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RESUMO
Euterpe oleracea é uma oleaginosa predominantemente encontrada na Amazonia, tendo sua
semente tratada como residuo da polpa, e seu descarte considerado como um problema de
disposicdo de lixo. O 6leo dessa semente é uma promissora matéria-prima ndo sé para a
industria farmacéutica, mas também como defensivos agricolas, pois os inseticidas de origem
vegetal vém sendo uma alternativa por serem seletivos, biodegradaveis e reduzirem o impacto
sobre a biodiversidade. Doencas como Zika, Chikungunya e Dengue vém sendo relatadas
como problemas de satde publica, cujo principal vetor é o mosquito Aedes aegypti, onde a
principal forma de controle ainda é com o uso de inseticidas. O objetivo do presente trabalho
foi desenvolver uma nanoemulsdo a base de 6leo da semente de Euterpe oleracea e avaliar
sua atividade frente Aedes aegypti. As sementes foram obtidas na cidade de Itacoatiara-AM.
Foi realizado planejamento fatorial para escolha do melhor método extrativo, utilizando as
técnicas de ultrassom e soxhlet, sendo a extracdo por Ultrassom escolhida como melhor
método. Na caracterizacdo fisico-quimica a densidade de massa foi de 0,879 g.mL;
densidade relativa de 0,881; indice de refracdo foi de 1,444; umidade 4,98%; indice de acidez
de 1,285 NaOH.g; indice de saponificacdo de 94,47 KOH.g™, espectroscopia na regi&o de
absorcdo do Infravermelho, apresentou estiramentos caracteristicos a estrutura geral do
triglicerideo. Na analise térmica o Gleo apresentou-se termicamente estavel até a temperatura
de 155°C. O perfil fitoquimico do dleo por analise qualitativa apresentou como compostos
marjoritarios os acido hexadecanoico; (Z) 6-Pentadecenol. No perfil de acidos graxos o acido
linoléico mostrou-se majoritario. No teste de atividade citotoxica ndo foi observada atividade
frente as células HEPG2, HCT116, B16F10, CAL27 e MRC5. Foi verificada atividade
larvicida nas concentracdes de 1,7mg.mL™ a 6,8 mg.mL™ e pupicida nas concentracdes de 3,5
mg.mL™ a 13,6 mg.mL™" de emulsdo a base do 6leo frente Aedes aegypti. No teste de
toxicidade aguda néao foi observado nenhum obito dentre os animais testados na dose de 2.000
mg.kg™. O estudo de compatibilidade evidenciou que o 6leo é compativel com os excipientes
Tween 80 e Span 80. A estabilidade acelerada preliminar da nanoemulsdo mostrou que as
formulacdes 1 e 2 mantiveram-se estaveis até a avaliacdo no T15, considerando os resultados
de PDI, potencial zeta e tamanho de goticula. A atividade larvicida da nanoemulsdo frente
Aedes aegypti foi verificada apds o periodo de 48h. A partir dos resultados obtidos, pode-se
concluir que a nanoeulsdo do 6leo da semente de E. oleracea é uma alternativa promissora

frente Aedes aegypti, agregando valor a cadeia de comercializagdo do fruto.

Palavras-chave: acai; inseticida; plantas Amazonicas; 0leos vegetais.



ABSTRACT
Euterpe oleracea is an oil seed predominantly found in the Amazon, having its seed treated as
pulp residue, and its disposal considered as a waste disposal problem. The oil from this seed is
a promising raw material not only for the pharmaceutical industry, but also as pesticides, as
insecticides of plant origin have been an alternative because they are selective, biodegradable
and reduce the impact on biodiversity. Diseases such as Zika, Chikungunya and Dengue have
been reported as public health problems, whose main vector is the Aedes aegypti mosquito,
where the main form of control is still with the use of insecticides. The objective of the
present work was to develop an oil-based nanoemulsion from the seed of Euterpe oleracea
and to evaluate its activity against Aedes aegypti. The seeds were obtained in the city of
Itacoatiara-AM. Factorial planning was carried out to choose the best extractive method,
using ultrasound and soxhlet techniques, and ultrasound extraction was chosen as the best
method. In the physical-chemical characterization, the mass density was 0.879; relative
density of 0.881; refractive index was 1.444; humidity 4.98%; acid number 1.285 NaOH/qg;
saponification index of 94.47 KOH/g, spectroscopy in the region of Infrared absorption,
showing characteristic stretching of the general structure of the triglyceride. In the thermal
analysis, the oil was thermally stable up to a temperature of 155°C. The phytochemical profile
of the oil by qualitative analysis showed hexadecanoic acid as major compounds; (Z) 6-
Pentadecenol. In the fatty acid profile, linoleic acid showed to be the majority. In the
cytotoxic activity test, no activity was observed against HEPG2, HCT116, B16F10, CAL27
and MRCS5 cells. Larvicidal activity was verified at concentrations from 1.7mg mL™ to 6.8
mg mL™* and pupicidal activity at concentrations from 3.5 mg mL™ to 13.6 mg mL™ of oil-
based emulsion against Aedes aegypti . In the acute toxicity test, no death was observed
among the animals tested at the dose of 2,000 mg kg™. The compatibility study showed that
the oil is compatible with the excipients Tween 80 and Span 80. The preliminary accelerated
stability of the nanoemulsion showed that formulations 1 and 2 remained stable until the
evaluation at T15, considering the results of PDI, zeta potential and droplet size. The
larvicidal activity of the nanoemulsion against Aedes aegypti was verified after a period of
48h. From the results obtained, it can be concluded that the nanoeulsion of E. oleracea seed
oil is a promising alternative against Aedes aegypti, adding value to the fruit's

commercialization chain.

Key words: acai, insecticides; Amazonian plants; fixed oil.
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1 INTRODUCAO

Diferentes frutos comestiveis sdo utilizados na elaboragdo de produtos alimenticios,
dentre os quais, possuem sementes que, muitas vezes, sdo descartadas, gerando anualmente
um acumulo de milhdes de toneladas como residuo, causando problemas de ordem ambiental
e econdmica. Esses residuos alimenticios quando tratados adequadamente poderiam ter uma
finalidade benéfica ao homem e ao meio ambiente (KOBORI; JORGE, 2005; SILVA, 2015;
BENITEZ, 2020).

O acai (Euterpe oleracea) ¢ uma oleaginosa predominantemente encontrada na
Amazonia, no norte do Brasil, tem a polpa consumida amplamente por toda a populagéo
brasileira. A producdo de polpa do fruto no Brasil no ano de 2020 foi de 1.698.657 toneladas
(CONAB, 2022). Nos ultimos anos, essa fruta vem sendo exportada para paises como Estados
Unidos e Alemanha, tanto para consumo alimenticio quanto para pesquisa (GARZON et al.,
2017).

A semente de acai, que até alguns anos atras, era trartada como residuo da polpa, e seu
descarte considerado como um problema de disposi¢do de lixo vem demonstrando com o
avanco das pesquisas, um possivel componente de valor econdmico agregado, sendo usada na
producdo de artesanatos, alimentacdo animal, adubo organico (TEIXEIRA et al., 2004),
insumo energético (CARNEIRO et al., 2013; SILVA; TAVARES, 2013; TEIXEIRA et al.,
2013), atividades farmacoldgicas (MARTINEZ et al.,2018 ; COSTA et al.,2017; TRINDADE
et al.,2019), além de ser uma excelente fonte de matéria prima para a industria farmacéutica
(RODRIGUES et al., 2006; SCHAUSS, 2016).

Um dos principais produtos das oleaginosas sdo 0s 6leos extraidos de suas sementes,
compostos por acidos graxos na forma livre ou esterificada e pela fracdo insaponificavel que
varia de 2 a 5% sendo heterogénea e muito importante devido a presenca de esqualeno,
fitosterdis, pré-vitaminas e vitaminas lipossoliveis (REBELLO, 2005; GUEDES, 2006;
REDA; CARNEIRO, 2007). Além de serem usados como produto alimenticio fazendo parte
da dieta humana os 6leos vegetais apresentam funcgdes tecnologicas (JORGE, 2009; MORAIS
et al., 2018) além de atividades farmacoldgicas e usadas como defensivos agricolas
(QUEIROZ et al., 2020).

Os inseticidas de origem vegetal vém sendo uma alternativa aos inseticidas sintéticos,

0s quais tém levado ao surgimento de populacdes de mosquitos resistentes, revelando a
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necessidade de mudancas nas agOes de controle e manejo destes produtos (GARCEZ et al,
2013). Contudo, os inseticidas de origem vegetal deverdo apresentar baixa toxidade para os
mamiferos, serem seletivos, aléem de biodegradaveis, reduzindo, dessa forma, o impacto sobre
a biodiversidade (VIANA, SAMPAIO, MARTINS, 2018).

Nos ultimos anos doencas como Zika, Chikungunya e Dengue tém apresentado
destaque e vem sendo relatadas como problemas de salde publica (BRASIL, 2016a),
sobretudo nos paises tropicais e subtropicais, cujo principal vetor dessas doencas € 0 mosquito
Aedes aegypti, o qual apresenta ampla disperséo urbana, sendo considerado um dos insetos de
maior relevancia medico sanitaria (OLIVEIRA et al., 2014). Para a reducdo da densidade

populacional desse vetor, recomenda-se o controle com o uso de inseticidas.

Tendo em vista que a matéria-prima € proveniente de residuo que € descartado em
grande quantidade, o presente trabalho visou também contribuir para a realizacdo dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel proposto pela ONU (Organizacdo das Nacdes
Unidas, 2019) que sdo importantes para fortalecer a cultura da sustentabilidade ambiental e
social, promovendo crescimento econdmico e sustentavel, beneficiando a comunidade local e

agregando valor a cadeia de comercializacdo da espécie.

Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver uma nanoemulsdo a
base de 6leo da semente de Euterpe oleracea e avaliar sua atividade frente Aedes aegypti,
padronizando a obtencdo da matéria prima, bem como a sua caracterizacao fisica e quimica,
pois dessa forma permite-se criar a identidade da mesma, garantindo um alto padrdo de
qualidade dos seus produtos dentro das exigéncias técnicas estabelecidas pela legislacdo

vigente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver nanoemulsédo a base de 6leo da semente de Euterpe oleracea e avaliar sua

atividade frente Aedes aegypti.
2.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar fisico-quimicamente o 6leo da semente Euterpe oleracea;

e Realizar o Perfil Fitoquimico do 6leo da semente de E. oleracea;

e Dosear os Acidos Graxos Essenciais do 6leo da semente de E. olerace;.

e Avaliar o potencial citotoxico in vitro do 6leo da semente de E. oleracea;

e Obter emulsdo a base do 6leo da semente de E. oleracea;

e Avaliar atividade larvicida e pupicida da emulsdo contendo 6leo da semente de E.
oleracea frente Aedes aegypti;

e Avaliar a toxicidade aguda da emulsdo contendo o 6leo da semente de E. oleracea.

e Realizar estudo de compatibilidade fisica e quimica frente os excipientes;

e Desenvolver nanoemulsédo & base do 6leo da semente de E. oleracea;

e Avaliar estabilidade acelerada da nanoemulsdo & base do dleo da semente de E.
oleracea;

e Auvaliar atividade larvicida da nanoemulsdo contendo 6leo da semente de E. oleracea

frente Aedes aegypti;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Euterpe oleracea Mart. (ACAI)

As palmeiras (familia Arecacea) adaptam-se aos mais diversos ambientes, porém, o
maior ndmero de espécies estd presente nas regides tropicais e subtropicais, sendo
considerada a terceira familia de plantas mais importantes da regido amazonica (ZANINETTI,
2009), onde apresentam grande potencial econémico e cultural, pois além de compor a dieta
de animais e seres humanos, séo utilizadas como fontes de produtos florestais ndo madeireiros
(HENDERSON, 2000; ELIAS et al., 2015; ELIAS,2017).

O género Euterpe tem cerca de 28 espécies de ocorréncia nas Americas Central e do
Sul e esté distribuido por toda a Bacia Amazonica (YAMAGUCHI et al., 2015), 10 espécies
sdo registradas no Brasil, dentre essas, 7 de ocorréncia na AmazoOnia. Duas espécies
predominam a regido, a espécie Euterpe precatoria de prevaléncia de estado do Amazonas e a
espécie Euterpe oleracea de maior concentracdo no estado do Pard e Amapa, mas também
encontrada nos estados do Amazonas e Maranhdo (NOGUEIRA et al.,1995; BRASIL,
2005a).

3.1.1 Caracteristicas botanicas

A palmeira pode atingir altura de até 25 m, possui caule de 15 a 25cm de didmetro e
ocorre geralmente formando touceiras com varios estipes em diferentes estagios de
desenvolvimento. Os estipes apresentam altura e diametro variando entre 3m a 20m e 7cm a
18cm, respectivamente, sustentando, em sua porcao terminal, um conjunto de 8 a 14 folhas,
sendo cilindricos, externamente lisos, de cor cinza, com manchas de liquens, conforme pode
ser observado na Figura 1. Em toda extensdo dos estipes sdo encontradas cicatrizes, deixadas
pelas folhas que nascem e caem (HENDERSON; GALEANO, 1996; OLIVEIRA et al., 1998;
CALBO; MORAES, 2000).

As folhas apresentam comprimento de até 278,8cm (NOGUEIRA, 1997), sdo
compostas, pinadas de arranjo espiralado, com 40 a 80 pares de foliolos, opostos ou sub-
opostos e inseridos em intervalos regulares. Os foliolos sdo pendentes nos individuos adultos
e ligeiramente horizontais nos individuos jovens, apresentando comprimento entre 20cm e
50cm e largura entre 2cm e 3cm. Em cada foliolo encontra-se uma nervura central,
proeminente na face adaxial e mais dois conjuntos com duas ou trés nervuras, proeminentes
na face abaxial, distribuidos em relacéo ao plano da nervura central (PRANCE; SILVA, 1975;
HENDERSON; GALEANO, 1996).
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Figura 1 - Palmeira de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.).

*‘(’ 73
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Fonte: Pinheiro, 2017.

A inflorescéncia é infrafoliar solitarias chamadas de espadices, desenvolvendo-se em
maior intensidade ap6s a queda da folha e quando aberta apresenta-se disposta quase
horizontalmente. Possui 5 peddnculos, com comprimento entre 5¢cm e 15¢cm e diametro entre
2,7cm e 4,0cm (HENDERSON; GALEANO, 1996). Nas raquilas as flores estdo dispostas em
triades, com uma flor feminina central e duas flores masculinas laterais. As flores séo
unissexuadas (CAVALCANTE, 1991; HENDERSON; GALEANO, 1996), o ter¢o terminal
de cada raquila apresenta, na maioria dos casos, somente flores masculinas, o0 que proporciona
a presenca de 80,5% de flores masculinas e apenas 19,5% de flores femininas na
inflorescéncia (CALZAVARA, 1972).

O fruto é uma drupa globosa ou levemente depressa, apresentando residuo do estigma
lateralmente, com didmetro variando entre 1cm e 2cm e pesando, em média, 1,5g. O epicarpo,
na maturacdo, possui coloracdo roxo-escuro, conforme pode ser observado na Figura 2. O
mesocarpo, com cerca de 1mm espessura, é polposo, envolvendo um endocarpo lenhoso que
acompanha, aproximadamente, a forma do fruto e contém em seu interior uma semente, com
embrido diminuto e endosperma abundante e ruminado (CAVALCANTE, 1991,
HENDERSON; GALEANO, 1996; OLIVEIRA et al., 1998; SCHULTZ, 2008).
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Figura 2- Fruto acai (Euterpe oleracea Mart.).

Fonte: Martins, 2013.

O sistema radicular é do tipo fasciculado parcialmente denso, com raizes emergindo
do estipe da planta adulta atingindo de 30cm a 40cm acima da superficie do solo e
aproximadamente 1cm de diametro, apresentando coloragdo avermelhada (HENDERSON;
GALEANO, 1996). As raizes sdo providas de lenticelas e que se prolongam superficialmente,
por até cerca de 3,0m a 3,5m da base do estipe, em individuos com até trés anos de idade, em
plantas com mais de dez anos, pode atingir 5m a 6m de extensdo aerénquimas (ANDERSON,
1986; MENEZES NETO, 1994).

3.1.2 Producéo do acai

A fruticultura é umas das cadeias produtivas que tem tido crescimento no pais, por
conta das suas caracteristicas climaticas. O acai € um alimento essencial e de consumo diario
para a populagédo da regido Amazonica, sendo o processamento do fruto de suma importancia
para a vida econdmica e social da regido, tanto em termos de comercializagdo quanto na

geracio de emprego para a populacio local (REYMAO; SILVA, 2018).

A partir de meados da década de 90, o suco de acai ou vinho de acai, como €
popularmente conhecido na regido Norte, foi gradativamente conquistando novas fronteiras de
mercado, atendendo ndo apenas o mercado local, mas também as outras regifes do pais e 0
mercado internacional, principalmente os Estados Unidos, paises da Unido Européia, Japéo e
Australia (SANTANA; CARVALHO; MENDES, 2006).

No Brasil, a demanda de acai vem crescendo entre os consumidores de maior renda. A
motivacdo do consumo se da por razdes que vao além da necessidade alimentar, envolvendo
questBes culturais e principalmente por estética e salde (SILVA; SANTANA; REIS, 2006).
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Diante dessa crescente demanda, o que antes era considerado apenas como produto vindo do
extrativismo tradicional, passou a ter um ambiente de trabalho visando a cadeia de producéo
global (REYMAO; SILVA, 2018).

A exploracdo dessa espécie era concentrada na extracdo do palmito, mas com o
aumento do consumo da polpa do acai um novo direcionamento foi dado a economia dessa
espécie na regido, fato que levou a maior preservacao da espécie. A base da cadeia produtiva
do acai na regido Norte ainda é a agricultura familiar, responsavel pela producéo extrativista,
de onde vem a maior parte do produto, fato que é de importancia crucial para a formagéo de
renda desses pequenos produtores (REYMAO; SILVA, 2018).

O crescente consumo da polpa motivou a producdo plantada do agai, principalmente
nas areas de varzea da regido, pois sdo terras que conseguem manter um nivel adequado de
umidade no solo, por conta da regularidade das chuvas, o que favorece para o plantio desta
espécie. Nessas condigdes 0 acaizeiro comeca a produzir frutos a partir de 3 a 4 anos de idade
(AGUIAR, 2016).

A cadeia de beneficiamento do fruto pode ser dividida em duas etapas: extracdo da
biomassa (coleta do acai, transporte e armazenamento) e o beneficiamento da biomassa
(recepcdo, selecdo, maceracdo, extracdo da polpa, homogeneizacdo, envasamento,
congelamento e armazenamento). Dentro desse processo envolvem-se 0s extrativistas,
produtores, intermediarios, industrias de beneficiamento e batedores artesanais (QUIRINO,
2016).

O maior produtor nacional do fruto é o estado do Para, chegando a 1.274.056
toneladas/ano, seguido do estado do Amazonas com a producdo de 52.701 toneladas/ano
(SAUMA; MAIA, 2019). A producdo do acai no estado do Amazonas em sua maior parcela
ainda é extrativista, porém ja se tem areas de plantio planejado para as espécies E. oleracea e
E. precatoria (BRASIL, 2005a).

3.1.3 Destinagao das sementes

A parte comestivel do acai (o epicarpo e 0 mesocarpo) representa, em média, 26,54%
do peso do fruto, apresentando, no entanto, variagdes acentuadas, em fungdo da variedade
genética da espécie. A maior parte do fruto € composta pelo volumoso endocarpo (semente), 0
qual contém em seu interior um tecido de reserva rico em lipidios, conforme pode ser

observado na Figura 3.
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Figura 3 - Anatomia do fruto do acaizeiro (corte transversal): (1) Embrido, (2) Epicarpo, (3) Cicatriz, (4) Polpa,
(5) Fibras e (6) Endocarpo.

Fonte: Cordeiro et al., 2019

A industria alimenticia faz o aproveitamento de toda a polpa, ao passo que a maior
parte do fruto que sdo as semente e fibras, ndo possui um manejo adequado e acabam sendo
descartadas como rejeitos sélidos ap6s o despolpamento. Esse processo apresenta dois grupos
de sementes: germinativas e ndo germinativas (QUIRINO, 2016).

As sementes germinativas sdo empregadas para o plantio e as sementes néo
germinativas, sdo estocadas e aproveitadas para diversos fins, como por exemplo, para o
artesanato, para geracdo de energia elétrica (CARNEIRO et al., 2013; SILVA; TAVARES,
2013; TEIXEIRA et al., 2013), para racdo animal, pavimentacdo de calcadas, producdo de
painéis e como substrato organico (TEIXEIRA et al., 2004), além de ser uma excelente fonte
de matéria prima para a industria farmacéutica (RODRIGUES et al., 2006; SCHAUSS, 2016).
Para o aproveitamento da semente destinada ao plantio, ela ndo deve ser estocada ou
armazenada, pois perde a capacidade germinativa, devendo ser plantada logo apds o
despolpamento, o que dificulta a utilizacdo das sementes para esta finalidade (FARIAS NETO
et al., 2006).

A parte das sementes que ndo € vendida para utilizagdo como racdo, adubo e
artesanato é descartada como residuo sélido. No municipio de Manaus — AM o descarte das
sementes do acai e feito no aterro publico de residuos sélidos, denominado Aterro Controlado
de Manaus, localizado no quilémetro 19 da rodovia AM - 010 (Manaus - Itacoatiara), porém
nos demais municipios do estado produtores de acai a producdo gera o acimulo de grande
nimero de sementes sem destino manejado e sem aproveitamento, sendo despejadas
formando um amontoado de sementes, resultantes da produtividade ao longo da safra
(QUIRINO, 20186).
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3.2 Inseticidas vegetais: uma alternativa frente ao vetor Aedes aegypti

O controle de Aedes tem constituido um importante desafio, especialmente nos paises
em desenvolvimento. Mesmo diante das técnicas de controle utilizadas, ndo consegue-se a
solucdo para erradicacdo de Aedes aegypti, pois ainda sdo recorrentes 0s varios surtos de

doencas relacionadas ao mosquito.

A crescente preocupagdo com o0 meio ambiente, o elevado nimero de espécies
resistentes aos inseticidas disponiveis no mercado e a dificuldade de se descobrir novas
classes quimicas com acdo inseticida, tem retomado a utilizacdo de plantas como uma
alternativa no controle de pragas, pois além de serem menos poluentes e apresentarem boa
eficécia, sdo mais seletivas (GUARDA et al., 2016).

A utilizagdo de produtos de origem natural faz parte da evolugdo humana e foram o0s
primeiros recursos utilizados para fins terapéuticos, controle de pragas e outros usos
(VIEGAS JR et. al, 2006). As plantas sdo fontes importantes de substancias bioativas em sua
composicdo, apresentando as mais diversas atividades farmacologicas, servindo para o
desenvolvimento de um grande numero de produtos naturais de interesse comercial
(GOVINDARAJAN; RAJESWARY; BENELLI, 2016).

Os inseticidas vegetais estdo sendo uma alternativa de abordagem promissora,
podendo ser obtidos com a utilizagdo de 6leos vegetais, 6leos essenciais, oleoresinas e outros
extratos (PAVELA, 2015).

Os extratos vegetais podem agir como larvicidas, ovicidas, inibidores do crescimento,
desreguladores do desenvolvimento, repelentes, atraentes e estimulantes de oviposicdo
(KABIR et al., 2013). Apresentam diferentes modos de acdo sobre os insetos, podendo
reduzir a alimentacdo, motilidade, inibicdo da sintese de quitina, inibicdo do crescimento,
provocar deformacéo das pupas e reducdo da fecundidade dos insetos (RIBEIRO, 2010).

Esses extratos apresentam compostos estruturalmente diferentes, dificultando a sua
separacdo e estdo relacionados a defesa autoecoldgica da planta. Quando utilizados na forma
complexa atuam de forma sinérgica e sdo mais efetivos do que na forma de substancias
isoladas, 0 que pode diminuir ou retardar a chance de resisténcia dessas populacdes (ISMAN,
2000; OKUMU; KNOLS; FILLINGER, 2007; PAVELA, 2015).
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3.2.1 Alternativas de manejo do vetor

Outros métodos podem ser utilizados para o controle de Aedes como o manejo
ambiental, companhas educacionais e controle genético, porém trés métodos sdo 0s mais
utilizados: controle mecanico baseado no emprego de técnicas para extinguir os criadouros e o
vetor; controle biologico, que compreende no uso de patdgenos ou predadores com potencial
para diminuir a populacdo vetorial; controle quimico que utiliza o emprego de produtos

quimicos capazes de matar larvas e insetos adultos (BRAGA; VALE, 2007).

O manejo ambiental, o qual estd condicionado as questfes sociais, visa a eliminacao
dos potenciais criadouros do vetor e, 0os mecanismos de eliminagdo podem ser através das
coletas e destinos adequados de lixos, instalagdes de telas em janelas e portas e drenagem de
agua. Vale ressaltar, que a exclusdo social, ocupacédo desordenada e ndo planejada do espaco
urbano, e caréncia ou auséncia de saneamento basico para uma grande parcela da populacéo,
sdo exemplos de alertas para o controle de insetos, que se atenuados, poderdo impedir o
contato do homem com o vetor e dessa forma reduzir nimero de casos de doencas
(WERMELINGER; CARVALHO, 2016).

O controle genético € feito pelo uso do proprio vetor, modificado geneticamente, o
qual transmite aos seus descendentes a nova carga genética ao se reproduzirem. Em um
modelo desenvolvido pela empresa britanica Oxitec, mosquitos machos sdo submetidos a
radiacdo gama e em seguida, liberados no ambiente que ao copularem com fémeas selvagens,
transmitem todo o elemento genético para seus filhotes, tornando-os inviaveis pois morrem no
estado larval, levando a diminui¢do da populagdo do vetor (OSTERA; GOSTIN, 2011). Em
2011), a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo), permitiu a liberacdo de
mosquitos dessa linhagem para realizagdo de testes no municipio de Juazeiro- Bahia
(SANTQOS, 2018).

Alguns autores alertam para os riscos da liberacdo dos mosquitos transgénicos no
ambiente, o0 que possivelmente acarretard impactos negativos e significativos a
biodiversidade, os quais poderéo alterar a cadeia alimentar (MARRELLI, 2009; OLIVEIRA,;
CARVALHO; CAPURRO, 2011; OSTERA; GOSTIN, 2011).

Uma abordagem complementar originada na Australia e que ndo envolve modificaces
genéticas € o uso da cepa de bactéria simbiotica Wolbachia para infectar mosquitos A aegypti.
Tendo em vista que a mesma exerce um efeito de simbiose com o vetor, ela interfere na
possibilidade de disseminacdo de virus em humanos. No Brasil esse método faz parte do

projeto World Mosquito Program Brasil (WMPBrasil) da Fiocruz em parceria com o
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Ministério da Salde, atualmente, a atuagdo é realizada no Rio de Janeiro (RJ), Niterdi (RJ),
Campo Grande (MS), Belo Horizonte (MG) e Petrolina (PE) (FUNDAGCAO OSWALDO
CRUZ, 2022).

No controle mecénico é feita a utilizacdo de préaticas que eliminam o vetor e 0s
criadouros, reduzindo o contato do homem com o vetor. Dentre essas praticas temos a
drenagem de reservatérios, instalacGes de telas em portas e janelas, roupas de protecao,
remocdo da agua estagnada e destinacdo adequada de pneus velhos e latas que servem
como criadouros de mosquito (ZARA et al., 2016).

O controle biologico é feito utilizando predadores ou patdgenos que apresentem
potencial atividade para a redugdo do vetor. Tem-se utilizado peixes e invertebrados
aquaticos, que comem as larvas e pupas, e 0s patdgenos gque liberam toxinas, como bactérias,
fungos e parasitas, dentre eles o mais empregado tem sido o Bacillus thuringiensis var.
israelenses (Bti), que libera endotoxinas proteicas que sdo ativadas quando chegam ao
intestino médio dos mosquitos, causando degradacao do intestino interrompendo a secregdo
normal e favorecendo a germinacao de esporos que acarretard em uma intoxicacdo e na morte
da larva (GARCEZ et al., 2013).

O controle quimico é uma das principais estratégias utilizadas e vem sendo utilizado
desde a descoberta dos inseticidas sintéticos. Na década de 40 os inseticidas de origem natural
foram substituidos pelos sintéticos, utilizando compostos das classes dos organoclorados,
principalmente o DDT (diclorodifenil-tricloroetano), porém devido a sua falta de seletividade,

Seu uso causou grande impacto negativo ao meio ambiente (SILVA, 2017).

O uso indiscriminado dos organoclorados mostrou a necessidade do surgimento de
novos inseticidas sintéticos, que apresentassem maior seletividade, de modo que ndo
destruissem os inimigos naturais dos insetos-alvos. Frente a essa nova perspectiva surge 0s
organofosforados, carbamatos e piretroides, compostos que apresentam meia-vida curta e

conferem certa estabilidade no meio ambiente (LUNA et al., 2004).

A necessidade de aplicacdo de dosagens cada vez maiores desses produtos e do uso
por longos periodos, tem levado ao surgimento de populacdes de insetos resistentes, pois
acabam desenvolvendo mecanismos de defesa para a sua sobrevivéncia e ao surgimento de
efeitos toxicos em humanos e animais, ocasionando a reducdo da eficacia desses agentes
(FERREIRA,; SILVA-FILHA, 2013).
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3.3 Aedes aegypti: Principal vetor das arboviroses

Aedes aegypti € um mosquito de habito diurno, principalmente no inicio da manhd e
no final da tarde; tem preferéncia por ambientes urbanos e intradomiciliares por possuirem
facilidade de proliferacdo nesses locais, visto que o vetor se desenvolve principalmente em
agua limpa, parada de preferéncia em recipientes artificiais; e alimenta-se principalmente de
sangue humano (SANTOS, et al., 2017).

A proliferacdo do mosquito é feita pela postura de ovos pela fémea em colecGes de
agua parada onde posteriormente eles eclodem originando as larvas. O tempo decorrido entre
a eclosdo do ovo e o0 mosquito adulto é cerca de 10 dias, sendo influenciado por fatores como
a temperatura, que acelera esse processo. O ovo do mosquito sobrevive por até um ano fora da

agua, aguardando condicdes ambientais favoraveis para se desenvolve (DIAS, et al., 2010).

3.3.1 Ciclo de vida

O ciclo do arbovirus ocorre em trés fases aquaticas: ovo, larva e pupa, e a fase
terrestre: adulta. O inicio desse ciclo ocorre durante o repasto sanguineo do vetor (Fémea),
que ao sugar o sangue do individuo infectado, adquire o virus e promove sua propagacéo,
como podemos observar na Figura 4 (CARVALHO, MOREIRA, 2017).

Figura 4 - Ciclo bioldgico do Aedes aegypti.
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O mosquito vive em média 30 dias, segundo Anjolette e Marcoris (2016) as fémeas
podem liberar cerca de 150 a 200 ovos quando férteis. Ao ser infectado o mosquito vai
depositar novos vetores infectantes em forma de ovo, onde seu desenvolvimento pode ser
influenciado por fatores intrinsecos da espécie e fatores ambientais que variam de acordo com

a regido. O ciclo de vida (Figura 5) pode possuir padrdes diferentes, com isso pode haver
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uma variagdo em cada uma das etapas de acordo com a regido que for analisada e com o tipo
de 4gua em que ele se proliferou (BESERRA, CASTRO-JUNIOR, 2008; CASTRO -JUNIOR
etal., 2013).

Os ovos sdo pequenos, elipticos, sua cor varia, inicialmente apresenta uma coloracao
clara e com o tempo escurece, essa € uma das fases de mais resisténcia do vetor, mantendo-se
vidvel por varios meses até entrar em contato com a &gua, ocorrendo sua ecloséo e levando

dois a trés dias em média para se transformar em larva (CARVALHO, MOREIRA, 2017).

Figura 5 - Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: CCD, 2018.

As larvas apresentam um aspecto vermiforme, composto de cerdas e dividido em
cabeca, torax e abdémen. A cabeca envolve um par de antenas, olhos compostos e aparelho
bucal do tipo mastigador-raspador. A frente da cabeca encontram-se as escovas orais ou
palatais, que quando em movimento promovem correntes hidricas na agua que trazem para a
boca das larvas pequenas particulas para que possam se alimentar (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994; ALMEIDA, 2011).

O torax apresenta-se globoso e mais largo que a cabeca, o abdome é cilindrico, mais
estreito, possui oito segmentos aparentes e, mais dois que sdo reduzidos e modificados em
anus e genitalia externa. No oitavo segmento, estar localizado o sifdo respiratdrio, que se
caracteriza como curto, grosso e escuro (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; HARBACH, 2013).

O tempo de desenvolvimento na fase larval pode variar de acordo com o tipo de agua e
a temperatura. Nesse estagio as larvas se alimentam através de materiais organicos dispersos
na agua até transformarem-se em pupa, a variacdo na quantidade de alimentos, também
influencia nessa transformacdo (BESERRA et al., 2009; SERPA, 2014).
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Na fase de pupa, apresentam o corpo dividido em cefalotérax e abdémen, ambos
providos de cerdas e finalizando em paletas natatorias que auxiliam no mecanismo de
locomocgdo. A cabeca e 0 torax sdo unidos, constituindo assim o cefalotorax, que da a pupa
aparéncia de uma virgula, quando vista de lado. No cefalotdrax existem duas estruturas
tubulares chamadas de trombetas respiratorias, onde se abrem os Unicos espiraculos, os quais
cortam a superficie da &gua permitindo a respiragdo da pupa (FORATTINI, 2002;
ALMEIDA, 2011).

Apos transformar-se em pupa, entra na fase de curta duracdo do ciclo, durando cerca
de em média dois dias. Nessa etapa ocorre a transformacdo do sexo, onde macho vai se
transformar primeiro que a fémea. Na fase adulta ocorre o acasalamento e o inicio do ciclo
gonotrofico (SERPA, 2014).

Ainda na fase adulta hd uma diferenca nas caracteristicas dos mosquitos, a
alimentacdo é incialmente realizada por néctar vegetal, tanto na fémea como no macho.
Porém quando ocorre o acasalamento para dar continuidade ao ciclo gonotrofico a fémea
torna-se hematografa, e necessita do repasto sanguineo, podendo vir a se contaminar com o0
virus, caso tenha contato com um individuo infectado. Além disso, a fémea consegue fazer
ingestdes multiplas, aumentando assim a transmissao da doenca (ZARA et al., 2016; TERRA
etal., 2017).

Na forma adulta tanto a fémea como o0 macho podem apresentar-se de cor preta, com
machas brancas ou prateadas, podendo ainda apresentar variagées em sua cor (CARVALHO
SOUZA, 2017). Eles medem de 3 a 6 mm de comprimento, apresentam corpo com escamas.
Seu corpo é nitidamente dividido em cabeca, térax e abdémen (BESERRA, CASTRO-
JUNIOR, 2008).

Na regido da cabeca algumas caracteristicas diferenciam machos e fémeas, entre os
olhos esta presente um par de antenas e logo abaixo dessas, dois palpos, 0s machos exibem
palpos mais longos e nas fémeas séo curtos, as antenas sdo plumosas nos machos e pilosas nas
fémeas. Ainda na regido da cabeca, encontra-se um probdscide (conjunto de pecas bucais, que
sdo do tipo sugador), que nas fémeas estd adaptado a perfuracdo dos tegumentos para a
realizacdo do repasto sanguineo (FORATTINI, 2002; ALMEIDA, 2011; LEITE;
ASSOCIADO, 2011).

O torax é dividido em protorax, mesotorax e metatdrax, trés pares de patas, dois
orificios respiratorios e um par de asas membranosas ligadas ao mesotérax. Estas asas séo
compridas, estreitas e com nervuras cobertas de escamas (RUEDA, 2008; ALMEIDA, 2011).
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O abdbmen é longo, delgado e apresenta oito segmentos. Na extremidade do ultimo
seguimento existem mais dois modificados onde encontram-se os orificios genital e anal. A
genitalia feminina é menos complexa, quando comparada a dos mosquitos machos, sendo a

masculina saliente e de importancia para a sisteméatica (ALMEIDA, 2011).

3.4 Arboviroses emergentes no Brasil

As arboviroses sdo doencas causadas por virus e transmitidas pela saliva contaminada
de artrépodes hemat6fagos durante o repasto sanguineo. Cinco familias de arbovirus sdo
causadoras de doencas em humanos, sendo elas Bunyaviridae, Togaviridae (virus
Chikungunya), Flaviviridae (virus da Dengue, Zika e Febre Amarela), Reoviridae e
Rhabdoviridae (AVELINO-SILVA; RAMOS, 2017).

Segundo o Ministério da Saude, por meio da Portaria de Consolidacéo n° 4, de 28 de
setembro de 2017, que unifica as normas sobre os sistemas e os subsistemas do Sistema Unico
de Salde, as doencas: dengue, chikungunya e zika sdo de notificacdo compulsoria e estdo
presentes na Lista Nacional de Notificacdo Compulséria de Doencas, Agravos e Eventos de

Saude Publica, sendo consideradas um importante problema de saude publica.

A emergéncia de arboviroses em locais antes indenes representa um potencial desafio
para a Saude Publica no Brasil, principalmente pelo potencial de dispersdo, capacidade de
adaptacdo a novos ambientes e hospedeiros, possibilidade de causar epidemias extensas e pela
ocorréncia de grande numero de casos graves, com acometimento neuroldgico, articular e
hemorrégico, além da inexisténcia de vacinas disponiveis como método profilatico e de
antivirais efetivos para o tratamento (LIMA-CAMARA, 2016; DONALISIO; FREITAS;
VON ZUBEN, 2017).

3.4. 1 Virus Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa, de origem viral, transmitida pela fémea do
mosquito do género Aedes. Existem quatro tipos distintos de virus dengue, denominados virus
dengue tipo 1, 2, 3 e 4 ou, simplesmente, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 ( BRAGA;
VALLE 2007). E um virus esférico e envelopado, com didmetro aproximado de 50 nm,
contendo trés proteinas estruturais (capsidio C, membrana M e envelope E) e 0 RNA
genémico (BRAGA; VALLE 2007).

Ap0s picar uma pessoa infectada com um dos quatro sorotipos do virus, a fémea

pode transmitir o virus para outras pessoas. Uma mesma pessoa pode apresentar a doenca até
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quatro vezes ao longo da sua vida. A coexisténcia de diferentes sorotipos em uma mesma
regido aumenta a chance de se ter complicaces como a febre hemorragica da dengue
(CASTRO-JUNIOR et al., 2013).

Os programas de combate a dengue tém como principal foco o controle entomolégico,
através de métodos que incluem a eliminacdo ou controle de habitats, a aplicacdo de

adulticidas e larvicidas, bem como o uso de agentes biol6gicos (BRASIL, 2009).

Dados epidemioldgicos

Os dados publicados pelo Ministério da Saude dos Ultimos dez anos, é possivel
observar que no ano de 2015 o Brasil atingiu o recorde de casos provaveis da doenca com
1.688.688 casos, no ano de 2017 foram registrados 249.056 casos, representando uma reducéo
de 595,69% dos casos, no ano subsequente diminui¢do de 99,33%%, porém em 2019, até a
data de 24/08, o nimero de casos registrados representou um crescimento sete vezes maior
que o total do ano anterior, sendo registrados 205.791 casos provaveis (BRASIL, 2016a;
BRASIL, 2015a; BRASIL, 2017).

Até a semana epidemioldgica 24 de 2022 ocorreram 1.172.882 casos provaveis de
dengue (taxa de incidéncia de 549,8 casos por 100 mil hab.) no Brasil, sendo a Regido Centro-
Oeste com maior taxa de incidéncia de dengue, com 1.629,9 casos/100 mil hab., seguida das
Regibes: Sul (983,9 casos/100 mil hab.), Sudeste (440,7 casos/100 mil hab.), Nordeste (284,8
casos/100 mil hab.) e Norte (223,2 casos/100 mil hab.) (BRASIL, 2022).

3.4.2 Virus Zika

O virus zika (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae, o género Flavivirus, foi isolado
pela primeira vez em macaco Rhesus, em 1947, na Floresta Zika, em Uganda (DICK,
KITCHEN, SHADDOW, 1952). No Brasil, os primeiros casos humanos autoctones do virus
foram no ano de 2015, sendo transmitido pelo mosquito Aedes aegypti, porém outras espécies
de Aedes ja foram confirmadas como transmissoras em diferentes locais do mundo
(HEUKELBACH et al., 2016).

Como todos os flavivirus, o ZIKV é envelopado e possui um capsideo icosaédrico
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). A principal forma de infeccdo é pela picada
de fémeas infectadas do género Aedes, mas existem outras formas de transmisséo como,
transmissdo vertical (da mée para o filho, intrauterina), a transmisséo através de transfuséo de

hemoderivados e através de relacdo sexual (ESPINOZA, 2017).
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Dados epidemioldgicos

Em 2015, dezoito estados tiveram casos confirmados, sendo notificados 17.765 casos,
destes 6.784 foram confirmados, 1.926 descartados e 9.055 ficaram sob investigacdo. No
mesmo ano foi notificado um total de 2.782 casos suspeitos de microcefalia relacionada a
infeccdo pelo virus Zika, identificados em 618 municipios distribuidos em 20 Unidades da
Federacédo (BRASIL, 2015a).

No ano seguinte o nimero de casos provaveis foi doze vezes maior que 2015,
distribuidos em 2.280 municipios, tendo sido confirmados 126.395 (59,7%) casos e oito
obitos pelo virus. Em 2017, foram registrados 17.593 casos provaveis de febre pelo virus Zika
no pais, destes, 8.703 (50,2%) foram confirmados (BRASIL, 2016a; BRASIL, 2017).

Em 2018, houve uma diminuicdo de 54% dos casos comparados a 2017, sendo
registrados 8.024 casos provaveis no pais, destes, 3.625 (45,2%) casos foram confirmados.
Em 2022, segundo dados retirados do Boletim Epidemiologico do Ministério da Saude
ocorreram 5.699 casos provaveis até a semana epidemiolégica 21, correspondendo a uma taxa
de incidéncia de 2,7 caso por 100 mil hab. no Pais (BRASIL, 2018; BRASIL, 2022).

3.4.3 Virus Chikungunya

A Febre do Chikungunya é causada pelo virus Chikungunya (CHIKV), pertencente a
familia Togaviridae e ao género Alphavirus (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). O
virus é envelopado, com capsideo de simetria icosaédrica, tamanho de 60 a 70 nm de
didmetro, possui uma molécula de RNA positivo de cadeia simples, com codificacdo de
quatro proteinas ndo estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4) e trés proteinas estruturais (C,
E1, E2). O nucleocapsideo é composto por mondémeros da proteina C (MASON; HADDOW,
1957).

O CHIKYV é transmitido mais comumente pela picada do mosquito Aedes infectado,
entretanto, existe a transmissao vertical da mae para o feto, ou por transfusdo sanguinea
(MADARIAGA et al.,2016). No hospedeiro vertebrado o virus é capaz de se replicar em
menos de oito horas pés-infeccdo, em temperatura corporal normal (37°C), estabelecendo
tropismo pelo tecido subcutaneo e fibroblastos (SOURISSEAU et al., 2007; TENG et al.,
2011).
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Dados epidemiolégicos

O primeiro registro autdctone em territorio brasileiro ocorreu em 2014, na cidade do
Oiapoque, no Amapa. Em 2015, foram registrados no pais 38.332 casos provaveis de febre de
chikungunya, distribuidos em 696 municipios e confirmacdo de 6 Obitos por febre de

chikungunya, nos estados da Bahia, Sergipe, S&o Paulo e Pernambuco (BRASIL, 2015a).

No ano seguinte 0 numero de casos provaveis foi aproximadamente 7 vezes maior
(277.882) com uma taxa de incidéncia de 128,9 casos/100 mil hab., em 2017, houve
diminuicdo de 33,53% dos casos provaveis (184.694) quando comparados ao ano anterior. O
nimero de casos continuou tendo baixa em 2018, representando uma queda de 52,23%
(BRASIL, 2016a; BRASIL, 2017; BRASIL, 2018).

Até a semana epidemioldgica 24 de 2022 ocorreram 122.075 casos provaveis de
chikungunya (taxa de incidéncia de 57,2 casos por 100 mil hab.) no Brasil. A Regido
Nordeste apresentou a maior incidéncia (175,7 casos/100 mil hab.), seguida das Regibes
Centro-Oeste (28,8 casos/100 mil hab.) e Norte (26,6 casos/100 mil hab.) (BRASIL, 2022).

3.5 Emulsdes e Nanoemulsdes

A palavra emuls&o deriva do latim emulgeo, que significa mungir, aplicando-se, de um
modo geral, a todas as preparacdes de aspecto leitoso com as caracteristicas de um sistema
disperso de duas fases liquidas (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995). Sistemas
emulsionados podem ser classificados de acordo com sua estabilidade termodinamica e
tamanho de goticulas (MISHRA, 2016).

As emulsdes sdo dispersdes compostas de duas fases liquidas imisciveis que sao
misturadas usando cisalhamento mecanico e surfactante (KALE; DEORE, 2017). A fase
dispersa é denominada fase interna e a fase dispersante é a fase externa ou fase continua
(ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007).

Trés componentes principais constituem as emulsdes: a fase aquosa, a fase oleosa e
um sistema adequado de emulsificantes para manter as fases dispersas. A classificacdo das
emulsBes é feita de acordo com a natureza da fase externa e de acordo com a hidrofilia ou
lipofilia da fase dispersante (CORDEIRO, 2012). Os sistemas emulsionados que apresentam
fase dispersa oleosa e fase dispersante aquosa classificam-se como emulsbes do tipo O/A
(6leo em &gua) ao mesmo tempo em que, fase dispersa aquosa e fase dispersante oleosa

classificam-se como emulsGes A/O (agua em 6leo) (LIMA et al., 2008).
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As emulsdes do tipo O/A possuem 6tima capacidade de solubilizacdo de substancias e
tém sido usadas para aumentar a estabilidade, a solubilidade e a biodisponibilidade de
farmacos, pois permitem a incorporacao de varios tipos de compostos na fase interna oleosa,

na regido interfacial ou na fase externa aquosa (OLIVEIRA et.al., 2004).

Com base no tamanho da gota, as emulsbes sdo tipicamente categorizadas como
macroemulsdes (diametros de gotas maiores que 1 pm), nanoemulsdes (com tamanho de
gotas tipicamente entre 20 nm e 500 nm) e microemulsdes (diametros de gotas na faixa entre
10 e 50 nm) (GAZOLU-RUSANOVA, et al., 2020).

As emuls6es sdo termodinamicamente instaveis e, portanto, tendem a quebrar ao longo
do tempo devido a varios mecanismos fisico-quimicos, por esse motivo, os estabilizadores sdo
incluidos nas formulaces de emulsdo para melhorar sua estabilidade em longo prazo. As
propriedades fisico-quimicas dos componentes da formulacdo podem influenciar na obtencéo
da emulsdo e na estabilidade do sistema. Quando ndo estaveis, as emulsdes podem apresentar
0s seguintes fenébmenos de instabilidade fisica:

Cremeacdo (creaming): processo em que as goticulas tendem a se separar da fase
externa da emulséo, emergindo ou sedimentando, de acordo com a diferenca de densidade
entre as duas fases (FRANZOL; REZENDE, 2015). A emulsdo resultante tera duas porcoes
uma contendo maior volume de fase externa e outro maior volume de fase interna (TOPAN,
2012).

Floculagdo: processo onde ocorre a agregacdo reversivel das goticulas, com
manutencdo do filme interfacial, formando uma rede bidimensional, sem coalescéncia
(TADROS, 2004; TOPAN, 2012).

Coalescéncia: Induzido pelo afinamento e ruptura do filme entre as goticulas, o
processo ocorre quando duas ou mais goticulas da fase dispersa aproximam-se para a
formacdo de uma Unica goticula. Esse fendmeno € irreversivel e pode resultar na separacéo
das fases da emulsdo (TOPAN, 2012).

Inversdo de fase: pode ocorrer pelo grande aumento da fase dispersa, ordem de adi¢do
dos componentes da emulsdo ou mesmo pela variacdo da temperatura (NAZARZADEH,;
ANTHONYPILLAI; SAJJADI, 2013).

Amadurecimento de Ostwald (Ostwald ripening): crescimento das gotas devido a

solubilidade da fase oleosa, fazendo com que as gotas menores se dissolvam e as moléculas se
reprecipitem nas gotas maiores (NAZARZADEH; ANTHONYPILLAI; SAJJADI, 2013).
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As emulsdes sdo estabilizadas pela adicdo de agentes emulsificantes que tém por
funcdo reduzir a tensdo interfacial do sistema, decorrida da diferenca de polaridade das fases
interna e externa da preparacao. De acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, ou
seja, a fase externa, esses sistemas podem ser classificados em emulsdo dgua em 6leo (A/O)
ou 6leo em 4gua (O/A) (FRANZOL; REZENDE, 2015; KALE; DEORE, 2017).

Os emulsificantes sdo um dos estabilizadores mais importantes usados em qualquer
formulacdo de emulsdo. Além de sua capacidade de estabilizar emuls@es, a natureza do
emulsificante usado também determina a facilidade de formacdo de emulsdes e os atributos
funcionais do produto final. Consequentemente, a selecdo de um emulsificante apropriado é
uma das decisbes mais importantes na formulacdo de produtos a base de emulséo
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

Os emulsionantes se dividem em emulsionantes anidnicos, catidnicos, ndo-idnicos e
anféteros. Os emulsionantes anidnicos contem como grupos polares aniénicos mais comuns
os carboxilato, sulfato e o fosfato. A maioria dos emulsionantes aniénicos é produzida com
cadeia carbonica entre 12-18 carbonos, pois nesta condicao a solubilidade da porcéo oleosa é
mais adequada (DALTIN, 2012). Como exemplos tem-se o estearato de sodio, lauril sulfato

de sddio e cetil fosfato de potéssio.

Os tensoativos catidnicos sdo compostos organicos que se dissociam em agua e cuja
parte polar apresenta carga positiva. Apresentam um ou mais grupamentos ionizaveis,
fornecendo ions de carga positiva em solucdo aquosa (SILVA et al, 2015). Como exemplo

tem-se o cloreto de estearil dimetil benzalconico.

Os emulsionantes ndo-ibnicos ndo se dissociam em ions em solugcdo aquosa e, por isso,
sdo compativeis com qualquer outro tipo de emulsionante, sendo muito utilizados em
formulacdes complexas como coemulsionante ou emulsionante secundario. Os mais comuns
sdo os etoxilados, nos quais o grupo hidrofilico é formado por uma cadeia de moléculas de
Oxido de eteno polimerizada, fixada a uma parte apolar, como 0 monoestearato de sorbitan,

monoestearato de glicerina e polissorbatos (DALTIN, 2012).

Os tensoativos anféteros sdo 0s que apresentam na mesma molécula um sitio positivo
e um sitio negativo, onde a carga vai depender do pH do meio, em meios com pH abaixo de 4,
atuam como tensoativos catidnicos, em pH entre 4 e 9 como tensoativos ndo iénicos, em meio
com pH entre 9 e 10 tensoativos aniénicos, como exemplo do cocoamido propil betaina
(SILVA, 2008).
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3.5.1 Nanoemulsdes

As nanoemuls@es sdo sistemas dispersos entre dois liquidos imisciveis que possuem
goticulas em escala nanométrica, variando de 20 a 500 nm (GAZOLU-RUSANOVA et al.,
2020), sdo termodinamicamente instaveis, mas cineticamente estveis em decorréncia no
diametro médio de suas goticulas, pois a frequéncia de choque entre elas é menor, permitindo
que o sistema se mantenha disperso (JAISWAL, DUDHE, SHARMA, 2015).

Por serem sistemas cineticamente estaveis, fendbmenos de instabilidade como
floculacdo, cremagem e sedimentacdo, ocorrem com menor frequéncia, pois 0 movimento
browniano supera fenémenos induzidos pela forca da gravidade. A maturagdo de Ostwald é o
principal mecanismo de instabilidade destes sistemas, por isso, as moléculas da fase dispersa
devem ser essencialmente insollveis na fase continua para evitar tal fenémeno (SOLANS et
al, 2005).

A aparéncia, textura, propriedades reoldgicas e estabilidade das nanoemulsdes sdo
positivamente influenciadas pelo tamanho da gota (ASWATHANARAYAN, VITTAL,
2019). Podem apresentar-se transparentes ou translicidas quando apresentam baixa
concentracdo de goticulas e tamanho de goticula menor que 200nm e aparéncia leitosa acima
de 200nm e maior concentracdo de goticulas (TADROS, 2004; CAPEK, 2004; JAFARI, HE,
BHANDARI, 2006).

O processamento das nanoemulsdes € simples e de baixo custo, fato este tém gerado
grande interesse em diversas areas devido sua ampla gama de aplicacdes, incluindo o ramo
alimenticio (CHAUDHARY et al., 2020), farmacéutico (ZHANG; ZHONG, 2020),
petroquimicos (YANG et al., 2014) cosméticos (GHARIBZAHEDI; MOHAMMADNABI et
al., 2016) e pesticidas (ZHANG et al., 2020).

As nanoemulsfes ndo se formam espontaneamente, sendo necessario o fornecimento
de energia para o sistema. Elas podem ser preparadas por métodos de baixa energia ou alta

energia de emulsificacdo (SOLE et al, 2010).

Os métodos de baixa energia mais conhecidos e amplamente empregados sdo o
método de inversdo de fase pela temperatura, método da emulsificacdo espontanea e 0 método
do ponto de inversdo da emulsdo. Eles utilizam propriedades fisico-quimicas do sistema
emulsionado e utilizam a inversdo espontanea na curvatura do tensoativo para a obtencéo de
gloébulos em escala nanometricas (CAMARGO, 2008).

Os métodos que utilizam alta energia para a emulsificagdo sdo baseados na geragédo de

energia mecénica por meio da alta pressdo de cisalhamento, de forma que a alta energia é
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capaz de deformar e quebrar as goticulas da fase interna, formando glébulos menores. Nessa
técnica pode-se utilizar homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores, sonicacdo ou
ultrassom (FERNANDEZ et al, 2004).

O Sonicador de Ponteira Ultrassonico transforma energia elétrica em energia
mecanica, gerando cilcos de tensdo e compressao dentro do liquido, formandao microbolhas
através do processo de cavitacdo, o que resulta na homogeneizacao de liquidos imisciveis. A
poténcia pode ser ajustada de 20 a 99%, variando de 0 a 99 minutos (CIENLAB, 2022).

Uma das vantagens de se utilizar os métodos que utilizam alta energia de
emulsificacdo é o melhor controle da granulometria e a maior possibilidade de escolha dos
constituintes da formulacdo (SONNEVILLE-AUBRUN; SIMONNET; L’ALLORET, 2004).

As nanoemulsdes apresentam vantagens como a alta capacidade de solubilizagéo tanto
para ativos hidrofilicos quanto hidrofdbicos, pela presenca do emulsificante na interface da
goticula. A melhora da solubilidade pode levar ao aumento da biodisponibilidade do ativo,
diminuir a toxicidade e aumentar o efeito terapéutico (SCHAFFAZICK et al., 2003; RAI et
al., 2018).

As nanoemulsdes podem ainda melhorar a taxa de utilizacdo de pesticidas, prolongando o
periodo de controle, evitando a degradacdo dos ingredientes ativos, e aumentando a absor¢édo
do alvo, fornecendo, assim, maneiras eficazes, seguras no uso desses produtos (FENG et al.,
2020).

3.5.2 Estabilidade e Controle da Forma Farmacéutica

O estudo de estabilidade fornece dados para prever a estabilidade do produto e tempo de
vida 0til. A estabilidade de um sistema nanoemulsionado requer conhecimento quanto a
composicdo, estrutura e suas propriedades, sendo as principais caracteristicas relacionadas a

goticula e suas caracteristicas fisico quimicas.

As caracteristicas das gotas podem ser avaliadas quanto ao tamanho, composicao,
concentracdo, potencial zeta, polidispersividade e tensdo interfacial. As propriedades fisico
quimicas sdo avaliadas pelas propriedades opticas, reoldgicas, pela separagdo gravitacional e
agregacao de goticulas e estabilidade quimica (SNEHA, KUMAR, 2022).

O potencial Zeta é uma medida de estabilidade eletrostatica com uma carga positiva
ou negativa. Quanto maior a carga de superficie do material, a nanoemulsdo é mais estavel.

No caso de baixa carga superficial, as goticulas tendem a gravitar uma em direcdo a outra e



40

aumentar seu tamanho, o que causa uma diminuicdo na estabilidade da nanoemulsdo
(AHMADI, JAFARIZADEH-MALMIRI, 2020).

A polidispersidade é definida como a razdo entre o desvio padrdo e o tamanho médio
das goticulas, implicando a uniformidade do tamanho das goticulas dentro de uma
formulacdo. Para um tamanho de gota uniforme, a polidispersidade na formulacdo deve ser
menor (JADHAV et al., 2020).

As caracteristicas como aspecto, cor, odor, sabor e sensacao de tato, sdo parametros a
serem avaliados que devem ser definidos dependendo das caracteristicas do produto em
estudo. Na avaliagdo fisico-quimica, as anélises sdo importantes para pesquisar alteracdes na
estrutura da formulagéo que nem sempre séo perceptiveis visualmente (ANVISA, 2004).

A anélise do pH é um parametro fundamental para determinar a estabilidade das
nanoemulsdes, tendo em vista que variagcbes do pH indicam a ocorréncia de reagdes que
degradam o 6leo (MASMOUDI et al., 2005).

O teste de centrifugac@o produz estresse na amostra simulando um aumento na forga
de gravidade, resultando em um aumento da mobilidade das goticulas, antecipando possiveis
instabilidades como precipitacdo, separacdo de fases, formacao de caking, coalescéncia entre

outras, observados visualmente ap6s o processo (ANVISA, 2004).

3.6 Técnicas de Caracterizacéo
3.6.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia € um método fisico-quimico de analise empregado tanto na separagédo
de compostos quimicos como na identificacdo e quantificacdo das espécies separadas. A
cromatografia gasosa € utilizada para a separagdo e quantificacdo de compostos volateis ou
semivolateis com caracteristicas semelhantes em misturas complexas. E a técnica mais
utilizada na determinacao do perfil de acidos graxos dos 6leos vegetais. Por possuirem baixa
volatilidade, os acidos graxos passam por uma etapa de derivatizagdo, para que os metil-
ésteres mais volateis possam ser detectados (GUNSTONE, 2004; SOLIS- FUENTES et al.,
2010; WALIA et al., 2014).

Os compostos a serem separados sdo arrastados por um gas inerte (fase movel),
através da fase estacionaria, sem alterar sua estrutura e conduzi-la ao detector com o minimo
de interferéncia possivel. Os gases mais utilizados sdo o hélio (He), hidrogénio (H),
nitrogénio (N) e argonio (Ar). A funcédo da fase estacionaria na coluna é separar componentes

diferentes atraves de processos fisicos e quimicos, levando a uma saida pela coluna em um
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tempo diferente (tempo de retengdo), ela pode ser um material liquido ou solido (PERES,
2002; NASCIMENTO et al., 2018).

Os detectores tém a fungédo de converter o analito eluido da coluna em sinal eletrénico,
o0 qual é enviado para o sistema de dados. A grandeza do sinal é representada em funcdo do
tempo e apresentada na forma de um cromatograma (NASCIMENTO et al., 2018). O detector
por ionizagdo de chamas é o mais utilizado na analise de &cidos graxos (GUNSTONE, 2004),
ele detecta a formacdo de ions pela combustdo da amostra na presenga de H; e O, originando
uma corrente elétrica no coletor gerando um sinal (PENTEADO; MAGALHAES; MASINI,
2008).

3.6.2 Espectroscopia de Absorgdo no Infravermelho

Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho € a ciéncia que estuda a interacdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria (SKOOG et al., 2002), sendo um dos seus objetivos
principais a identificacdo das moléculas (MERCE et al., 2001). A espectroscopia de absorcdo

no infravermelho estuda a transicdo das vibracGes moleculares normais.

A regido do infravermelho (IV) estende-se dos 3x10™ Hz até aproximadamente os
4x10™ Hz e é subdividida em trés regides: o IV-préximo (préximo da luz visivel: 4000 a
12820 cm™), o IV-médio (400 a 4000 cm™) e o IV-distante (10 a 400 cm™) (LIMA, e
BAKKER, 2011).

A maior parte dos estudos em IV refere-se a regido média (MIR), onde se localizam as
frequéncias vibracionais fundamentais, que correspondem as transi¢des vibracionais entre o
nivel de energia vibracional fundamental e o primeiro nivel vibracional excitado. A regido de
400 a 1800 cm™ é conhecida como a regido da impressao digital do espectro IV, pois é nessa
regido que aparecem a maior parte das frequéncias vibracionais fundamentais (KAWANO,
2017).

As vibragdes podem ser do tipo estiramento de ligacdo, deformacédo angular e torcéo.
A vibracdo normal de estiramento pode ser simétrica ou assimétrica, enquanto que a
deformacéo angular pode ocorrer no plano, como do tipo tesoura e rotacdo e fora do plano,

como as deformagdes do tipo balanco e tor¢gdo (KAWANO, 2017).

A radiacdo no infravermelho atravessa a amostra a ser analisada, a radiagéo
transmitida é comparada com aquela transmitida na auséncia de amostra. O espectrometro

registra o resultado na forma de uma banda de absorcédo, fornecendo evidencias da presenca
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de vérios grupos funcionais na estrutura orgénica devido a interacdo das moléculas ou &tomos
com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibragdo molecular. A radiacdo no
infravermelho faz com que 4tomos e grupos de &tomos de compostos organicos vibrem com
amplitude aumentada ao redor das ligacbes covalentes que os ligam (SILVERSTEIN,
BASSLER, MORRILL,2000).

Cada pico num espectro de infravermelho corresponde a um grupo funcional
particular, eventos como desaparecimento, surgimento ou deslocamento de bandas
caracteristicas fornecem indicativos de interagdes entre o farmaco e outras substancias (GIL et
al., 2007).

A reflecténcia total atenuada opera medindo as mudancgas que ocorrem em um feixe
interno de infravermelho totalmente refletido quando o raio entra em contato com uma
amostra. Em regides do espectro de infravermelho onde a amostra absorve energia, o sinal é
atenuado. O sinal atenuado volta para o feixe de infravermelho e, em seguida, sai pela
extremidade oposta do cristal e é transmitido para o detector do espectrofotdmetro
(PERISSINATO, 2016).

A espectroscopia no infravermelho tem sido usada devido a confiabilidade nos dados
gerados em relacdo a caracterizacdo, identificacdo e quantificacdo da estrutura da amostra
analisada. Além disso, uma das suas caracteristicas é permitir analises utilizando amostras em
diferentes estados fisicos como sdlidos, liquidos e gasosos (SKOOG et al., 2002; SHAI,
2010).

As vantagens desta técnica sobre outros métodos incluem a rapidez na aquisi¢do dos
espectros, melhor relacdo sinal-ruido, alta resolucdo espectral, além de apresentar boa
reprodutibilidade (SMITH, 1999).

3.6.3 Analise Térmica

A analise térmica compreende um conjunto de técnicas, cada uma com a habilidade de
avaliar uma propriedade fisica especifica. A termogravimetria/ termogravimetria derivada
(TG/DTG), a analise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) sdo as técnicas termoanaliticas mais difundidas e empregadas para o desenvolvimento
de diferentes estudos e aplicacdes (IONASHIRO, 2004; DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

Os metodos térmicos podem ser empregados para diferentes aplicacGes, como:

determinacdo de constantes térmicas; mudanca de fases e equilibrio de fases; mudancas
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estruturais; estabilidade térmica; decomposicdo térmica; reatividade quimica; caracterizacao
de materiais; analises qualitativas; analises quantitativas de misturas; controle de qualidade —
pureza; estudos cinéticos; estudos termodinamicos; efeitos de solvatacdo e hidratacéo
(DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

A termogravimetria (TG) é uma técnica em que a variacdo da massa da amostra, perda
ou ganho, é resultante de uma transformacao fisica ou quimica em funcdo do tempo ou da
temperatura enquanto a amostra é submetida a uma programacéo controlada de aquecimento
(MANSUR, 2007; MOTHE E AZEVEDO, 2009).

Por meio da TG é possivel avaliar os fenébmenos quimicos e fisicos (GIOLITO, 1988;
ARAUJO, 2003; PEREIRA et al., 2009), além de possibilitarem a obtencéo de informacdes
de natureza qualitativa e/ou quantitativa como estabilidade e composicdo de amostras,
composicdo de algum composto intermediario que pode ter sido formado e ainda a
composicdo de residuos (FLEMMING; PICKER-FREYER, 2008; MOTHE; AZEVEDO,
2009).

Na Andlise Térmica Diferencial (do inglés Differential Thermal Analysis) as
variacOes de temperatura na amostra sdo devidas as transicdes entalpicas ou reagoes
endotérmicas ou exotérmicas (MOTHE; AZEVEDO, 2009; PINTO, 2017).

As curvas DTA representam os registros de diferenca de temperatura (AT) em fungéo
da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os eventos sdo apresentados na forma de
picos, caracterizando eventos exotérmicos e 0s descendentes endotérmicos (SILVA,
PAOLA, MATOQOS, 2007).

A técnica pode ser utilizada na identificacdo qualitativa ou quantitativa de compostos
inorganicos e organicos, tais como argilas, metais, minerais, gorduras, 6leos, materiais
poliméricos, carvdo, madeira e outras substancias (MOTHE; AZEVEDO, 2009).

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (do inglés Differential Scanning
Calorimetry) é uma técnica derivada da DTA, que permite a deteccdo qualitativa e
quantitativa de todos os processos em que requer producdo de energia (transformacéo de fase
endotermica ou exotérmica). A diferenca entre DSC e DTA € que a primeira € um método
calorimétrico no qual sdo medidas diferencas de energia. Na DTA, séo registradas diferencas
em temperatura (DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

A Calorimetria Exploratéria Diferencial é utilizada para medir a diferenca de fluxo de

calor entre uma substancia e um material de referéncia em funcdo de um programa de
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aquecimento ou resfriamento, de tal maneira que a temperatura das duas é mantida cristalina
(SILVA et al., 2007; MOTHE; AZEVEDO, 2009; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

Na éarea farmacéutica essa tecnica é utilizada na caracterizacdo térmica e
determinacdo da pureza de farmacos, estudos de compatibilidade entre os constituintes da
formulacéo e identificacdo de polimorfismo com determinacdo das entalpias de cada forma
cristalina (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

Frente ao que foi exposto é notoria a importancia dos processos de caracterizacdo e
padronizacdo de uma matéria-prima para o desenvolvimento de uma formulacdo com alto

padrao de qualidade.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo faz parte de um projeto cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero
A3DCB8ADS5, em atendimento ao previsto na Lei 13.123, de 2015 (BRASIL, 2015b). Para a
identificacdo botanica HUAM12072 (herbario da Universidade Federal do Amazonas), foi
coletada uma amostra da espécie do local indicado pelo fornecedor de onde vem a matéria-

prima.

4.1 Obtencao da matéria-prima

As sementes do fruto Euterpe oleracea foram obtidas na cidade de Itacoatiara-AM,
Km.9, 3.00S e 58.45W, em fevereiro de 2018, ja despolpadas do fornecedor local (Figura 6).
A lavagem para retirada de residuos da polpa da semente foi feita em agua corrente, em
seguida foram acondicionadas em cestos plasticos, com circulagdo de ar, permanecendo em
temperatura ambiente até completa secagem. A amostra antes de ser triturada foi submetida a
secagem em estufa (ETHIK TECHNOLOGY®) a temperatura de 35°C, por um periodo de 4
horas, retirada das fibras que recobrem a semente, posteriormente submetidas a moagem em

moinho de facas (SL 31 — SOLAB®), mesh 10, a fim de facilitar o processo extrativo.

Figura 6 - Sementes de E. oleracea descartadas pelo fornecedor local em Itacoatiara - AM.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Métodos de extracao

Foram avaliados dois métodos extrativos, por soxhlet e ultrassom, em ambas as

metodologias o solvente de escolha foi 0 Hexano.
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Na metodologia por ultrassom sem aquecimento, foi realizado planejamento fatorial
do tipo 3% com dois fatores em trés niveis avaliando os parametros de: tempo de extracio e a
relacdo massa/solvente (Tabela 1), em ciclos ininterruptos, adaptado da metodologia de Silva

e colaboradores, 2015.

Tabela 1 - Planejamento fatorial para extracdo do 6leo da semente de E. oleracea por Ultrassom.

Nr. Nivel
Proporc¢ao Tempo (min)
(massa/solvente)

F1 +[1/2] + [60]
F2 +[1/2] 01[90]
F3 +[1/2] - [120]
F4 0 [1/4] +[60]
F5 0 [1/4] 0 [90]
F6 0[1/4] - [120]
F7 - [1/6] 0 [60]
F8 - [1/6] 01[90]
F9 - [1/6] 0[120]

Fonte: Dados da pesquisa

Na metodologia por soxhlet foi avaliado apenas o tempo de extracdo, adaptado da
metodologia de Meyer, 2013 (Tabela 2).

Tabela 2 - Extracéo do 6leo da semente de E. oleracea por Soxhlet.

Nr. Nivel
Proporc¢ao Tempo (h)
(massa/solvente)
F1 [1/6] [6]
F2 [1/6] [12]
F3 [1/6] [24]
F4 [1/6] [42]

Fonte: Dados da pesquisa

O rendimento para ambos 0s metodos, foi calculado conforme a equacéo a baixo:

Eq. 1 R (%) = (M + Bm) x 100
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Onde:
M = massa do Gleo extraida (mL)

Bm= biomassa vegetal (Q).

4.3 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo
4.3.1 Densidade de Massa e Densidade relativa

Densidade de massa (p) de uma substancia € a razdo de sua massa por seu volume a
20°C. A densidade de massa da substancia (pt) em uma determinada temperatura (t) €

calculada a partir de sua densidade relativa df pela formula abaixo, expressa em g/mL ou
kg/L (BRASIL, 2019).

EQ.2 pi=d gagua ¥ df +0,0012

A densidade relativa de uma substancia € a razdo de sua massa pela massa de igual

volume de 4gua, ambas a 20 °C (d39) ou por massa de igual volume de agua a 4 °C (d2°):

Eq.3 d2°=0,998234 x d2J

Foi utilizado um picndmetro limpo e seco, com capacidade de 5 mL, previamente
calibrado. A amostra foi transferida para o picnémetro e efetuada a pesagem. O peso da
amostra foi obtido através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. Foi realizado o

ajuste de temperatura de acordo com o preconizado na farmacopéia.

4.3.2 Indice de Refragio

O indice de refracdo € caracteristico para cada tipo de 6leo, dentro de certos limites.
Esté relacionado com o grau de saturagdo das ligagdes, mas é afetado por outros fatores tais
como: teor de &cidos graxos livres, oxidacdo e tratamento térmico. Este método € aplicavel a

todos os 6leos normais e gorduras liquidas.

O refratdmetro de Abbe modelo 2WAJ, marca ATTO®, foi previamente calibrado com
agua, a 20°C, com temperatura ajustada por meio de um banho de agua com termostato

controlado e circulacdo de agua.

A amostra foi previamente aquecida, para que estivesse no estado liquido no momento

da andlise. Foi colocado duas gotas da amostra no prisma e realizada a leitura ( LUTZ, 2008).
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4.3.3 Umidade

O método por andlise termogravimetrica foi realizado utilizando uma termobalanca
modelo TGA 60 Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 27 e 600°C, sob atmosfera
dindmica de ar (50 mL/min), razdo de aquecimento 10°C/min e cadinho de platina contendo
massa de amostra de 5 mg . A calibragcdo do instrumento foi verificada antes dos ensaios
empregando-se um padrdo de oxalato de calcio monoidratado, conforme norma ASTM
E1582-93 (The American Society for Testing and Materials, 1993) (ARAUJO, 2003;
STORPIRTIS et al., 2011).

No método termogravimétrico, as percentagens de umidade foram determinadas
considerando os valores percentuais extraidos diretamente das curvas termogravimétricas. O

teor de umidade foi obtido a partir da primeira etapa de perda de massa entre 27 e 105°C.

4.3.4 indice de Acidez

O indice de acidez foi realizado de acordo com o método proposto pelo Instituto Adolf
Lutz (2008).

Foram pesados 2 g da amostra e dissolvidos em 25 mL de uma solucédo éter-alcool
(2:1). Adicionaram-se 2 gotas de fenolftaleina a 1%, com posterior titulagdo com a mistura de

hidroxido de sodio 0,1M, até o aparecimento da cor rdsea persistente por 30 seg.
EQ. 41,=(VxfxNx561)+m

Onde:

V =n" de mL de solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M gasto na titulagdo.

f = fator da solucdo de hidroxido de sodio.

m =n" de g da amostra.

4.3.5 indice de Saponificac&o

O indice de saponificacdo (Is) exprime, em miligramas, a quantidade de hidroxido de
potassio necessaria para neutralizar os acidos livres e saponificar os ésteres existentes em 1 g
de substancia. O Is fornece indicios de adulteracbes da matéria graxa com substancias
insaponificaveis (BRASIL, 2019).
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O indice de saponificacdo foi determinado segundo o método descrito pela 62 edi¢do

da Farmacopéia Brasileira (2019), utilizando 2,0 g de amostra.
Egq.515=28,05(ny —ny) +m

Onde:

n;= volume de HCI gasto na titulacdo do branco (mL)

n,= volume de HCI gasto na titulagdo da amostra (mL)

m = massa de amostra em gramas.

4.3.6 Analise Estatistica

Os valores foram apresentados como média + desvio padrdo, utilizados quando
necessario, os testes t de Student e ANOVA (andlise da variancia) seguido por teste de

Turkey, onde os valores de p < 0,05 serdo considerados significantes.

4. 4 Espectroscopia por absorcdo na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

O espectro na regido do infravermelho foi obtido utilizando-se o equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com
cristal de seleneto de zinco. A amostra analisada foi transferida diretamente para o
compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 10 varreduras,
de 4000 a 650 cm™, na resolucéo de 4 cm™.

4.5 Estudos de Analise Térmica

A andlise termogravimétrica TG foi realizada em termobalanga, modelo TGA Q60, da
marca Shimadzu®, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™, sendo a massa da
amostra de cerca de 3 mg (£ 0.4 mg) de 6leo de acai, acondicionadas em cadinho de alumina,
na faixa de temperatura de 25-600°C, na razdo de aquecimento de 10°C.min™. O oxalato de

calcio foi utilizado para calibrar a escala de temperatura e a perda de massa.

A curva DSC foi obtida utilizando Calorimetro Shimadzu® DSC-60 interligado ao
software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™ e razdo de

aquecimento de 10 °C.min™, na faixa de temperatura de 25-300°C. A amostra foi colocada em
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porta-amostra de alumina hermeticamente fechada com massa de 3 mg (x 0,2 mg). Litio e

zinco foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.
4. 6 Perfil fitoquimico

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo da semente do acai foi analisada
com um Cromatdgrafo a gas acoplado a um Espectrébmetro de Massas (Shimadzu GC-MS
17A/ QP5050), equipado com coluna capilar Factor Four-VB-5ms (30 m x 0,25 mm de
diametro interno x 0,25 um de espessura de filme), utilizando hélio como gas de arraste a uma
vazdo de 1 mL/min e pressdo de 5,8 psi. A programacédo da temperatura do forno foi de 70
°C (4 min.), a 280 °C (15 min.) e posteriormente de 4 °C/min. até 290 °C com uma
temperatura do injetor a 280 °C, interface a 280 °C e fonte de ions a 220 °C. Injetou-se 1 pL
de solucdo da amostra em hexano a uma razdo de split 1:5. Os espectros de massa foram
obtidos na faixa de varredura de 40-500 u.m.a e uma energia de impacto de elétrons de 70 eV.
A identificacdo dos compostos foi realizada por meio da comparacdo com os valores
tabelados por Adams (2007) e os dados da biblioteca (Nist 11).

4.7 Doseamento de Acidos Graxos Essenciais

As anélises foram realizadas em um cromatografo a gas Master, detentor de ionizacao
de chama HP5890, utilizando uma coluna capilar CarboWAX® 60m x 0,25um x 1 pc. O gas
de arraste foi o hidrogénio com fluxo de 2mL.min™, split 1:20, temperatura do injetor de
180°C e temperatura do detector de 200°C. A temperatura da coluna foi de 160°C em processo

isotérmico com volume de inje¢do de 1uL.

A identificacdo qualitativa dos ésteres dos &cidos graxos foi realizada através da
comparacao entre os cromatogramas do padrdo de ésteres de acidos graxos da Supelco®
(contendo uma mistura de 37 &cidos graxos).

Esterificacd@o dos ésteres dos acidos graxos:

Os triacilglicerois do 6leo foram esterificados seguindo a metodologia da Hartman e
Lago (1973). O reagente de esterificacdo foi preparado contendo 2g de cloreto de aménio, 60
mL de metanol e 3 mL de &cido sulfarico concentrado, refluxado por 15 minutos.

Transesterificacao:

Foram pesados 0,59 do 6leo da semente do acai, adicionados 5 mL de solucdo de

hidroxido de sodio 0,5N em metanol e refluxados por 5 minutos e em seguida adicionado 15
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mL do reagente de esterificagdo e refluxados por mais 3 minutos. Apds resfriar, a mistura foi
transferida para um funil de separacdo e adicionado 5 mL de pentano e 10 mL de agua

saturada com cloreto de sédio.

O funil foi agitado vigorosamente por alguns segundos e deixado em repouso para
separacdo completa das duas fases e remocao da fase inferior (4gua, cloreto de sodio, excesso
de alcool, glicerol e hidroxido de s6dio). A fase superior foi transferida para um recipiente e

submetido a analise em CG.

4. 8 Avaliacao do potencial citotdxico in vitro
4.8.1 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram mantidas em garrafas de
polipropileno, contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco by Life Technologies) e 50 pg/mL de
penicilina/estreptomicina (Gibco by Life Technologies), em estufa umidificada a 37° C e 5%
de CO,. O crescimento celular foi acompanhado diariamente com auxilio de microscopio
6tico invertido e a troca do meio de cultivo ocorreu sempre que o limite de confluéncia das
células foi alcancado, ou quando houve necessidade de repor nutrientes. Para a manutencéo
das linhagens, foi utilizada solucéo de tripsina EDTA a 0,25% (Gibco by Life Technologies)

para destacar as células das garrafas de cultura.

4.8.2 Avaliagdo da citotoxicidade pelo método Alamar Blue®

A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada em diferentes linhagens tumorais
humanas: hepatocarcinoma humano (HEP-G2), carcinoma de color retal humano (HCT116),
melanoma murino (B16F10), carcinoma escamocelular oral (CAL27) e uma linhagem de
fibroblastos humanos (MRC5).

O ensaio de Alamar Blue® foi realizado segundo metodologia descrita por Ahmed,
Gogal e Walsh (1994). As células foram semeadas na concentracéo de 5 x 10° células/pogo
em microplacas de 96 pogos. A fim de determinar os valores de Cls, (indice de citotoxicidade
que causa a morte celular de 50%), as células foram tratadas com o 6leo da semente de E.
oleracea 50 pg/mL (triplicata). O grupo controle recebeu 0,02% de dimetilsulféxido (DMSO)
estéril. A doxorrubicina foi usada como controle positivo para todas as linhagens

tumorais. Ap6s 72 horas de tratamento, 10 uL da solugdo de Alamar Blue® 0,4% foi
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adicionado em cada po¢o da placa e apds 2h de exposicdo a fluorescéncia foi medida em
leitor de microplaca (DTX800 Beckman e Coulter). A determinacdo do valor de Cls, foi

realizada por teste de regressao ndo-linear através do software GraphPad Prism 6.0.

4.9 Preparo da Emulsédo

Foram preparadas emulsdes simples a base do dleo de E. oleracea para a realizacdo do

ensaio de atividade larvicida, pupicida e toxicidade aguda.

As emulsbes foram preparadas no dia dos testes em que foram utilizadas, armazenadas
em frascos de vidro transparente, fechados hermeticamente, sendo preparado apenas um lote
de bancada para cada concentragdo de 6leo que foi utilizada.

Para os testes de atividade larvicida as emulsdes continham o 6leo nas concentragdes a
serem testadas, que variou de 0,45 a 6,8 mg.mL™, 0,4 mL de tween 80 que foi utilizado como

tensoativo e agua q.s.p 1mL.

Para os testes de atividade pupicida as emulses continham o 6leo nas concentra¢des a
serem testadas, no intervalo de 1,7 - 13,6 mg.mL™, 0,4 mL de tween 80 que foi utilizado

como tensoativo e agua ¢.s.p 1mL.

Para o teste de toxicidade aguda foi utilizado 2000 mg.kg™ de animal do éleo de E.

oleracea e 0,4 mL de tween 80 que foi utilizado como tensoativo e 4gua q.s.p 1mL.

4.10 Ensaios inseticidas
4.10.1 Atividade larvicida

Para avaliacdo da atividade larvicida do dleo, foram utilizadas larvas de Aedes aegypti
entre o terceiro e quarto instar (4 a 5 dias de vida) oriundas de uma coldnia de terceira
geracdo, estabelecida no Laboratério de Pesquisa de Toxicologia do Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), a partir de ovos da linhagem
Rockefeller. Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos, foi utilizada a metodologia adaptada
de World Health Organization (1970).

Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada, com temperatura média de
27°C e umidade média de 70%. Para o ensaio larvicida foram utilizadas 30 larvas por
repeticdo, totalizando 120 larvas por tratamento. As larvas foram coletadas com o auxilio de
uma pipeta Pasteur e postas em recipientes semi acrilico (6,5 cm de altura x 5,0 cm de

largura). As larvas foram expostas a emulsdo contendo 6leo de agai na faixa de concentragdo
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de 0,45 - 6,8 mg/mL, 0,4 mL tween 80 e agua g.s.p para o volume de 1mL. No grupo controle
foi utilizada a mesma concentracdo de tween 80 e agua destilada. As observacdes da
mortalidade das larvas foram feitas em sete intervalos na faixa de 30min a 24h, apos o inicio

do experimento.

4.10.2 Atividade pupicida

Para avaliacdo da atividade pupicida do Oleo, as pupas de Aedes aegypti foram
coletadas até 14 horas apds o estagio oriundas de uma coldnia de terceira geracéo,
estabelecida no Laboratorio de Pesquisa de Toxicologia do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), a partir de ovos da linhagem Rockefeller. Para
a realizacdo dos ensaios biologicos, foi utilizada a metodologia adaptada de World Health
Organization (1970).

Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada, com temperatura média de
27°C e umidade média de 70%. Para o ensaio pupicida foram utilizadas 30 pupas por
repeticdo, totalizando 120 pupas por tratamento. As pupas foram coletadas com o auxilio de
uma pipeta Pasteur e postas em recipientes semi acrilico (6,5 cm de altura x 5,0 cm de
largura). As pupas foram expostas a emulsdo contendo 6leo de acai nas concentragdes no
intervalo de 1,7 - 13,6 mg mL™", 0,4 mL tween 80 e 4gua q.s.p para o volume de 1mL. No
grupo controle foi utilizada a mesma concentracdo de tween 80 e agua destilada. As
observacdes da mortalidade das pupas foram feitas em sete intervalos na faixa de 30min a

24h, apo6s o inicio do experimento.

4.10.3 Analises estatisticas para o ensaio larvicida e pupicida sobre Aedes aegypti

Os percentuais de mortalidade de larvas e pupas foram submetidos ao teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade e a relacdo entre a mortalidade e o tempo de exposi¢éo, foi

obtida a partir da analise de regressao linear.

4.11 Toxicicidade aguda (Dose Letal 50)

Os testes foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob protocolo de n° 0069/2019. Os

experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Farmacologia e Cancerologia
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Experimental do Departamento de Antibioticos, da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo experimental
Guideline 423 (OECD 423; 2001) com doses sequenciais, seguindo a proposta da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA).

4.11.1 Animais

Foram utilizadas fémeas nuliparas de camundongos albinos Mus musculus, pesando
entre 30 e 45 gramas e com idades entre 90 e 120 dias, oriundas do Biotério do Departamento
de Antibidticos da UFPE. Os grupos experimentais de camundongos continham trés animais

por grupo.

4.11.2 Protocolo Experimental

Para avaliacdo da toxicidade aguda e determinacdo da dose letal 50 (DL50) foi
utilizada a metodologia preconizada pela Organizacdo para Cooperagdo Econdmica e
Desenvolvimento (Organization for Economic Co-operation and Development-OECD),
adotando-se o guia OECD 423/2001, o qual recomenda a utilizacdo de fémeas adultas de
camundongos albinos Mus musculus. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno,
com trés animais por grupos, com condicdes controladas de iluminacgéo (ciclo 12 h claro/12 h
escuro) e temperatura de 25 + 2 °C. A alimentacdo foi suspensa por, no minimo 4 horas, antes
do experimento e a agua liberada ad libitum, a alimentacéo foi reintegrada apds 3 horas da

administracao.

Inicialmente trés animais foram submetidos a administracdo da dose maxima
preconizada de 2000mg kg™ do 6leo de acai solubilizado com Polysorbate (Tween 80) e 4gua
destilada, caso fosse observado morte ap6s a administracdo, essa dose seria reduzida para 300
mg/kg, e sequencialmente para 50 e 5 mg kg™ caso necessario. A administracéo foi realizada
por gavagem e a observacdo individual nas duas primeiras horas apds receberem a dose inicial
do tratamento, e periodicamente durante 14 dias. Ap6s um més, foi repetido o teste de dose
méaxima, para confirmacgdo dos resultados. O manejo e cuidado com 0s animais seguiram 0s

principios éticos da experimentagéo animal segundo critérios estabelecidos pelo CEUA.
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4.11.3 Acompanhamento, analise bioquimica e histopatoldgica

Apds a administracdo da dose por via oral, os animais foram acompanhados nas
primeiras 2 horas, periodicamente nas primeiras 24 horas e diariamente por 14 dias. Cada
animal foi marcado de forma diferente para posterior acompanhamento. As marcacgdes foram
realizadas com uma caneta marcadora permanente correspondente aos numeros ordinais de 1
a 3. Os animais foram observados quanto as diversas reacdes comportamentais relacionadas
com o Sistema Nervoso Central (SNC) (efeitos estimulantes e depressores) e com o Sistema

Nervoso Auténomo (SNA), seguindo os parametros preconizados por Malone (1977).

A massa corporal de cada animal e os parametros fisioldgicos (consumo de racéo,
agua e producdo de excretas) foram acompanhados diariamente. Ao fim do periodo de
observacdo todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e autopsiados. Foram
coletadas amostras de sangue para realizacdo dos parametros bioquimicos e hematologicos e
os orgdos (figado, baco, rins e pulmdo), foram lavados e fixados em formaldeido a 10%
durante 24 horas, e posteriormente lavados com &gua destilada e processados em
concentracOes crescentes de alcool (70, 80, 90 e 100 %), embebidos em parafina e corados

pela técnica de hematoxilina-eosina subsequentemente foram analisados em microscopia.

4.11.4 Andlises estatisticas para os ensaios da avaliagdo toxicologica aguda

Os dados bioquimicos foram avaliados utilizando a ANOVA e teste de Tukey, onde 0s
valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

4.12 Estudo de compatibilidade frente a excipientes

Foram preparadas misturas binarias na proporcao de 1:1(m:m) do éleo da semente de
E. oleracea e dos excipientes Monooleato de sorbitano (Span 80) e Polissorbato 80 (Tween
80), os quais ap6s homogeneizacdo foram analisados por analise termogravimétrica e por
Espectroscopia por absorcdo na regido do infravermelho com Transformada de Fourier

conforme metodologia descrita nos itens 4.4 e 4.5.

4.13 Planejamento e desenvolvimento das formulagdes
4.13.1 EHL

A determinagdo do EHL ocorreu baseada na metodologia proposta por Griffin (1979),

que consistiu na preparacdo de emulsGes seriadas do 6leo da semente de E. oleracea, onde foi
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montado um experimento completo. As emulsdes foram compostas pelo 6leo e por um par de
tensoativos com EHL conhecido, combinados em proporcdes varidveis, de modo a originarem

valores definidos de EHL.
O calculo do EHL ocorreu pela equacao:
Eq. 6 EHLf=(EHLA x 0,01 x A) + (EHLB x 0,01 x B)
Onde:
EHLf = EHL final da emulséo;
EHLA= EHL do tensoativo hidrofilico;
EHLB= EHL do tensoativo lipofilico;
A = ¢ a quantidade, em porcentagem, utilizada do tensoativo hidrofilico,
B= ¢ a quantidade, em porcentagem, utilizada do tensoativo lipofilico;
A + B= deve ser igual a 100%.

Os tensoativos utilizados foram o Monooleato de Sorbitano (Tego® SMO V — Span
80), de EHL 4,3 e Polissorbato 80 (Tween® 80), de EHL 15,0, os quais somados representam
10% da formulacdo, variando-se apenas a proporcdo destes nessa concentracdo. O 6leo foi
mantido na concentracdo de 10% e a 4gua em 80% da formulacdo. As proporcdes de cada
componente da formulagédo, além de suas variacOes estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Determinagdo do EHL do éleo da semente de E. oleracea.

Oleo (%m/m) Span 80 (%) Tween 80 (%) Agua(%o)

1 10 90 10 80
2 10 80 20 80
3 10 70 30 80
4 10 60 40 80
5 10 50 50 80
6 10 40 60 80
7 10 30 70 80
8 10 20 80 80
9 10 10 90 80

Fonte: Dados da pesquisa

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de inversdo de fases, no qual ocorreu
aquecimento das fases aquosa e oleosa separadamente, até 75°C + 2°C, onde a fase aquosa foi
vertida lentamente sobre a fase oleosa e mantidas por 4 minutos, a uma poténcia de 40% em

aparelho ultrasonicador (Ecosonics®).
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4.13.2 Analise macroscopica

A analise macroscopica foi avaliada no TO (24h apds o preparo), observando aspecto,
cor e odor das formulages (RIBEIRO et al.,, 2015) e fendmenos de instabilidade de

nanoemulsdes creme ou separagéo de fases.

4.13.3 Centrifugacao

As amostras foram avaliadas no TO (24h ap6s o preparo), submetidas a centrifugacao a
3.500 rpm durante 30 minutos. A fim de avaliar a instabilidade da nanoemulsdo (creme ou
separacdo de fases) observadas visualmente (MOHAMADI SAANI; ABDOLALIZADEH,;
ZEINALI HERIS, 2019).

O valor de EHL da emulsdo mais estavel corresponde ao do 6leo em ensaio.

4.13.4 Planejamento fatorial quali quantitativo das formulacdes

Foi elaborado um planejamento fatorial, do tipo 32, com dois fatores em trés niveis, para
obtencdo de diferentes formulagfes com o intuito de avaliar a influéncia dos parametros
farmacotécnicos das nanoemulsfes obtidas. As variaveis independentes selecionadas foram
tempo e poténcia. As respostas dependentes selecionadas foram: potencial zeta, tamanho de
goticula e indice de polidispersdo. A Tabela 4 apresenta os fatores estudados e seus
respectivos niveis.

Tabela 4 - Matriz codificada de Planejamento fatorial 32 para estudar a influéncia do tempo e poténcia no

preparo de nanoemulsfes

Nr. Nivel
Poténcia (%) Tempo (min)
F1 + [55] +[8]
F2 + [55] 0 [6]
F3 + [55] - [4]
F4 0 [50] +[8]
F5 0 [50] 0 [6]
F6 0 [50] - [4]
F7 - [45] +[8]
F8 - [45] + [6]
F9 - [45] +[4]

Fonte: Dados da pesquisa
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A andlise estatistica dos dados experimentais foi realizada por anélise de variancia
(ANOVA) usando o software Statistica®.

As formulacgBes foram obtidas com a concentracdo de 1% do 6leo da semente de E.
oleracea, baseado nos resultados dos ensaios inseticidas, 1% de tensoativos, escolhido
baseado na melhor propor¢do apds a anélise do EHL (item 4.13.1) e 98% de &gua miliq, para

um total de 10mL de formulacao.

Foram realizadas andlises mascroscopicas e de centrifugagdo conforme descrito nos
itens 4.13.2 ¢ 4.13.3.

4.13.5 Medicdes de potencial Zeta, indice de polidispercéo e Tamanho de goticula

As anélises de tamanho das goticulas, indice de polidispersao e potencial zeta, foram
avaliados ap6s 23 dias (T23). O tamanho das goticulas e o indice de polidispersdo foram
medidos por espalhamento dinamico da luz, enquanto o potencial zeta foi medido por
mobilidade eletroforética. As nanoemulsdes foram diluidas com agua miliq (1:5 v/v) antes da
analise para evitar multiplos efeitos de espalhamento. As medic¢Ges foram realizadas em um

Zetasizer (ZEN3690, Malvern Instruments®) usando angulo de espalhamento de 90 °.

ApoOs essas andlises, as 3 melhores formulagdes seguiram para o teste de estabilidade

acelerada.

4.14 Estudo de estabilidade acelerada da nanoemulséo a base do 6leo da semente de E.

oleracea

Foi feito um novo lote das nanoemulsbes, consideradas estaveis ap0s os testes
preliminares, as quais foram acondicionadas em frascos de vidro hermeticamente fechados e
submetidas aos testes de estabilidade acelerada.

O tamanho de goticula, indice de polidispersividade e a determinacdo do potencial zeta
foram utilizados como parametros avaliativos da estabilidade acelerada (RIBEIRO et al.,
2015).

As formulag6es foram avaliadas inicialmente no t0 (24 horas ap6s a manipulacédo) t7,
t15, t30, t45 dias apds exposicdo a 40 £2°C, conforme RDC N° 59, de 17 de dezembro de
2010, que dispde sobre os procedimentos e requisitos técnicos para a notificacdo e o registro
de produtos saneantes (BRASIL, 2010a).
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Foram realizadas também as seguintes analises no TO: analise macroscopica (item
4.13.2) e analise de pH realizadas com pHmetro previamente calibrado em solu¢Ges padréo de
pH conhecido (4,0 e 7,0). As medidas foram realizadas em temperatura ambiente, inserindo o

aparelho diretamente na amostra, em triplicata (BRASIL, 2008).

4.15 Atividade larvicida da nanoemulséo contendo 6leo da semente de E. oleracea frente
Aedes aegypti

A atividade larvicida da nanoemulséo foi avaliada seguindo a mesma metodologia
descrita no item 4.10.

A concentragdo da nanoemulsdo foi escolhida baseada no resultado da atividade

pupicida, considerando que a emulsdo na concentracdo de 10,5mg de 6leo, matou 100% das

pupas, de modo que a nanoemulsao teria atividade tanto larvicida quanto pupicida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram retiradas as fibras das sementes antes de serem trituradas em moinho de facas,
representando um rendimento de 88% de semente sem fibra, ap6s esse processo foi triturada
em moinho de facas, tendo um rendimento de 80,26% de semente tritura em relacdo a amostra

sem fibra. A amostra triturada foi usada para o processo de extracao.
5.1 Extracéo

Foram avaliados dois métodos extrativos para a obtencdo do 6leo da semente do acali,
para cada metodologia foram determinados os parametros que seriam avaliados, o hexano foi

o solvente de escolha, devido as suas caracteristicas quimicas.

Para a método extrativo usando o ultrassom foi realizado planejamento fatorial do tipo
3%, 0 resultado pode ser observado na Tabela 5. Os dados foram avaliados segundo a
ANOVA, e teste de Tukey, ao nivel de confianca de 95%. No tempo de 60 min, o melhor
rendimento foi na propor¢do (massa/solvente) de 1:6, no tempo de 90 min, ndo houve
diferenca estatistica no rendimento das propor¢des (massa/solvente) de 1:4 e 1:6, sendo
escolhida a razdo de 1:4, visando a menor quantidade de solvente utilizado no processo, no
tempo de 120 min, também ndo houve diferenca estatistica no rendimento das proporcoes
(massa/solvente) de 1:4 e 1:6, sendo escolhida a razéo de 1:4, visando a menor quantidade de

solvente utilizado no processo.

Baseado nos resultados estatisticos e visando otimizar o processo extrativo, foi
escolhido como melhor método o experimento 5, que utiliza a proporg¢do (massa/solvente) de
1:4, no tempo de 90 minutos, considerando para essa escolha o tempo de extragdo que é

intermediario e menor quantidade de solvente utilizada no processo.
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Tabela 5 - Rendimento obtido do 6leo da semente de E. oleracea por ultrassom.

Extracéo por Ultrassom

Experimento Proporgéo Tempo (min) Rendimento
(massa/solvente) (%)

Média + DP

1 1:2 60 0,40 £ 0,01
2 1:2 90 0,59 £ 0,02
3 1:2 120 0,61 £0,02
4 1:4 60 1,21 +0,01
5 1:4 90 1,84 + 0,85
6 1:4 120 1,65+ 0,14
7 1:6 60 1,74 + 0,02
8 1:6 90 2,25+ 0,08
9 1:6 120 2,00 £ 0,34

Legenda: ANOVA, e teste de Tukey, ao nivel de confianca de 5% de probabilidade.

Fonte: Dados da pesquisa

Para 0 método de soxhlet foi avaliado apenas uma proporc¢éo (massa/solvente) e quatro

tempos de extracdo diferentes, conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Rendimento obtido do 6leo da semente de E. oleracea por Soxhlet.

Extracéo por Soxhlet

Experimento Proporcéao Tempo (h) Rendimento (%)
(massa/solvente)
1 1:6 6 0,27
2 1:6 12 0,28
3 1:6 24 0,64
4 1:6 42 1,50

Fonte: Dados da pesquisa

O resultado obtido no rendimento do 6leo no presente estudo vem a corroborar com o
estudo realizado pela Embrapa Amazbnia Oriental (DOMINGUES; MATTIETTO;
OLIVEIRA, 2017), onde foi avaliado o teor de lipideos em carocos de E. olerace de 20
gendtipos provenientes do Banco Ativo de Germoplasma, com extracdo realizada por soxhlet,

os teores de lipideos variaram de 0,69% a 3,61%, com média de 1,74%.

A variagdo de percentual de rendimento dentro de uma mesma espécie pode ocorrer

por fatores como clima, localizacdo geogréfica da producédo, condigdes de plantio, estagio de
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maturacdo dos frutos e a variabilidade do material genético (DOMINGUES; MATTIETTO;
OLIVEIRA, 2017).
O percentual de 6leo obtido quando comparado a outras oleaginosas nédo é tdo elevado,
porém deve-se considerar que é origindrio de um residuo gerado diariamente e que é
desperdicado em toneladas, sé o estado do Amazonas em 2018 produziu 69 mil toneladas do
fruto (CAVALCANTE, 2019).
O metodo por ultrassom foi escolhido considerando o maior rendimento dentro do menor
tempo de extracdo, mostrando que a metodologia de extragdo empregada foi apropriada e o

rendimento obtido dentro do esperado.
5.2 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo da semente do acai

Os parametros fisico-quimicos avaliados estdo listados na Tabela 7.

Tabela 7 - Parametros fisico-quimicos do 6leo da semente de E. oleracea extraido por Ultrassom.

Parametros Amostra Valores de Referéncia
Densidade Relativa 0,88 -
Densidade de Massa (g.mL™) 0,88 -
indice de Refracéo 1,44 1,4508 (Okada et al., 2011)
Umidade (%) 4,98 -
indice de Acidez (mgNaOH.g™) 1,28 < 4 (Brasil, 2005b)
indice de Saponificacdo (mgKOH.g™) 94,47 186,1 (Okada et al, 2011)

Fonte: Proprio Autor

O dbleo da semente do acai extraido pela metodologia de ultrassom, apresentou
coloracdo amarelada e consisténcia liquida a temperatura ambiente, classificando-o segundo a
ANVISA (Brasil, 2005b) como 6leo vegetal, pois apresenta-se na forma liquida a temperatura
de 25°C.

Valores de referéncia para densidade relativa e densidade de massa ndo foram
encontrados, porém em um estudo realizado por Meyer (2013) com 6leo da semente da
espécie E. edulis, obteve-se indice de densidade relativa de 0,92, diferindo do resultado
encontrado no presente estudo (0,8813), que foi mais proximo ao resultado descrito por Silva
e Rogez (2013), em estudo realizado com o dleo da polpa da mesma espécie, obtendo valor de
0,893.

O indice de refragdo é um pardmetro fisico usado como critério na avaliacdo da

qualidade de 6leos e manteigas vegetais. O valor resultante desta analise representa o poder de
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refringéncia do 6leo, aumentando conforme o comprimento da cadeia carbénica e o grau de
instauracdo dos acidos graxos constituintes na amostra. Fatores como grau de oxidacao,
tratamento térmico e teor de acidos graxos livres, devem ser levados em consideracdo na
avaliacdo desses resultados, pois podem levar a alteragcbes do mesmo (LUTZ, 2008; COSTA
et al., 2015; CARVALHO, 2017).

O indice de refracdo foi de 1,444, valor bem préximo ao relatado por Okada e
colaboradores (2011) que foi de 1,4508. Silva e Rogez (2013) avaliaram as caracteristicas
fisico-quimicas do 6leo da polpa da mesma espécie, e obtiveram indice de refracdo de 1,481,
considerando que a polpa tem percentual maior de acidos graxos insaturados que o 6leo da

semente, o valor encontrado esta dentro do esperado.

A determinacdo da umidade foi feita por termogravimetria, onde por meio da curva
TG pode-se observar uma perda de massa gradativa que ocorre da temperatura ambiente até

100°C, em termos de massa foi perdido 0,255mg, correspondente a 4,98%.

A ANVISA por meio da resolucdo n° 270 de 2005, recomenda valores abaixo de 4
mgKOH/g para acidez de Oleos vegetais. Este indice avalia o grau de deterioracdo pela
medida de acidos graxos livres. O 6leo avaliado no presente estudo apresentou valor de 1,285
mgKOH.g?, valor dentro do preconizado pela ANVISA, resultando em um 6leo de boa
qualidade, fato que pode ser atribuido a qualidade da matéria-prima, processo de extracéo e

armazenamento adequado.

Apo0s o periodo de armazenagem de um ano, foi realizada novamente esta analise. A
amostra foi armazenada em frascos de vidro, sob refrigeracdo constante, na temperatura de 6 -
10 °C. O indice de acidez apresentou o valor de 8,344 mg NaOH/g, acima do recomendado,
fato que pode ser atribuido ao tempo de armazenagem até a realizacdo do ensaio. O valor
elevado do indice de acidez sugere um processo de hidrolise acentuada dos ésteres
constituintes da matéria graxa, que podem estar relacionados ao tipo de processo extrativo,
conservacdo inadequada, tempo de armazenagem, fotolise e outros processos de acao
catalitica (BRASIL, 2005b).

O indice de saponificacdo é inversamente proporcional ao peso molecular médio dos
acidos graxos presentes na amostra. No presente estudo apresentou valor abaixo do descrito
na literatura por Okada e colaboradores (2011). Alguns fatores relacionados a época de coleta
do material vegetal e a variacGes climaticas, podem interferir na composicdo da matéria
prima, ja que o percentual no perfil de acidos graxos também foi diferente quando comparado
a Okada e colaboradores (2011).
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5.3 Espectroscopia por absor¢ao na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 7 apresenta o espectro do 6leo da semente de E. oleracea, obtido por dois
métodos extrativos, ultrassom e soxhlet. Pode-se observar estiramentos na regido de 2921,10
cm™e 2852,59 cm™ (ambas as extracdes), referentes a deformagéo axial C—H caracteristica de

alcanos, onde a forte absorcédo indica que varios grupos metilas estdo presentes na molécula.

As vibracGes de deformacéo angular simétrica e assimétrica de grupos metilenos C-H,
podem ser observados na regido de 1379,81 cm™, 1464,44 cm™ (soxhlet) e 1375,53 cm™ e
1461,16 cm™ (ultrassom).

A banda de deformacdo angular simétrica no plano do grupo metileno, apresenta
estiramentos de maior intensidade na regido de 1379,81 cm™ (soxhlet) e 1375,53 cm™
(ultrassom) em consequéncia da proximidade com a carbonila. A banda de deformagéo
angular assimétrica no plano estd na regido de 720,48 cm™ (soxhlet) e 724,77 cm™

(ultrassom), caracterizando alcanos de cadeia linear de sete ou mais &tomos de carbono.
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Figura 7 - Infravermelho do 6leo da semente de E. oleracea por diferentes métodos de extracao.
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Fonte: Dados da pesquisa

O estiramento com pico forte na regido de 1741,59 cm™ (soxhlet) e 174587 cm™

(ultrassom) é caracteristico da ligacdo dupla carbono-oxigénio. As vibragdes de deformacéo
axial de C—O, podem ser visualizadas nos estiramentos da regido de 1099,38 cm™(soxhlet) e
1159,32 cm™; 1114,37 cm™ (ultrassom), concordantes para a ligacdo éster presente na
estrutura geral de um triglicerideo (Figura 8), mostrando que os lipideos estdo na forma de

triglicerideos e ndo na forma livre.
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Figura 8 - Estrutura molecular de um triglicerideo.
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5.4 Estudos de Analise Térmica

As técnicas termoanaliticas fornecem informacgfes sobre a estabilidade dos produtos
analisados perante seu comportamento térmico, contribuindo no controle da qualidade de
6leos e gorduras vegetais (TOMASSETTI, CAMPANELLA, SAMMARTINI, 1991).

A DTG € a primeira derivada da curva TG, onde as varia¢fes de massa da curva TG sao
representadas por meio de picos que determinam as areas proporcionais a essas variacdes. Na
Figura 9, a curva DTG mostra trés eventos, o primeiro evento esta relacionado a perda de
agua ou compostos volateis, até a temperatura de 105°C, com perda de 4,981% de massa. O
primeiro evento de degradalcdo inicia-se na temperatura de 155°C a 265°C com perda de
7,003% de massa. O segundo evento de degradagcdo mostra um pico endotérmico de 275,59°C
a 473,40°C com perda de massa de 82,887%. Dessa forma, podemos considerar que o 6leo da

semente de acai € estavel até a temperatura de 155°C.



Figura 9 - Curva TG e DTG do 6leo da semente de E. oleracea.
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A curva DTA representa a AH em fun¢do da temperatura, resentados na forma de

picos. Os picos ascendentes caracterizam 0s eventos exotérmicos e o0s descendentes 0s

endotérmicos, o 6leo da semente de acai apresentou um pico descendente caracterizando um

evento endotérmico com Tonset em 343,80°C e Tendset em 421,50°C com pico em 398,08°C,

AH= -414,80J.g°, conforme pode ser visto na Figura 10, esse evento provavelmente

corresponde a degradacdo dos acidos graxos saturados e insaturados, devido a oxidacdo quase

que completa da amostra.

A curva DSC apresentou pico endotérmico em 30,79°C, com temperatura inicial de
21,71°C e temperatura final de 116,03°C, tendo absorvido -103,71 J.g" de energia,
caracteristico de perda de agua e compostos volatéis, conforme pode ser observado na Figura

10.
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Figura 10 - Curva TG, DTA e DSC do 6leo da semente de E. oleracea.
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Fonte: Dados da pesquisa

Pereira (2015) avaliou o perfil térmico do 6leo extraido da polpa da espécie E.
oleracea, obtido de uma empresa da cidade de Sdo Paulo, verificando na curva DTG um
Unico pico descendente resultado da perda de massa, que ocorreu durante o intervalo de
temperatura de 241,71°C a 481,14°C, com 99,545%. Na curva DSC foi observado dois
eventos endotérmico, o primeiro esta na faixa de 300- 410°C, com AH= 6,74 J.g™* e 0 segundo
esta na faixa de 433-426°C, com AH= 0,24 J.g™.

Segundo Santos e colaboradores (2002), a estabilidade térmica dos 6leos tem relacéo
direta com a sua estrutura quimica, onde 6leos com &cidos graxos saturados sdo mais estaveis
do que os insaturados, no entanto os 6leos vegetais possuem uma composicdo quimica
complexa, incluindo produtos de oxidacao lipidica, &cidos graxos livres, compostos fenolicos,
glicéridos e ndo glicéridos presentes em diferentes porcentagens, desta forma, a decomposicéao
de lipidios provavelmente ocorrem a0 mesmo tempo em que ocorre com outros compostos
durante cada etapa (VECCHIO et al., 2009).

5.5 Perfil Fitoquimico

Na analise quimica foram identificadas um total de nove substancias, sendo as
majoritarias representadas pelos picos 6 (37,27%), 5 (25,61%) e 3 (12,86%) conforme pode
ser observado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Composicdo quimica do 6leo da semente de E. oleracea.

Constituintes do 6leo Pico Constituintes (%)? IRL" IK®
2,4-decadienal 1 7,99 1220 1212
Acido dodecanoico 2 7,61 1416 1400
Acido tetradecanoico 3 12,86 1552 1500
Acido hexadecandico, éster 4 0,38 1646 1570
metilico

Acido n-hexadecanoico 5 25,61 1679 1959
(2) 6-pentadecenol 6 37,27 1668 1672
Acido 6-octadecandico 7 1,41 1815 1800
Trans- geranilgeraniol 8 0,38 2972 1961
Acetato de 6-nitrocolest-5-en-3- 9 6,50 26428

beta-il

Total (%) 100

Fonte: Dados da pesquisa

Legenda:*Substancias listadas por ordem de eluicdo em coluna capilar Factor Four/VF-5ms; °indices de
retencdo com coluna capilar Factor Four/VF-5ms; ‘indices de Kovats em coluna capilar DB-5 (ADAMS,
2007).

Alguns desses compostos sdo descritos no trabalho de Castro (2019), em um estudo
com as sementes de E. oleracea para a producdo de biocombustivel, como o 4&cido
dodecanoico, acido tetradecanoico, &cido hexadecanoico e 4acido hexadecanoico éster

metilico.

5.6 Doseamento do perfil de Acidos Graxos por Cromatografia Gasosa

A Tabela 9 apresenta o perfil de esteres metilicos de acidos graxos presentes no 6leo

da semente da espécie E. oleracea.

O resultado obtido neste estudo indica que o Oleo extraido da semente de Euterpe
oleracea apresenta média de 71% de acidos graxos insaturados e 28% de saturados, o que da a
ele a consisténcia liquida a temperatura ambiente (27°C). O &cido linoléico (18:2) mostrou-se
majoritario no 6leo da semente de acai, representando valor médio de 38,65%. Dentre os
acidos graxos saturados, o acido palmitico (16:0) foi o que apresentou maior media, com

24,01% da composicéo total.
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Tabela 9 - Perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos presentes no éleo da semente de E. oleracea.

Acido graxo Percentual (%) Area  Retencdo (min)

C16:0 24,014 4048,372 8,10
Cl6:1 0,642 108,166 8,93
C17:0 0,304 51,324 10,97
C18:0 3,496 589,432 15,07
Ci8:1 29,201 4922,785 16,40
C18:2 38,652 6516,174 19,42
C18:3 2,866 483,142 24,27
C20:0 0,500 84,300 28,80
C20:1 0,325 54,808 31,17

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: 16:0 &cido palmitico; 16:1 &cido palmitoleico; 17:0 &cido margéarico; 18:0 &cido esteérico; 18:1 &cido

oléico; 18:2 acido linoléico; 18:3 &cido linolénico; 20:0 acido araquidico; 20:1 &cido gadoléico.

O perfil de &cidos graxos presente no 6leo da semente de E. oleracea é comparado ao
6leo de espécies do mesmo género, segundo dados da literatura, de acordo com a Tabela 10.
Okada e colaboradores (2011) analisaram o perfil de acidos graxos do 6leo da semente de E.
oleracea, e apresentou percentuais diferentes ao obtido no presente estudo, tendo como &cido
graxo majoritario o cido oleico (18:1).

O éacido graxo insaturado majoritario presente no 6leo da polpa das espécies E.
oleracea, E. precatoria e E. edulis, como mostra a Tabela 10 foi o acido oléico (18:1), o que
difere do perfil encontrado no éleo da semente de E. oleracea. Comparando o perfil do dleo
da semente da espécie E. edulis, com o resultado obtido no presente estudo, percebe-se a
semelhanca entre eles, tendo como majoritario o acido linoleico (18:2), dentre os acidos

graxos saturados.

O acido palmitico (16:0) apresentou maior percentual dentre os &cidos graxos
saturados no 6leo da semente de E. oleracea, resultado muito préximo ao encontrado no 6leo
da polpa das espécies E. oleracea e E. edulis, e semente de E. edulis e E. oleracea, conforme

os dados da literatura apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Comparacdo da composicdo de &cidos graxos do 6leo da semente de E. oleracea com espécies do

mesmo género.

Espécie Parte usada 12:0 14:0 16:0 16:1 17:0 171 18:0 18:1 18:2 18:3  20:0 20:1 22:0 24:0
Euterpe oleracea Semente - - 24,01 0,64 0,30 - 3,49 29,20 38,65 2,86 0,50 0,32
(dados do autor)
Euterpe oleracea Semente 2,9 4,6 16,1 - - - 3,2 51,3 18,2 - 2,3 15
OKADA etal., 2011
Euterpe oleracea Polpa 0,03 0,08 21,69 353 0,07 - - 64,19 9,55 0,70 0,09 0,07
SILVA e ROGEZ.,
2013.
Euterpe precatoria Polpa - - - 0,20 - - 6,3 74,6 2,0 1,0 - -
YUYAMA et al,
2011.
Euterpe edulis Semente - 2,25 21,84 - - - 4,69 23,21 44,50 3,51 - -
MEYER, 2013.
Euterpe edulis Polpa - 0,1 23,9 1,6 0,1 0,1 33 48,2 21,4 0,9 0,2 0,1 0,1 0,1

SCHIRMANN, 2009

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: 12:0 &cido laurico; 14:0 acido miristico; 16:0 &cido palmitico; 16:1 &cido palmitoleico; 17:0 &cido
margdrico; 17:1 &cido margaroléico; 18:0 &cido esteérico; 18:1 &cido oléico; 18:2 &cido linoléico; 18:3 &acido
linolénico; 20:0 &cido araquidico; 20:1 &cido gadoléico; 22:0 acido behénico; 24:0 4cido lignocérico.

5.7 Avaliacdo do potencial citotoxico in vitro

A avaliacdo do potencial citotdxico in vitro do 6leo da semente de E. oleracea foi
avaliado utilizando células as células HEP-G2 (hepatocarcinoma humano), HCT-116
(carcinoma do color retal humano), B16F10 (melanoma murinho), CAL27 (carcinoma
escamocelular oral) e MRC-5 (fibroblasto humano) conforme mostra o Figura 11.

Figura 11 - Efeito de 6leo de acai na viabilidade de células HEPG2, HCT-116, B16F10, CAL27 ¢ MRC-5
determinado pelo método de Alamar Blue ap6s 72 horas de tratamento.
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Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: Os dados apresentam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle por ANOVA seguido por teste de comparacao
multipla de Newman-Keuls.
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Dentre os resultados observados podemos concluir que a concentracdo de 50ug do
6leo de E. oleracea para a células MRC-5 apresentou resultado ndo citotoxico, dentre as
células tumorais HEPG2, HCT116, B16F10 e CAL27 ndo apresentou morte celular
significativa.

5.8 Ensaios inseticidas
5.8.1 Atividade Larvicida

Para a avaliacdo da atividade larvicida, foi utilizada uma emulsdo a base de 6leo da
semente de Euterpe oleraceae. A emulsdo apresentou efeito toxico para as larvas de Aedes
aegypti tendo o indice de mortalidade proporcional ao tempo de exposicdo. Conforme pode
ser observado na Tabela 11, com 8 horas de exposicdo na concentracdo de 3,5 mg mL™
obteve-se mortalidade acima de 50% e na concentracéo de 6,8 mg mL™ no mesmo periodo de
observacdo foi de 78,33%, diferindo estatisticamente estre si as duas concentragdes. Ao final
do teste, apds 24 horas de exposicéo, as concentragdes de 1,7 mg mL™, 3,5 mgmL e 6,8 mg
mL™ ndo apresentam diferenca estatistica significativa quanto a porcentagem de mortalidade
das larvas, porém a de 6,8 mg mL™ teve um indice de 100% de mortalidade, sendo desta
forma mais ativa que as demais. O grupo controle ndo apresentou mortalidade durante todo o
experimento.

Tabela 11 - Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti, expostas a emulsbes contendo diferentes

concentragdes do dleo da semente de E. oleracea, em relagéo ao tempo de exposicéo.

Concentracoes Mortalidade (%)"

(mg.mL™) 1h 2h 4h 8h 16h 24 h
6,8 8,33" 22,49 42,49° 78,332 90,83  100,00°
3,5 3,33° 11,66" 19,99° 51,66° 78,33% 89,99
1,7 0,00° 0,00° 6,66° 35,05 50,83" 82,49
0,9 2,49° 3,33 3,33¢ 22,49° 23,33° 29,99"
0,45 0,00° 1,66° 1,66° 14,16 14,99 18,33
Controle 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: 1. Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Na CLsg e CLgo da emulsdo a base do 6leo da semente do acai (Tabela 12), pode-se
observar que a medida que aumenta o tempo de exposi¢cdo das larvas a emulsdo contendo o
6leo da semente de acai, diminui a concentracdo letal da mesma. No tempo de 8 horas de
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exposicao a Cls, foi de 2,68 mg mL™ (2,44 — 2,97 mg mL™), ao final do teste, apds 24 horas
a CLso foi de 1,01 mg mL™ (0,95 — 1,08 mg mL™) e a CLgg de 2,96 mg mL™ (2,72 — 3,26 mg
mL™).

Tabela 12 - Concentracao letal 50 e 90 de emulsdes contendo diferentes concentracdes do 6leo da semente de E.
oleracea frente a larvas de Aedes aegypti, nos tempos de exposi¢édo de 8, 16 e 24.

Tempo (h) Concentracdo Letal (CL)( mg mL™)
CLso Intervalo de ClLgo Intervalo de
confianca confianca
8 2,68 2,44 — 2,97 19,48 15,53 — 25,58
16 1,60 149-1,71 6,67 591-7,67
24 1,01 0,95-1,08 2,96 2,72 - 3,26

Fonte: Dados da pesquisa

Rahuman, Venkatesan e Gopalakrishnan (2008) avaliaram os acidos oleico e linoléico
isolados de Citrullus colocynthis (Linn.) Schrad quanto a sua atividade larvicida, os resultados
mostraram alta mortalidade de larvas de quarto instar de Aedes aegypti (CLso de 8,80, 18,20 e
CLgo 35,39 e 96,33 ppm), Anopheles stephensi Liston e Culex quinquefasciatus Say, dado
que vem corroborar com os resultados deste trabalho, pois os acidos graxos em maior
concentracdo no Oleo da semente de E. oleracea sdo &cido oléico e linoléico (29,201 e

38,652% respectivamente).

Varios estudos vem sendo realizados a fim de avaliar a atividade larvicida de compostos
de origem vegetal. Luz e colaboradores (2020), realizaram um levantamento bibliografico dos
Gltimos seis anos, onde 337 6leos essenciais de 225 espécies de plantas foram testados contra
larvas de Aedes aegypti, a parte da planta mais utilizada foram as folhas e menos de 10% das

espécies tiveram o 0leo essencial avaliado quanto a sua seguranca.

Apenas sete trabalhos foram realizado com sementes de plantas e desses, apenas trés de
plantas de origem brasileira (Luz et al, 2020). Dias e Moraes (2014) observaram que 0leos
extraidos de folhas ou partes aéreas muitas vezes tem um efeito larvicida maior, porém os
6leos obtidos de sementes sdo mais ativos.

No estudo de Baz e colaboradores (2022) apenas os 6leos das espécies Camellia sinensis e
Foeniculum vulgare na concentracdo de 1000ppm (1000mg.L?) apresentaram 100% de
mortalidade das larvas em 24h. Os 6leos essenciais de P. purusanum e P. alatipetiolatum na
concentracdo de 200ppm (200mg.L™) causaram a morte de 100% de larvas (CLso de 33,74 a
62,33 ppm) de A. aegypti e A. albopictus, respectivamente (Oliveira, 2020).
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5.8.2 Atividade Pupicida

A atividade pupicida foi avaliada durante 24h, nas primeiras 4 horas de exposi¢do na
concentracéo de 10,5 mg.mL™ obteve-se mortalidade acima de 60% e na concentragéo de 13,6
mg.mL™ no mesmo periodo de observacdo foi de 95,83%, diferindo estatisticamente estre si
as duas concentracfes. Ao final do teste, apos 24 horas de exposi¢édo, as concentracfes de 3,5
mg.mL?, 6,8 mg.mL™ e 10,5 mg.mL" e 13,6 mg.mL™, n&o apresentam diferenca significativa
quanto a porcentagem de mortalidade das larvas, porém as concentragfes de 10,5 e 13,6
mg.mL™ teveram um indice de 100% de mortalidade, sendo as concentracdes mais efetivas,
conforme pode ser observado na Tabela 13, porém com a concentracéo de 10,5 mg.mL™ além
de ter 100% de mortalidade se utiliza uma concentracdo menor de dleo, obetendo 0 mesmo
resultado que na concentragao maior.

Tabela 13 - Percentual de mortalidade das pupas de Aedes aegypti, expostas a emulsdes contendo diferentes

concentragdes do dleo da semente de Euterpe oleracea, em relagéo ao tempo de exposicéo.

Concentra%()es Mortalidade (96)"

(mg.mL™) 1h 2h 4h 8h 16 h 24 h
13,6 15,832 34,162 95832  100,00° 100,00*  100,00°
10,5 8,33" 27,492 63,33° 92,50®  100,00*  100,00°
6,8 2,49° 11,66° 36,66 60,83 84,99% 95,83°
35 0,00° 8,32° 36,66 56,66° 67,507 84,16°
1,7 0,00° 0,00° 1416 33,32  56,66° 69,162

Controle 0,00° 0,00° 0,83 0,83 0,83¢ 14,99°

Fonte: Dados da pesquisa

1. Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

Na CLsg e CLgo da emulsdo a base do 6leo da semente do acai (Tabela 14), pode-se
observar que a medida que aumenta o tempo de exposicao das pupas a emulsdo contendo o
6leo da semente de acai, diminui a concentracdo letal da mesma. No tempo de 8 horas de
exposicao a CLsp foi de 3,03 mg.mL™ (2,80 — 3,26 mg.mL™), ao final do teste, apds 24 horas
a CLs foi de 1,13 mg.mL™ (0,95 — 1,30 mg.mL™) e a CLgo de 3,90 mg.mL™" (3,58 — 4,29

mg.mL™).
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Tabela 14 - Concentracao letal 50 e 90 de emulsdes contendo diferentes concentracdes do 6leo da semente de E.

oleracea frente a pupas de Aedes aegypti, nos tempos de exposicdo de 1, 2, 4, 8, 16 e 24.

Tempo (h) Concentragcéo Letal (CL) (mg.mL™)
CLs Intervalo de CLg Intervalo de

confianca confianga

1 26,47 21,98 — 35,83 62,45 43,90 - 111,96

2 21,14 18,42 — 25,24 86,03 63,55 — 128,62

4 5,87 551-6,24 21,83 19,35 - 25,13

8 3,03 2,80 - 3,26 11,07 10,08 — 12,32

16 1,73 1,53-1,91 6,36 5,83 -7,02

24 1,13 0,95-1,30 3,90 3,58 -4,29

Fonte: Dados da pesquisa

Fernandes e colaboradores (2021) avaliaram a atividade pupicida (Aedes aegypti) da
fracdo hexanica do extrato de Helicteres velutina que foi de 85% e 100% de mortalidade das
pupas nas concentracdes de 0,15 mg.mL™ e 0,20 mg.mL™, respectivamente, apds 24 h de

exposicao. As CLsg e CLg da fracdo hexanica foram 0,12 mg.mL™ e 0,14 mg.mL™,

Kaura e colaboradores (2019) avaliaram a atividade pupicida (Aedes spp.) dos oleos de
Eucalyptus globulus e Azadirachta indica em varias concetracdes, apenas o Oleo de
Eucalyptus globulus apresentou atividade com mortalidade de 100% na concentracdo de
1000ppm (100 pL). Os oleos essenciais de P. purusanum e P. alatipetiolatum na concentracéo
de 200 ppm (200mg.L™) causaram a morte de 89 e 94% de pupas (CLs, de 66,17 a 91,39
ppm) de A. aegypti e A. albopictus, respectivamente (Oliveira, 2020).

5.9 Toxicidade Aguda

O teste de toxicidade aguda é utilizado para classificar apropriadamente substancias de
acordo com o seu potencial de toxicidade ou letalidade, além de fornecer informagdes seguras
sobre os efeitos toxicos produzidos por um determinado agente quimico, a natureza desses
efeitos e as doses seguras de exposicdo (VALADARES, 2006).

A resolucgdo n° 34, de 16 de agosto de 2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), indica a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica para a producdo de

inseticidas, recomendando entre outros animais, a utilizacdo de camundongos para a aquisi¢cdo
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de dados toxicolégicos envolvendo a toxicidade aguda e estudos histopatolégicos de 6rgaos

desses animais.

No ensaio de toxicidade aguda a dose teste de 2.000 mg.kg™ néo levou nenhum dos
animais a apresentarem mortalidade ou morbidade nas primeiras 24 horas apds a exposicado ao

produto e nem durante o estudo.

Os sinais clinicos observados apés a exposicdo dos animais a dose de 2.000 mg.Kg™
foram observados em relacdo a um grupo controle (GT), onde o0s animais receberam apenas
0,4 mL tween 80 e agua q.s.p para o volume de 1mL. Os resultados foram tabulados segundo
Malone (1977) e Cruz e colaboradores (2017) e estdo demonstrados nas Tabela 15 e 16.
Observou-se que os efeitos mais pronunciados foram no Sistema Nervoso Central (SNC),
principalmente desencadeando atividade estimulante, com os sinais clinicos de maior
intensidade agitacdo e agressividade, com menor intensidade aumento da frequéncia
respiratéria, erecdo de cauda, movimento estereotipado e postura em garra, sendo esses sinais

apresentados tanto no grupo controle, como nos grupos tratados.

O efeito depressor observado foi de fotofobia, porém com intensidade moderada, quanto
ao Sistema Nervoso Autdnomo (SNA), observou-se com maior intensidade reacéo de fuga, e
de intensidade moderada a baixa, defecacdo aumentada, diurese, contor¢fes e excrecdo. Em
relacdo a outros comportamentos os de intensidade moderada foram autolimpeza e escalar,
sendo esses sinais apresentados tanto no grupo controle, como nos grupos tratados. N&o foi

constatada morte em nenhum grupo testado, estando classificado como um extrato ndo toxico.



77

Tabela 15 - Sinais clinicos do Sistema Nervoso Central ap6s administracdo por via oral da emulsdo a base do

6leo da semente do agai em camundongo Mus musculus.

Acles/Parametros

Grupo Controle
30 min

1h

30 min

1h

Grupo Tratado 1
2h

Grupo Tratado 2

30 min

1h

2h

1. Sistema Nervoso Central
1.1 Efeitos estimulantes
Agitacdo

Agressividade

Aumento da frequéncia Respiratdria

Convulsdes

Ere¢do de cauda
Exoftalmia

Expansdo do pavilhdo auricular
Marcha em Monobloco
Movimento Circular
Movimento de vibrissas
Movimento estereotipado
Ondulacéo de cauda
Piloerecéo

Postura de Ataque

Postura em garra

Salto

Taquicardia

Tremores finos/grosseiros
1.2 Efeitos Depressores
Abaixamento do trem posterior
Analgesia

Anestesia

Catatonia

Fotofobia

Hipnose

Inversdo de marcha

Perda do reflexo auricular
Perda do reflexo corneal
Prostracéo

Ptose palpebral

Reflexo do endireitamento
Reposta do endireitamento
Sedacédo

+++
+++

++
++

+++

++
++

++
++

++

+

Fonte: Adaptada de Malone (1977); Cruz et al (2017).

Legenda: Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e Resultado positivo

intenso (+++)



Tabela 16 - Sinais clinicos do Sistema Nervoso Autdnomo e taxa de mortalidade ap6s administragdo por via oral

da emulsdo a base do 6leo da semente do acai em camundongo Mus musculus.

Acbes/Parametros

Grupo Controle

30 min

1h

2h

Grupo Tratado 1

30 min

1h

2h

Grupo Tratado 2

30 min

1h

2h

1. Sistema Nervoso Auténomo
Cianose
Constipacéo
Contorc¢des

Defecacdo aumentada
Diarréia

Distencéo abdominal
Diurese

Espasmos musculares
Excrecao

Forga para agarrar
Hipertrofia testicular
Lacrimejamento
Palidez

Postura estatica

Reacdo de fuga
Refluxo

Respiracdo forcada
Salivagdo
Tono muscular
2. Outros Comportamentos
Abducéo das patas do trem posterior
Ambulacdo
Autolimpeza

Bocejo excessivo
Contorcbes abdominais
Escalar

Esteriotipia

Limpeza

Pedalar
Sacudir a cabeca
Vocalizacéo
3. Mortalidade (%)

0

0

Fonte: Adaptada de Malone (1977); Cruz et al (2017).

Legenda: Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e Resultado positivo

intenso (+++).
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A massa dos animais foi acompanhada durante 15 dias ap0s a ingestdo das doses. Como
pode ser visto nas Figuras 12 e 13, foi observado que ndo houve grandes alteragfes na média
das massas dos Grupos Controle (GC), Grupo Tratadol (GT1) e Grupo Tratado2 (GT2),
durante o teste.

Figura 12 - Médias da massa corporal do GC e GT1 utilizados no teste de Toxicidade Aguda.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: GC: Grupo Controle; GT1: Grupo Tratado 1.

Como pode ser visto na Figura 13, o GT2 até o quinto dia, apresentou uma perda de
peso maior que o GC, esse fato pode estar relacionado aos sinais clinicos apresentados por
esse grupo, como defecacdo aumentada e diurese, além dos efeitos estimulantes relacionados
ao SNC, observados na Tabela 8. Passado o quinto dia, apresenta ganho de peso e ao final do

décimo quinto dia, 0 peso esta proximo ao do inicio do experimento.



Figura 13 - Médias da massa corporal do GC e GT2 utilizados no teste de Toxicidade Aguda.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: GC: Grupo Controle; GT2: Grupo Tratado 2.

O consumo de racdo do Grupo Tratado 1(GT1) foi maior em relacdo ao Grupo
Controle (GC), conforme Figura 14, a média em gramas do consumo de ragdo mais 0 desvio
padrédo do GC foi de 15,17 = 6,529 e do GT1 foi de 47,21 + 15,54g. O consumo do Grupo
Tratado 2 (GT2) também foi maior que o GC, conforme Figura 15, a média em gramas do
consumo de racdo mais o desvio padrdo do GT2 foi de 22,14 + 11,07¢g. Esse fato pode estar

relacionado ao efeito estimulante provocado pelo principio ativo, porém no GT2 os sinais

clinicos relacionados a excre¢do foram mais intensos.

Figura 14 - Consumo de racéo do GC e GT1 utilizados no teste de Toxicidade Aguda.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: GC: Grupo Controle; GT1: Grupo Tratado 1.
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Figura 15 - Consumo de ragdo do GC e GT2 utilizados no teste de Toxicidade Aguda.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: GC: Grupo Controle; GT2: Grupo Tratado 2.

O consumo de agua dos Grupos Controle, GT1 e GT2 pode ser observado nas Figuras 16
e 17, respectivamente. A média do consumo de &gua mais o desvio padrdo do GC foi de
23,92+ 4,46 mL, do GT1 foi de 18,57 + 3,63 mL e do GT2 de 25,71+3,31 mL.

Figura 16 - Consumo de &gua do GC e GT1 utilizados no teste de Toxicidade Aguda.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: GC: Grupo Controle; GT1: Grupo Tratado 1.
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Figura 17 - Consumo de agua do GC e GT2 utilizados no teste de Toxicidade Aguda.
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Legenda: GC: Grupo Controle; GT1: Grupo Tratado 1.
Fonte: Dados da pesquisa.

Passados os 15 dias de observacdo os animais foram sacrificados por overdose de
anestésicos e retirados figado, baco, rins e pulmao, que em seguida foram pesados e levados
para analise histologica. Com a determinacdo das massas foram calculadas as médias +
Desvio Padrdo (DP) dos animais dos grupos CT, G1 e G2, os valores estdo demonstrados na
Tabela 17 e pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 17 - Média £ Desvio Padrdo das massas dos 6rgdos avaliados dos Grupos Controle e Tratados, no teste
de toxicidade aguda.

Orgdos (g)  Grupo Controle  Grupo Tratado1l Grupo Tratado 2

Pulmao 0,334+ 0,111 0,263 + 0,073 0,270 + 0,046
Rim 0,438 + 0,018 0,410 + 0,022 0,455 + 0,0315
Figado 2,111+ 0,181 2,109 + 0,216 2,175 + 0,085
Baco 0,212 + 0,029 0,234 + 0,100 0,284 + 0,046

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Valores representam a média + d.p. (n = 3/grupo). (p<0,05) (ANOVA).

Foi realizada também a analise histoldgica dos 6rgdos, onde ndo foram observadas
diferencas entre os Grupos Tratados 1 e 2 e 0 Grupo Controle. A avaliacdo dos parametros

bioguimicos e hematoldgicos pode ser observada na Tabela 18.
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Tabela 18 - Efeito do 6leo da semente de E. oleracea (2.000 mg.kg'l), por via oral sobre os parametros

bioquimicos e hematoldgicos de camundongos Mus musculus fémeas.

Parametros Grupo Controle Grupo Tratado 1 Grupo Tratado 2
Uréia (mL.dL™) 18,53 + 1,28 15,33 + 3,05 21,16 £ 2,21
Creatinina (mg.dL™) 0,43+0,15 0,43 + 0,07 0,52+0,13
TGO (U.L™) 20,26 + 5,37 14,16 + 5,10 18,70 + 2,80
TGP (U.L™Y 17,46 + 2,73 18,40 + 2,70 21,26 + 4,34
Hemacias (k.uL™) 5,59 + 0,21 5,21+ 0,16 4,94 0,35
Hemoglobinas (g.dL™) 17,06 + 0,50 15,73+ 0,80 14,63 + 1,19
Hematocrito (%) 51,33+ 1,52 47,33+ 2,51 44,00 + 3,60
VCM (fL) 92,36 +1,81 90,40 + 0,45 90,06 £ 1,30
HCM (pg) 30,16 + 0,05 30,10 £ 0,10 29,70 £ 0,60
CHCM (g.dL™) 33,16 £ 0,15 33,16 £ 0,15 33,06 £0,11
Leucdcitos (mm ) 6200 + 1587,45 7066 + 305,50 6866 + 472,58
Segmentados (mm®) 36,66 = 5,50 39,33 +2,08 42,00 + 2,64
Eosinéfilos (mm®) 4,33 +1,52 3,00 £ 1,00 2,60 £ 2,08
Linf. Tipicos (mm?®) 53,66 * 3,05 55,33+ 3,21 51,33+1,52
Monécitos (mm ®) 2,00 £ 1,00 2,30£1,52 4,00 £ 1,00
Plaquetas (mm*) 273000 £ 89145,94 180000 + 18248,28 172333 + 9609,02

Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 3/grupo). VCM: Volume Corpuscular
Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.
(p<0,05). (ANOVA, seguido de analise de Tukey).

Nenhuma diferenca clinica foi registrada no perfil biogquimico dos animais dos Grupos
Tratados 1 e 2 quando comparados ao Controle. No perfil hematologico foi observada
diferenca estatistica do Grupo Tratado 2 em relacdo ao controle nos parametros hemoglobina
e hematocrito, fato que pode estar relacionado as condicdes fisioldgicas do animal, pois
quando observado os dados brutos, percebe-se que a diferenca se deu em apenas um individuo

deste grupo.

O 6leo da semente de Euterpe oleracea pode ser considerado de baixa toxicidade aguda
de acordo com o metodo de classes recomendado pela OECD 423 (OECD, 2001) e enquadra-
se na classe 5 (DLso superior a 2.000 mg.kg™), pois ndo foram registrados sinais de toxicidade
geral como alteragBes no consumo de agua e ragdo, no peso corpOreo e nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, também ndo foram observados Obitos durante todo periodo
experimental. A OECD recomenda que, a proxima dose a ser testada seria a de 5.000 mg.Kg

L entretanto, s6 se faz necessario em casos que justifiquem a sua necessidade.
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5.10 Estudo de compatibilidade frente a excipientes

Os tensoativos monooleato de sorbitano (Span 80) e polissorbato 80 (Tween 80) foram
escolhidos baseados em suas caracteristicas quimicas e por serem comumente utilizados em

escala laboratorial.

Foram preparadas misturas binarias na propor¢do de 1:1(m:m) do 6leo da semente de E.
oleracea e dos excipientes Span 80, identificada de MB_OS e Tween 80, identificada de
MB_OT e uma mistura terciaria identificada de MT_OST. As misturas foram analisadas por

analise termogravimétrica e por espectroscopia por absorcéo na regido do infravermelho com
transformada de fourier (FTIR).
Na Figura 18, vemos os graficos na regido do Infravermelho referente as misturas fisicas

dos tensoativos com o 6leo da semente de acai e nas Figuras 19 e 20 a estrutura molecular dos
tensoativos Span 80 e Tween 80.
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Figura 18 - Estudo de compatilibidade das misturas fisicas 6leo- excipiente no FTIR

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

100 .

80 | .

T(%)

60
100
80
60 |- —
[ | —— Tween 80
40 |- [~ Tween 80]

T(%)

100 -

e

60 | L——Span 80
L | L | L | L | L | L |

T(%)
S

§i 80 —
= 6o [ [——wTosT| )
N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm™®

Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: MBOS: Mistura Binaria Oleo e Span80; MBOT: Mistura Binaria Oleo e Tween 80; MTOST: Mistura
terciaria Oleo, Span 80 e Tween 80.
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Figura 19 - Estrutura molecular do Tween 80
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Figura 20 - Estrutura molecular do Span 80
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No grafico refente a mistura binaria 6leo e Tween 80 (MB_OT), pode-se observar a
presenca das bandas relacionada aos grupos funcionais presentes nas moléculas de Tween 80
e do 6leo. Estiramento com pico forte na regido de 1747,12 cm™ caracteristico da ligacéo
dupla C=0, vibragdes de deformacdo axial de C—O na regi&o de 1101,98 cm™; concordantes
para a ligagdo éster presente tanto na estrutura geral do triglicerideo como do Tween 80, da
ligacdo O—H na regido de 3495,29cm™ e na regido de 1465,51 cm™ referente & ligagdo éter

presente da estrutura do Tween 80.

No gréfico refente a mistura binaria 6leo e Span 80 (MB_OS), pode-se observar a
presenca das bandas relacionada aos grupos funcionais presentes nas moléculas de Span 80 e
do 6leo. Estiramento com pico forte na regido de 1745,87 cm™ caracteristico da ligacdo dupla
C=0, vibragbes de deformacdo axial de C-O na regifo de 1159,32 cm™; 1114,37 cm™,
concordantes para a ligacdo éster presente tanto na estrutura geral do triglicerideo como do
Span 80, da ligagdo O—H na regido de 3461,53 cm™ e na regi&o de 1461,89 cm™ referente a

ligacéo éter presente da estrutura do Span 80.
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No grafico refente a mistura terciaria 6leo e Span 80 e Tween 80 (MT_OST), pode-se
observar a presenca das bandas relacionada aos grupos funcionais presentes nas moléculas de
Span 80, Tween 80 e do 6leo. Estiramento com pico forte na regido de 1749,39cm™
caracteristico da ligacdo dupla C=0, vibracbes de deformacdo axial de C-O na regido de
1095,40cm™ concordante para a ligacao éster presente tanto na estrutura geral do triglicerideo
como dos tensoativos Span 80 e Tween 80, da ligacdo O—H na regido de 3455,28cm™ e na
regido de 1461,23 cm™ referente & ligacéo éter presente da estrutura do Span 80 e Tween 80.

Dessa forma podemos concluir que os constituintes da mistura séo compativeis.

A analise termogravimétrica da mistura fisicas 6leo e Span 80 (Figura 21) tem o
primeiro evento térmico a 75,94°C terminando em 125,74°C com perda de 6,31% de massa
relacionado a perda de agua da mistura, o segundo evento indicando degradacdo da amostra
inicia em 359,64°C terminando em 434,06°C com perda de 85,745%.

Figura 21 - Curva TG e DTG da mistura binaria oléo e Span 80

T T T~ 1T T T 1 1 1 717 0002

- 0,000

- -0,002

I -0,004

TGA (%)
w
1

- -0,006

DrTGA (mg/min)

-0,008

1
—mg v
—— mg/min L -0.010

— T T T~ T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Temperatura °C

Fonte: Dados da pesquisa

Na mistura fisica 6leo e Tween80 (Figura 22) o primeiro evento térmico inicia a
72,77°C terminando em 137,38°C, com perda de massa de 21,96% relacionado a perda de
agua da mistura. O segundo evento inicia a 386,95°C e termina em 413,32 °C com perda de

massa de 105,19% indicando degradagéo da amostra.
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Figura 22 - Curva TG e DTG da mistura binaria 6leo e Tween 80.
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A mistuta terciaria (Figura 23) apresentou dois eventos térmicos o primeiro inicia na
temperatura de 96,88°C, terminando em 123,86°C, com perca de massa de 7,91% relacionado
a perda de agua da mistura e o segundo evento tem inicio na temperatura de 356,78°C
terminando em 433,21°C, com perca de massa de 86,94% o que indica degradacdo da
amostra.

Figura 23 - Curva TG e DTG da mistura terciaria 6leo, Tween 80 e Span 80
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Tabela 19 — Dados termoanaliticos das misturas fisicas.

Parametros Oleo semente Span80 Tween80 MB_OS MB_OT MT_OST
Termodinamicos E. oleracea

Tonset /°C 275,59 314,04 34381 359,64 386,95 356,78
Tpico /°C 389,92 354,23 370,13 386,64 392,33 385,30
Tendset /°C 418,32 415,13 413,47 434,06 413,32 433,21

Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: MB_OS: Mistura binaria 6leo e span80; MB_OT: Mistura binéria dleo e tween80; MT_OST: Mistura
terciaria 6leo, span80 e tween 80.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 19), conclui-se que os tensoativos néo
influenciaram na estabilidade térmica do 6leo da semente de acai, pois verificou-se que a
degradacdo das misturas binarias e terciaria ocorreu em temperaturas acima da temperatura de

degradacéo do 6leo da semente de E. oleracea.

5.11 Planejamento e desenvolvimento das formulagdes

A determinacdo do EHL do 6leo da semente de E. oleracea ocorreu através do
desenvolvimento de formulagbes com tensoativos de EHL conhecidos. Os tensoativos de
baixo EHL formam uma emulsdo do tipo dgua em éleo, enquanto os tensoativos de alto EHL

formam uma emulséo do tipo 6leo em agua.

A combinagdo de tensoativos melhora a estabilidade da nanoemulséo, pois a diferenga
entre 0 tamanho dos grupos principais das moléculas promove efeito sinérgico entre eles,
formando um revestimento protetor ao redor das goticulas, facilitando a quebra das mesmas
durante o processo de homogeneizacao, reduzindo a tendéncia de agregacao entre elas, além
de melhorar a dispersibilidade e solubilidade da fase continua (KOMAIKO; McCLEMENTS,
2016; CHONG et al, 2018; KOROLEVA, NAGOVITSINA ,YURTOV, 2018).

A selecdo dos tensoativos deu-se em razdo das caracteristicas lipofilicas do Span 80 e
hidrofilicas do Tween 80 além de possibilitar a formacdo de goticulas menores que outros
polissorbatos da mesma classe. Quando combinados esses tensoativos, diminuem a presséao de
Laplace, reduzindo a tensdo interfacial, possibilitando utilizar menos energia no processo de
emulsificacdo (KARAMI, KHOSHKAM, HAMIDI, 2019; KOMAIKO; McCLEMENTS,
2016).

Os tensoativos escolhidos foram misturados em propor¢fes variaveis, de modo a

originarem valores definidos e escalonados de EHL, conforme pode ser observado na Tabela
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Tabela 20 - Caracteristicas macroscdpicas e analise de centrifugacdo das formulagbes desenvolvidas para

determinar o EHL.

Experimento EHL Caracteristicas Analise de
macroscépicas Centrifugacéo

1 5,37 Homogénea Creaming

2 6,44 Homogénea N&o separou fase
3 7,51 Homogénea Creaming

4 8,58 Homogénea Creaming

5 9,65 Homogénea Creaming

6 10,72 Creaming -

7 11,79  Separacdo de fases -

8 12,86 Creaming -

9 13,93  Separacdo de fases -

Fonte: Dados da pesquisa

As formulacbes preparadas foram mantidas em repouso por 24h a temperatura

ambiente, em recipiente de vidro e hermeticamente fechado, conforme pode ser o bservado na

Figura 24. Decorridas 24h, procedeu-se a observacdo macroscopica e teste de centrifugacédo

dos experimentos.

Figura 24 - Formulagdes para calculo do EHL ap6s 24h.

Fonte: Dados da pesquisa

Né&o foi observado alteragbes de cor e odor nas formulagdes. Os experimentos 7 e 9

apresentaram separacdo de fase, onde podemos observar a presenca do 6leo da parte superior,

devido a sua densidade ser menor que a densidade da agua. Esse processo € resultado da

coalecéncia que resulta em uma desestabilizacdo de sistemas emulsionados. O inicio do

processo se da pela fusdo de uma ou mais gotas, formando gotas maiores, levando a separacao

completa de fases, processo facilitado pela diferenca de densidade entre as fases, pois as gotas

tenderdo a se concentrar no fundo ou no topo do recipiente (HO, et al., 2022; LANGEVIN,

2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359029419300391?casa_token=QffMpRmF84wAAAAA:fMOFWBB_6Dqp_WOH3m4_PaNm6MhzdhQUQvHp9JWVvYujyjFkVLS5gHIxNRQ-MAKHC56DnsLrc8U#!
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Nos experimentos 6 e 8 ocorreu a formacao de creaming, fenbmeno que ocorre quando
goticulas dispersas separam-se pela influéncia da gravidade e formam uma camada de
emulsdo mais concentrada, nesse caso na superficie da fase continua, devido a baixa
densidade do 6leo. A fase dispersa permanece no estado de glébulos, de modo que se agitada
as goticulas eram redispersas (AULTON; TAYLOR, 2016).

Os experimento 1,2,3,4 e 5 seguiram para o teste de centrifugacdo por estarem
macroscopicamente estaveis. ApOs o0 teste observou-se a formacdo de creaming nos
experimento 1,3,4 e 5 processo acelerado por forca mecéanica. Baseado nos resultados
apresentados na tabela 20 o 6leo da semente de acai apresentou EHL de 6,44, referente ao
experimento 2 que se manteve estavel, apresentando 80% de Span 80 e 20% de Tween 80 na

formulacéo.

5.11.1 Planejamento fatorial quali-quantitativo

As nanoemulsdes possuem maior potencial de agdo, estabilidade da formulagéo,
dispersdo em &gua, baixo custo e causam menor dano ao meio ambiente, principalmente no
caso de vetores que possuem parte do seu ciclo ou ambiente vivo em contato com a agua,
fazendo com que nanoformulacdes de dleos sejam muito eficientes e altamente ecoldgicas.
( ECHEVERRIA; ALBUQUERQUE, 2019).

Para o planejamento fatorial das nanoemulsdes, usou-se a concentragdo de 10,5 mg.
mL™ de 6leo de semente de acai, pois nessa concentragio ja obtivemos 100% de mortalidade
de pupas, no insaio inseticida. A porcentagem de tensoativo foi mantida, baseada no resultado
do teste de EHL do oleo.

A técnica de alta energia utilizada na obtencdo de nanoemulsdes é um método capaz
de vencer a pressao de Laplace, através de forcas capazes de romper as gotas da fase dispersa
em goticulas menores, de forma que a diferenca entre as pressdes externa e interna da gota
seja superada  (PAEZ-HERNANDEZ, MONDRAGON-CORTEZ, ESPINOSA-
ANDREWS 2019).

A ultrasonicacdo € uma técnica de alta energia, rapida e eficiente, onde as goticulas
sdo quebradas por ondas de alta frequéncia através de vibrages mecénicas e de cavitacdo, de
modo que as goticulas colapsam-se umas as outras, alcancando o tamanho de globulos
menores, além de promover melhor uniformidade do tamanho de particula e diminui¢do no
tamanho das particulas (ESPINOSA-ANDREWS; PAEZ-HERNANDEZ, 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669020308487?casa_token=OX5UJh2bIKkAAAAA:0zYdEY1K2xl3CqQkAkV1uRXDP9xs4cMy1aFPo7WUTcwMzb2EJgJ7iKMCI0AdX6O6f4VlLfRLn_A#bib0065
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-019-04086-w#ref-CR26
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As formulagbes foram avaliadas macroscopicamente no Ty e no T,3, onde ndo foi
observado alteracdo de cor e odor ou qualquer indicativo de instabilidade, as mesmas foram
entdo classificadas no T, da mais transparente para mais leitosa, de forma que os

experimentos podem ser ordenados da seguinte forma2>5>1>4>6>3>8>7>09.

A fim de verificar a estabilidade das formulagdes, as mesmas foram avaliadas pelos
testes de Indice de polidispersao (PDI), Tamanho de goticula e Poténcial Zeta no 23° dias de

preparo (Tys), 0s resultados podem ser obervados na Tabela 21.

Tabela 21 - Potencial Zeta, Tamanho de goticula e PDI avaliados no Ts.

Experimento Zeta (mV) Tamanho (nm) Intensidade - PDI
Média+DP  MédiaxDP ~ Tamanho (%)  Mmédia + DP
1 +[65] +[8] -44,9+146 206,2 £ 14,99 97,96 + 1,83 0,245+ 0,01
2 +[55] O[6] -36,6+192 1448 £ 9,23 88,43 £ 0,80 0,253+ 0
3 +[55] -[4 -29,3+0,30 243,7 £ 22,06 92,33 £ 13,27 0,252+ 0
4 0[50] +[8] -40,4+1,91 192,7 £ 37,52 93,96 * 4,36 0,244 +£0,01
5 O0[50] O0[6] -40,1+0,26 213,0+£ 13,72 100+ 0 0,202 +0
6 0[50] -[4 -48,3+1,17 180,2 £ 13,15 90,9+ 0,98 0,240 £ 0,01
7 -[45] +[8] -48,2+0,41 178,2 £ 14,42 93,63 + 1,65 0,231+0
8 -[45] +[6] -39,3+0,35 212,3 £8,17 97,96 + 1,01 0,232 £0,01
9 -[45] +[4] -457+1,10 241,4 £ 13,82 96,53 + 4,53 0,236 £ 0,01

Fonte: Dados da pesquisa.

O potencial zeta () ¢ uma propriedade fisica medida pelo potencial eletrostatico no
plano de cisalhamento, definido como a distancia a partir da superficie da particula. Na
superficie de uma particula existem duas camadas de cargas, uma fortemente ligada ao nucleo
camada de Stern e outra mais difusa (camada de Goy-Chapman) que se distribui em torno da
primeira. Quando uma particula se move, as cargas se movem com a particula enquanto
outras se separam da camada difusa. A forca necessaria para remover as particulas da camada
difusa é o potencial zeta, que é medido em mV (PIORKOWSKI, MCCLEMENTS, 2014;
MCCLEMENTS 2016).

O potencial zeta é usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou
emulsdes. Um valor de potencial zeta > +30 mV é importante para a estabilidade fisico-
quimica das emulsdes uma vez que as forcas repulsivas tendem a evitar fenbmenos de
floculacéo, precipitacdo e até mesmo separacao de fases, aumentando assim a probabilidade
de agregacdo (FRONZA, CAMPQOS, TEIXEIRA, 2004). Considerando o valor de potencial
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zeta das formulagGes no T3, apenas o experimento 3 apresentou valor menor que -30 mV, o
que pode ser um indicativo de instabilidade da formulacdo, as demais formulacdes

apresentaram potencial zeta dentro do esperado.

As formulacdes apresentaram valor de potencial zeta negativo o que pode esta
relacionado a interagcBes com 0s tensoativos nao idnicos utilizados, o que pode ter resultado na
adsorcdo de ions hidroxilas na interface 6leo/agua provenientes das ligacGes de hidrogénio da
agua com o0s grupamentos quimicos presentes no Tween 80 e na composi¢do do 6leo da
semente de E. oleracea, tornando a carga superficial da goticula de nanoemulsdo mais
negativa (PIRES, MOURA, 2017).

Contente e colaboradores (2020) descrevem valores de potencial zeta maior que -30
mV em formulacdes com 6leo do fruto de E. oleracea e variacdes dos tensoativos alcool
cetoestearilico etoxilado 200E e o Oleo de ricino hidrogenado e etoxilado. Oliveira e
colaboradores  (2016)  desenvolveram  nanoemulsbes com 6leo de  Pterodon
emarginatus Vogel e variagdes de Tween 80 e Span 80 como tensoativos, obtendo valores de
potencial zeta maior que -30 mV ap6s 60 dias de preparo, dados que corroboram com 0s

resultados apresentados na pesquisa.

O indice de polidispersidade (PDI) é usado como um fator para determinar a
estabilidade da nanoemulsdo, sendo uma medida de distribuicdo do tamanho das goticulas, em
uma faixa de 0,1 a 1. Quando o resultado esta préximo a zero, significa que a populacdo da
amostra € mais homogénea, proporcionando uma alta estabilidade cinética do sistema, valores
entre 0,1 e 0,2 indicam uma distribuicdo estreita e indices acima de 0,5 uma distribuicdo mais
ampla e baixa estabilidade (AGRAWAL, MADDIKERI, PANDIT, 2017).

A avaliacdo PDI no Ty variou de 0,202 a 0,253, estando dentro da faixa que indica
uma estreita distribuicdo entre elas, indicando formulacdes estaveis. Quanto menor o tamanho
de particula e o indice de polidispersidade, mais estavel serd o sistema (KIM; PARK; LIM,
2015). De acordo com Walker, Decker, McClements (2015), a estabilidade das goticulas
depende de fatores como tamanho inicial da goticula, concentragdo de tensoativo e método de

obtencéo.

O tamanho da goticula interfere significativamente na estabilidade do sistema
formado, se hd aumento no tamanho pode haver coalescéncia, se hd diminuicdo pode
favorecer a ocorréncia do amadurecimento de Ostwald por meio da difusdo do contetdo
lipofilico de goticulas menores para as maiores através da fase externa do sistema

emulsionado, o que causa o crescimento da goticula (CAPEK, 2004), as quais podem ser
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evitadas, segundo alguns autores (JANG et al., 2019) pela adicdo de triglicerdis na fase

oleosa.

O tamanho de goticula das nanoemulsdes no T,z variou de 144,8 a 243,7nm. As
nanoemulsdes apresentam tamanho de goticula que varia de 20 a 500nm, sendo que
nanoemulsédo com uma faixa de tamanho de 50 a 200 nm forma uma solucdo transparente, e
um tamanho de até 500 nm da uma aparéncia leitosa ou turva ( JAFARI, HE, BHANDARI,
2006; GAZOLU-RUSANOVA et al., 2020).

A formulacéo referente ao experimento 2 com tamanho de goticula de 144,8 no Ty
foi a que apresentou coloracdo mais transparente em relacdo a todas as outras, o que corrobora
com a literatura, que relaciona tamanho de goticula com caracteristicas aparente das

nanoemulsoes.

Os resultados das variaveis dependentes PDI, Poténcial Zeta e Tamanho de Goticula
no T,z foram avaliados estatisticamente por ANOVA e ndo houve diferenca estatistica entre

os resultados, como podemos observar nas Tabelas 22, 23 e 24.

Tabela 22 - Analise estatistica da variagdo de poténcia e tempo no comportamento do PDI da nanoemulséo.

Fator SS Df MS F p

Fator A: poténcia (L) 0,000294 1 0,000294 0,898599 0,413092
Fator A: poténcia (Q) 0,000044 1 0,000044 0,133126 0,739417
Fator B: tempo (L) 0,000323 1 0,000323 0,986218 0,393871
Fator B: tempo (Q) 0,000228 1 0,000228 0,695514 0,465487
Fator A (L) x Fator B (L)  0,000020 1 0,000020 0,061893 0,819587
Erro 0,000982 3 0,000327

Total SS 0,001890 8

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: SS: Soma dos quadrados; Df: graus de liberdade; MS: quadrados médios.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856421003155?casa_token=sYXFf2_dXaMAAAAA:hs6GY92i3tBIeIaoxAutz8xZ8sCXHHAypRNghBSVPOLMdEiZSxRWq-QGbtXsjIkgZOvyRn2gMOY#bb0215
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Tabela 23 - Analise estatistica da variacdo de poténcia e tempo no comportamento do Tamanho de goticula da

nanoemulsdo.

Fator SS Df MS F p

Fator A: poténcia (L) 2116,882 1 2116,882 1,596599 0,295650
Fator A: poténcia (Q) 279,267 1 279,267  0,210630 0,677484
Fator B: tempo (L) 144,060 1 144,060 0,108653 0,763357
Fator B: tempo (Q) 319,202 1 319,202  0,240749 0,657314
Fator A (L) x Fator B (L) 1095,610 1 195,610 0,826333 0,430354
Erro 3977,608 3 1325,869

Total SS 7932,629 8

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: SS: Soma dos quadrados; Df: graus de liberdade; MS: quadrados médios.

Tabela 24 - Analise estatistica da variacdo de poténcia e tempo no comportamento do Poténcial Zeta da

nanoemulséo.

Fator SS df MS F p

Fator A: poténcia (L) 41,0817 1 41,0817 1,716936 0,281381
Fator A: poténcia (Q) 101,2939 1 101,2939 4,233400 0,131809
Fator B: tempo (L) 0,6667 1 0,6667 0,027862 0,878050
Fator B: tempo (Q) 0,8022 1 0,8022 0,033527 0,866391
Fator A (L) x FatorB (L) 81,9025 1 81,9025 3,422971 0,430354
Erro 71,7819 3 23,9273 0,161404
Total SS 297,5289 8

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: SS: Soma dos quadrados; Df: graus de liberdade; MS: quadrados médios.

As formulacdes escolhidas para o teste de estabilidade basearam-se entdo nas que
apresentaram maior uniformidade de popula¢des de goticulas no T3, considerando como uma
Unica populagdo acima de 97%, sendo os experimentos 1, 5, 8, conforme pode ser observado
nas figuras 25, 26 e 27 que representam os graficos tamanho de goticula em relacdo a

intensidade.



Figura 25 - Grafico refrente ao tamanho de goticula em relacdo a intensidade do experimento 1.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 26 - Grafico refrente ao tamanho de goticula em relacdo a intensidade do experimento 5.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 27 - Gréfico refrente ao tamanho de goticula em relagéo & intensidade do experimento 8.
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Os experimentos 2, 4, 6, 7 e 9 apesar de apresentarem tamanho de goticula dentro do
esperado, quando avaliados em razdo da porcentagem dessa populacdo é possivel observar a
presenca de mais de uma populacéo, o que pode ser um indicativo de instabilidade do sistema

emulsionado.

5. 12 Estabilidade Acelerada

As formulagdes escolhidas para o teste de estabildiade foram denominadas de F1
(referente ao experimento 1), F2 (referente ao experimento 5) e F3 (referente ao experimento
8). Os resultados de estabilidade apresentados até 0 momento sdo preliminares, pois o teste

tera continuidade apds a defesa deste trabalho.

5.12.1 Analise macroscopica e pH

As formulagdes foram avaliadas no TO e T15 quanto ao pH e macroscopicamente logo
apos o preparo (T0), apos 7 dias (T7) e 15 dias (T15), conforme pode ser observado na Tabela
25. Os resultados da estabilidade até o décimo quinto dia, quanto a analise das caracteristicas

macroscopicas (aspecto e cor) e pH ndo demostraram alteracGes nas nanoemulses.

Tabela 25 — Parametros de pH e analise macroscopica da nanoemulséo.

Parametros | Exp. TO T7 T15
F1 5,66 - 5,89
pH F2 6,23 - 6,15
F3 5,45 - 5,60
F1 Homogénea Homogénea  Homogénea
Aspecto F2 Homogénea Homogénea  Homogénea
F3 Homogénea Homogénea  Homogénea
F1 Braco leitoso  Braco leitoso  Braco leitoso
Cor F2 Braco leitoso  Braco leitoso  Braco leitoso
F3 Translucida Translucida  Translucida

Fonte: Dados da pesquisa.

Emulsdes com 6leos vegetais podem exibir um decréscimo do pH devido a hidrolise
dos ésteres de acidos graxos em acidos graxos livres que é o produto majoritario de
degradacdo, indicando reacdes de degradacdo do 6leo (MASMOUDI et al., 2005), até o

décimo quinto dia o valor de pH néo sofreu alteracéo.
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5.12.2 Medig0es de potencial Zeta, Indice de polidispercao e Tamanho de goticula

A andlise do perfil da distribuicdo de particulas durante o teste de estabilidade permite
acompanhar o comportamento das goticulas evidenciando fendmenos de instabilidade. As
formulacdes foram avaliadas quanto ao indice de polidispersividade, tamanho de goticula e
poténcial zeta, no TO, T7 e T15.

O indice de polidispersividade (PDI) das formulacdes pode ser observado na Tabela
26, seus valores indicam uma distribuicdo estreita e homogénea das goticulas, tendo em vista
que no T15 estdo na faixa de 0,197 a 0,299, sendo consideradas estaveis (AGRAWAL,
MADDIKERI, PANDIT 2017).

Tabela 26 — Avaliacdo do indice de Polidispersividade (PDI) no teste de estabilidade acelerada.

PDI Média + DP
Exp. TO T7 T15
F1 0,216 +0,01 0,201+0,02 0,211 +0,00
F2 0,200+0,02 0,172+0,03 0,197 £0,01
F3 0,305+0,02 0,369+0,01 0,299+0,01
Fonte: Dados da pesquisa.

Na Tabela 27 pode-se observar o tamanho das goticulas das formulagdes, a F3
apresentou uma ampla variagdo durante o periodo de analise 0 que pode ser indicativo de
instabilidade da formulacdo podendo levar a coalescéncia ou amadurecimento de Ostwald
(CAPEK, 2004), as formulacGes F1 e F3 ndo apresentaram ampla variagdo, permanecendo
estaveis até o décimo quinto dia de estudo.

Tabela 27 - Avaliacdo do Tamanho de goticula no teste de estabilidade acelerada.

Tamanho (nm) Média = DP
EXp. TO T7 T15
F1 237,46 £6,82 248,40+ 17,86 246,40 + 38,03
F2 240,40 £4,19 23596+7,62 253,66+ 7,48
F3 59,74 +4,06 140,25+2,75 63,46 £0,87
Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme pode ser observado na Tabela 28, o poténcial Zeta no T15 das trés
formulacdes estd abaixo de -30mV, o que pode ser um indicativo de instabilidade para alguns
autores (FRONZA, CAMPOS, TEIXEIRA, 2004). Para Lieberman, Rieger, Banker (1988)
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apenas valores menores que =25mV podem ser considerados como indicativos de que as
forcas atrativas excedem as forcas repulsivas, e as particulas se juntam levando a floculacéo,
de forma que a formulacdo F3 no T15 apresenta inicio de um processo de instabilidade da
nanoemuls&o.

Tabela 28 - Avaliacdo do Poténcial Zeta no teste de estabilidade acelerada.

Zeta (mV) Média + DP
EXxp. TO T7 T15
F1 -35,06+3,23 -33,66+0,75 -28,50+0,62
F2 -38,06 £1,87 -31,43+0,28 -26,70+0,81
F3 -23,06 £2,38 -34,80+2,45 -24,60+0,35
Fonte: Dados da pesquisa.

5.13 Atividade larvicida da nanoemulsédo contendo 6leo da semente de E. oleracea frente

Aedes aegypti

O teste larvicida preliminar da nanoemulsdo contendo 6leo da semente de acai foi

realizado na concentragdo de 0,35mg mL , os resultados podem ser obervados na Tabela 29.

Durante todo o experimento as larvas encontravam-se incapazes de subir a superficie,
e com pouca mobilidade logo nas primeiras horas de experimento. A morte das mesmas foi
observada em 48h, caracterizando a nanoemul¢do como um larvicida de acéo lenta (OMS,

2005).

Tabela 29 - Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti, expostas a nanoemulsdo a base de Euterpe

oleracea, em relacdo ao tempo de exposicao.

Concentracdes Mortalidade (%)
(mg mL™) 1h 2h 4h 8 h 16 h 24 h 48h
0,35 0,00 0,00 0,42 0,00 1,67 0,00 32,91
10,5 0,00 0,00 0,00 6,67 0,00 63,33 93,33
Controle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Fonte: Dados da pesquisa
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CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos, podemos inferir que:

As caracteristicas fisico-quimicas do o6leo ndo foram alteradas pelo método de
extracdo, principalmente mantendo um baixo indice de A&cidez; Apresentou-se

termicamente estavel até 155°C.

O perfil fitoquimico do 6leo de E. oleracea por andlise qualitativa apresentou os
seguintes compostos marjoritarios: Acido hexadecanoico, (Z) 6-Pentadecenol;

O oleo da semente de E. oleracea apresentou média de 28% de acidos graxos
saturados e 72% de insaturados. O acido linoléico mostrou-se majoritario,
representando valor médio de 38,65%.

N&o foi observada atividade citotdxica frente as células analisadas.

A atividade larvicida frente Aedes aegypti foi verificada no intervalo de concentragéo
de 1,7 a 6,8 mg mL™ da emulséo e atividade pupicida no intervalo de concentracdo de
3,5a 13,6 mg mL™ contendo 6leo da semente de E. oleracea;

O 6leo da semente de E. oleracea foi considerado seguro para mamiferos, pois néo foi
observado nenhum obtito no teste de toxicidade aguda.

Né&o foi identificado incompatibilidade entre o 0leo e os excipientes da formulacao.

As melhores formulacdes relacionadas ao planejamento experimental foram os
experimentos 1, 5 e 8, apresentando melhores resultados de PDI, zeta e tamanho de
goticula.

A estabilidade acelerada preliminar da nanoemulsdo mostrou que as formulagdes 1 e 2
mantiveram-se estaveis até a avaliacdo no T15.

A atividade larvicida da nanoemulsdo frente Aedes aegypti foi verificada apos o
periodo de 48h.

Dessa forma, podemos inferir que ao final do estudo foi desenvolvido um larvicida de
origem vegetal e inovador como uma alternativa promissora para o controle do Aedes
aegypti, utilizando como materia prima a semente de E. oleracea que € considerado
um residuo sélido urbano, contribuindo para sua reducéo e agregando valor a cadeia

de comercializacdo da espécie.
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PERSPECTIVAS

o Realizar a atividade antioxidante celular do 6leo de E. oleracea;

e Realizar avaliagdo microbioldgica da nanoemulséo.

e Realizar estudo de fotoestabilidade da nanoemulsdo a base do 6leo da semente de E.
oleracea.

e Finalizar o teste de estabilidade acelerada da nanoemulséo a base do 6leo da semente
de E. oleracea.

e Realizar estudo de estabilidade longa duracdo da nanoemulsdo a base do éleo da
semente de E. oleracea.

e Realizar o teste de repeléncia frente Aedes aegypti com nanoemulsdo a base do 6leo da
semente de E. oleracea;

e Realizar o teste de ecotoxicidade da nanoemulsdo a base do 6leo da semente de E.

oleracea;
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APENDICE A — Tabela estatistica

Tabela A1l. ANOVA do rendimento obtido do 6leo da semente de E. oleracea por ultrassom

dos experimentos 5, 6 e 7.

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Linhas 0,441689 2 0,220844 0,839358 0,496158 6,944272
Colunas 0,053689 2 0,026844 0,102027 0,905281 6,944272
Erro 1,052444 4 0,263111

Total 1,547822 8
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Ciéncias da Sadde

Arboviroses no Brasil transmitidas por Aedes ae-
gipty: dados epidemiologicos e manejo do vetor

Stéfani Ferreira de Oliveira!, llka do Nascimento Gomes Barbosa?, Thdmara
Carallyne de Luna Rocha?, Larissa Aradjo Ralimd, Rosall Maria Ferreira da Silva®,
Keyla Emanuelle Ramos de Holandas, Pedro José Rolim MNeto”

As arboviroses sdo doencas virais fransmitidas pela saliva contaminada de artr-
podes hematdfagos durante o repasto sanguineo. A dengue, o zika virus & a
chicungunya so arboviroses transmitidas pela picada da fémea do mosquita
Aedes aegypty. O nimero alto de casos, dbitos e transmissGo vertical da mae
para o feto nos Ultimos anos no Brasil & preocupante. Com circulacdo principal-
mente em grandes centros urbanos, o controle do A. aegyply tem constituido
um importante desafio, uma vez que as técnicas utilizadas ndo conseguem a
eradicacdo do mosquita. Os principas métodos de controle do mosquito sao
o uso de inssticidas quimicos & a eliminacdo ou contrale de habitats, uma vez
que ainda ndo fal desenvolvida vocina. O uso indiscriminado de inseticidas qui-
micos fez com que surgissem populacdes de insetos resistentes, fazendo com
que haja uma busca maior para substitutos. As plantas tem se mostrade uma
troca alternativa, pois apresentam substancias bioativas em sua composicao,
com diversas atividades farmacoldgicas, servindo para o desenvolvimento de
urm grande nomero de produtos naturais de interesse comercial. Os inseficidas
vegetais possuem um alto potencial por apresentarern compostos estrutural-
mente diferentes e complexos, o que pode diminuir ou retardar a chance de
rasisténcia. Outras vantagens se da a facil degradacdo de seus constituintes,
menor toxicidade ao homem & uma altemativa mais segura para o meio ambi-
ente.

Palavraschave: Aedes aegyply; larvicidas; inseticidas vegetais.
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APENCIDE E — Artigo submetido

Artigo submetido para a revista Experimental Parasitology.

Titulo: Emulsion from Euterpe oleracea (acai) seed oil: activity and safety study against
Aedes aegypti

Autores: Stéfani Ferreira de Oliveira 1; Rdmulo Carlos Dantas da Cruz 2; Larissa Aradjo Rolim 3; Jorge
Vinicius Fernandes Lima Cavalcanti 4; lvone Antbnia de Souza 2; Rosali Maria Ferreira da Silva 1; Keyla
Emanulle Ramos de Holanda5; Pedro José Rolim Netol

Abstract: Euterpe oleracea is an oilseed found in the Amazon, the oil from this seed is a
promising raw material for several industries. Zika , Chikungunya and Dengue, whose vector
is Aedes aegypti, are public health problems and their main form of control is the use of
insecticides. The objective was to obtain and physicochemical characterization of acai seed oil
and to evaluate its activity against Aedes aegypti . Physicochemical characterization, FTIR ,
thermal analysis and determination of fatty acids by GC of the oil, larvicidal and pupicidal
activity of an emulsion containing E. oleracea seed oil were performed. front Aedes aegypti
and acute toxicity of the emulsion . The physical and chemical parameters are within the
expected in the literature . The oil was thermally stable up to 304.48°C, with a melting peak at
25.22°C . The fatty acid profile had an average of 72% unsaturated fatty acids. Infrared
spectroscopy showed stretches referring to the general structure of the triglyceride . Larvicidal
and pupicidal activity was verified against Aedes aegypti and it was not found to be toxic to
mammals after the acute toxicity test .

Keywords : acai; insecticide; emulsion; fixed oil.
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