos for inferior a 100 nm e aparéncia leitosa para diametros
maiores (Fernandez et al., 2004). As nanoformula¢des do tipo 6leo/dgua permitem o
encapsulamento de componentes lipofilicos a serem usados em meios aquosos, e
podem melhorar a entrega aos sitios a serem tratados e reduzir possiveis efeitos
toxicos (Primo et al., 2007). Portanto, este estudo experimental teve como objetivo
preparar, caracterizar, avaliar a estabilidade e a atividade antimicrobiana de

nanoemulsdes contendo 6leo de acai.

2. METODOLOGIA

2.1 PREPARAGAO DAS NANOEMULSOES CONTENDO OLEO DE ACAI

A cromatografia gasosa determinou os acidos graxos presentes no 0leo com
0 auxilio de um cromatégrafo equipado com um sistema de ionizagcdo por chama
detector (GC — FID) (Varian, Star, 3600, EUA) e um amostrador automatico (Varian,
8100, EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem da area total dos
cromatogramas, considerando a correcdo dos fatores do detector de ionizacdo de
chama (Visentainer, 2012).

As nanoemuls@es foram preparadas por dois métodos: emulsificacdo sob alta
agitacdo empregando equipamento Ultra-Turrax® com resfriamento. Neste método
nao foi empregado solvente organico. A fase oleosa da nanoemulsédo foi composta
por 6leo de Euterpe oleracea Mart (5%) e monooleato de sorbitano (2%), enquanto a
fase aguosa compreendeu polissorbato 80 (2%) e 25 mL de agua ultrapura. Ambas
as fases foram previamente solubilizadas com o auxilio de um agitador magnético e,
em seguida, injetou-se a fase oleosa na fase aquosa sob agitacdo de 10.000 rpm.
Apos a injecdo, a agitacao foi aumentada para 17.000 rpm e mantida por 1 hora.

JA o segundo método, de baixa energia, através da emulsificacdo
espontanea, fez uso de solvente orgéanico, e possibilita a obtencdo de goticulas
estaveis com pouca quantidade de tensoativo. A fase oleosa da nanoemulséo foi
composta por Oleo de Euterpe oleracea Mart (1,6%), monooleato de sorbitano
(0,8%) e 67 mL de acetona, enquanto a fase aquosa compreendeu polissorbato 80
(0,8%) e 134 mL de agua ultrapura. Ambas as fases foram previamente



ISSN: 2316-9745

CIENCIA EDESENVOLVIMENTO

TRABALHO COMPLETO SUSTENTAVEL

SCIENCE AND SUSTAINABLE DEVELOPMENT
FULL PAPER Slmposlo de Ensmo Pesquisa e Extensao

Teaching, Research and Extension Symposium

e 24A 26 DE OUTUBRO 2023 ' UFN

OCTOBER 24"to 26", 2023 ua ummmy

solubilizadas com o auxilio de um agitador magnético e, em seguida, verteu-se a
fase oleosa na fase aquosa, e o nanossistema foi levado ao rotaevaporador para
evaporacdo completa do solvente organico e ajuste do volume final para 25 mL.

Todas as formula¢des foram produzidas em triplicata.

2.2 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

ApoGs o preparo, todas as formulagbes foram caracterizadas pelos seguintes
parametros: tamanho médio de goticula, indice de polidispersividade, potencial zeta,
pH e morfologia.

A técnica de espalhamento dindmico de luz utilizou o equipamento Nano-ZS
Zetasizer e determinou tamanho médio das goticulas e o indice de
polidispersividade (PDI). Amostras foram diluidas agua Milli-Q e os resultados foram
determinados a partir da média de trés repeticdes. O potencial Zeta das formulacdes
foi obtido por microeletroforese utilizando o equipamento Zetasizer Nano-ZS,
expressando os resultados em milivolts. As analises foram realizadas apés diluicao
das formulagdes em solugcdo aquosa contendo NaCl 10 mM previamente filtrada
através da membrana de 0,45 pum. Os resultados foram obtidos a partir da média de
trés determinacdes. O pH foi medido diretamente nas formulagbes com o auxilio de
um potencidometro previamente calibrado com solu¢des tampéo de pH 4,0 e 7,0.

Para a analise morfolégica das nanoemulsdes utilizou-se a técnica de
Microscopia de Forca Atémica (MFA), utilizando o equipamento Agilent Technologies
5500. As imagens foram capturadas usando o software PicoView 1.14.4 (Molecular

Imaging Corporation) e analisadas através do Picolmage 5.

2.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE

A estabilidade das formula¢des foi avaliada mediante o0 acompanhamento das
formulagBes aramzenadas em diferentes condicdes: 25°C, 4°C e camara climatica a
40°C e 65% de umidade. Nos tempos 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias avaliou-se o0s

parametros de: tamanho, PDI, potencial zeta e pH.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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A atividade antioxidante das nanoemulsdes foi avaliada por ABTS e DPPH.
Ambos os métodos sdo bastante utilizados para determinar a atividade antioxidante
em extratos oleosos organicos. O método ABTS é baseado na captura do radical
2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina6- acido sulfénico) (ABTS+), que ocorre através de
uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimética. Essa metodologia € bastante
utilizada para medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(Borges et al., 2011). A atividade de captura de radical livre ABTS+* foi medida pelo
método descrito por (Ribeiro et al., 1999). O cation ABTS foi gerado por 5 mL de
solugéo-estoque de ABTS (7 mmol/L-1) com 88,0 uL de solugdo de persulfato de
potéssio. A atividade antioxidante frente ao radical ABTS foi determinada no tempo
inicial e 30 dias de armazenamento, em trés diferentes armazenamentos,
temperatura ambiente, camara climatica e sob refrigeracéo.

A determinacdo da atividade antioxidante das nanoemulsdes contendo 6leo
de acai e do dleo livre pelo método DPPH foi realizada conforme descrito por
(Brand-Williams; Cuvelier; Berset,1995), atualizado por (Roesler et al.,2007) com
algumas modificacGes. Foi feito a avaliacdo das nanoemulsdes por emulsificacédo
espontanea e alta agitacdo, e do 6leo de acai na sua forma livre (OL), no OL os
constituintes foram: 6leo de acai (10 %), Span 80 (4 %), Tween 80 (4 %) e acetona
(12,5 mL), por conta da dificil diluicio do 6leo de acai utilizou-se os mesmos
constituintes utilizados no preparo da nanoemulsdo de alta agitacdo, porém com
guantidade menor de acetona, até que houvesse a completa diluicdo do éleo de
acai. A atividade antioxidante foi determinada no tempo zero e apés 30 dias de
armazenamento, em trés diferentes temperaturas, a temperatura ambiente, camara

climatica e sob refrigeracao.

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A verificagdo da possivel atividade antimicrobiana das nanoemulssdes foi
realizada através do método de Disco-Difusdo. O método baseia-se no principio da
difusdo no meio, ou seja, a capacidade do composto difundir-se no agar atraves de
um disco de papel filtro saturado, no presente estudo, a solu¢cdo da nanoemulssao.
A metodologia utilizada seguiu as instru¢des do SLCI (Mo02-A12), desta forma com o

auxilio de uma algca bacteriolégica calibrada de 1 uL, aliquotas das colonias dos
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microrganismos de duas leveduras Candida albicans ATCC 90018 e Candida
albicans ATCC 14053, e duas bactérias gram negativas Escherichia coli ATCC
25923 e Klebsiella pneumoniae foram retiradas de suas placas de culturas,
antecipadamente incubadas por 24h e 48h a 37°C, e suspendidas em 5 mL de salina
0,9% (NaCl) para obter-se o inéculo bacteriano e fungico em suas respectivas
escalas 0,5 e 1,0 McFarland preconizadas. Apés essa etapa foi feito a semeadura
deste in6culo em estrias formando um tapete uniforme em trés direc6es diferentes,
vertical, horizontal e diagonal, apdés a formacdo deste “tapete” os discos sao
colocados na superficie do agar com 10uL dos compostos para que a difusdo do
mesmo possa acontecer devido ao gradiente de concentracdo, por fim as placas
foram incubadas por 24h a 37°C e 48h para as leveduras, a leitura das placas foi
realizada apos o tempo de incubacao para observar se havia a presenca ou nao do
halo de inibicdo, medido em mm.

A avaliagdo da atividade antibateriana in vitro foi realizada pela técnica de
microdiluicdo em caldo conforme protocolo M7-A6 descrito por (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2003), com modificagbes. As cepas foram fornecidas
pelo Laboratorio de Microbiologia Oral (LAPEMICRO), da Universidade Federal de
Santa Maria. Basicamente, para isolamento e purificacdo, as cepas foram semeadas
em agar Nutriente (KASVI®) a 37°C por 24 horas. ApOs o crescimento, o inéculo foi
preparado adicionando duas a trés colénias em solucdo salina estéril 0,9% e a
turbidez foi padronizada na escala 0,5 McFarland (1,5x108 cel/mL) em densitdmetro
de bancada (DEN-1). As suspensdes foram diluidas a 1:20 em caldo Muller Hinton
(KASVI®). O ensaio foi realizado usando microplacas de 96 pocos, cobertas com
100 pL de uma diluicdo seriada dos compostos em caldo Muller Hinton nos pocgos 1—
10. As linhas 11 e 12 foram utilizadas para os controles negativo (somente meio) e
positivo (meio e indculo), respectivamente. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 h. A concentragcdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor

concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel na placa.

2.6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados estatisticamente através de analise de variancia

de uma via (ANOVA), seguido de post hoc de Dunnet a 95% de confianca, utilizando
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0 programa estatistico e de confeccédo grafica GraphPad Prism (GraphPad Prism
software, 2015; San Diego, CA, USA) versao 7.7. Os resultados onde p<0,05 foram

considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES E AVALIACAO DA
ESTABILIDADE

Dentre os acidos graxos presentes no 6leo, os que predominaram foram os
poli-insaturados, 6mega 6 (acido linoleico) e 6mega 3 (acido oleico). Apds o preparo,
as nanoemulsdes produzidas em Ultra-Turrax® apresentaram didmetro médio de
goticula e indice de polidispersividade em torno de 84 nm e 0,2, respectivamente,
potencial zeta de aproximadamente -8 mV e pH acido, por outro lado, as produzidas
em evaporador rotatério apresentaram diametro médio e indice de polidispersividade
em torno de 175 nm e 0,1, respectivamente, potencial zeta de aproximadamente -16
mV e pH acido. Ambas as formulagbes apresentaram propriedades nanométricas
adequadas pois, nanoemulsdes sdo dispersdes de dois liquidos imisciveis, com
didametro médio de goticula em tamanho nanométrico de 20 a 500 nm (Quintao et al.,
2013; Zorzi et al., 2015).

3.2 CROMATOGRAFIA GASOSA

Os trés componentes majoritarios do Oleo identificados por cromatografia
gasosa foram: &cido linoleico 45,5% * 0,403, acido oleico 31,4% + 0,282, &cido
palmitico 15,8% + 0,133 e acido estearico 2,9% + 0,202.

3.3 ANALISE MORFOLOGICA

A analise morfolégica por microscopia eletrébnica de forca atébmica das
nanoemulsdes contendo 6leo de Euterpe oleracea Mart, mostrou goticulas esféricas
e nanomeétricas corroborando com os dados obtidos na técnica de espalhamento de

luz dindmico.

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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As nanoemulsfes e o 6leo livre foram analisadas no tempo zero e ap6s 30
dias nas diferentes condi¢cdes de armazenamento propostas pelo estudo. Nos dois
métodos, DPPH e a ABTS tanto o 6leo livre quanto as nanoemulsfes apresentaram

baixa atividade sequestrante.

4. CONCLUSAO

O estudo realizou com éxito nanoemulsificagdo do Oleo de acai (Euterpe
oleracea Mart.) através dos dois métodos propostos nas concentracdes de 5% e
1,6% de Oleo, respectivamente, que ap0s 0 preparo apresentaram propriedades
nanométricas adequadas. Destaca-se a importancia da andlise de estabilidade nas
diferentes condi¢des de temperatura e nos diferentes tempos. As amostras mantidas
sob temperatura ambiente a 25°C e refrigeracdo a 4°C demonstraram manter as
propriedades com baixo grau de variacdo durante os 90 dias de armazenamento
enquanto, as armazenadas a 40°C tiveram alteracbes nas propriedades
organolépticas e reducao no pH o que é sugestivo de perda da estabilidade. Quanto
a atividade antioxidante tanto o método ABTS quanto método DPPH, mostraram que
0 Oleo de acai na forma livre e as nanoestruturas nao apresentaram atividade
sequestrante de radicais livres, sendo sugestivo de que depende do substrato e das
condicdes experimentais, as variagcbes no perfil fendlico presentes no produto
natural. Indicando grande probabilidade de fatores pré e pds-colheita interferir nas
caracteristicas qualitativas e nutricionais do acai. O Oleo de acai livre e
nanoemulsionado ndo demonstrou atividade antimicrobiana significativa, fato que
pode estar relacionado com a composi¢ado do éleo empregado a qual sofre influéncia
de vérios fatores como época da colheita e condi¢des climaticas.
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