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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo interesterificar por via enzimdtica o 6leo de buriti utilizando
a lipase Lipozyme TL IM e produzir nanoemulsdes a partir do 6leo interesterificado e nao
interesterificado em dois diferentes tempos de reacdo. O 6leo foi caracterizado quanto a
composi¢do em acidos graxos, triacilglicerois, tocoferodis, esterdis e compostos fendlicos. O
6leo interesterificado diferiu do 6leo cru devido a modificag@o da distribui¢do dos dcidos graxos
saturados e insaturados nas posicdes do triacilglicerol; no entanto, os compostos minoritarios
apresentaram resultados semelhantes entre os 6leos caracterizados. Apds essa etapa foram
produzidas trés nanoemulsdes (NBO, NBOgn € NBO24n) acondicionadas em duas temperaturas
(4 °C e 25 °C) e caracterizadas por 30 dias. As nanoemulsdes produzidas com o Oleo
interesterificado (NBOgh € NBO24n) apresentaram tamanho médio de goticulas, entre 270 e 196
nm na temperatura ambiente, respectivamente. Inicialmente, observou-se que as goticulas das
nanoemulsdes armazenadas sob refrigeracdo sofreram coalescéncia ao longo do tempo, de
acordo com as imagens microscopicas. Por outro lado, na nanoemulsdao do dleo de buriti
interesterificado por 24 horas observou-se efeito positivo quanto a Capacidade Radical de
Absor¢io de Oxigénio (ORAC), que pode proteger moléculas de compostos minoritdrios contra
a degradacdo quimica. Quanto a estrutura cristalina, observou-se que existem duas formas
polimérficas predominantes 3 + ’ que ajudam a detectar uma estrutura estavel para veiculagao
de substancias com fins benéficos a saide. Numa mesma condi¢do de processo foi avaliado o
potencial antimicrobiano das nanoemulsdes. Os resultados mostraram que as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram potencialmente inibidas numa concentragio
de 6,25 mg. mL! de NBOa4n. Ocorreu, porém, atividade bacteriostatica, ou seja, houve reducio
de mais de 50% de células viaveis. Dessa forma, € possivel desenvolver nanoemulsoes de 6leos
interesterificados que apresentam menor tamanho de goticulas, baixa taxa de oxidacdo, alta
capacidade antioxidante e podem melhorar a inibicdo de bactérias patogénicas em sistemas

bioldgicos.

Palavras-chave: sistemas coloidais, biotransformagdo enzimética, capacidade antioxidante,

atividade bioldgica.



ABSTRACT

This work aimed to enzymatically interestify buriti oil using Lipozyme TL IM lipase and
produce nanoemulsions from non-interesterified oil and non-interesterified oil in two different
reaction times. We characterized the oil by its composition in fatty acids, triglycerides,
tocopherols, sterols, and phenolic compounds. Interesterified oil differed from crude oil due to
the modification of the distribution of saturated and unsaturated fatty acids in triacylglycerol
positions; However, minority compounds showed similar results among the characterized oils.
After this stage, we produced three nanoemulsions (NBO, NBOgh, and NBOz4n), packed in two
temperatures (4 °C and 25 °C) and characterized them for 30 days. Nanoemulsions produced
with interesterified oil (NBOgh and NBO24n) showed an average droplet size between 270 and
196 nm at room temperature, respectively. Initially, we observed that the nanoemulsion
droplets stored under refrigeration were coalesced according to microscopic images. On the
other hand, nanoemulsion of interesterified buriti oil for 24 hours showed a positive effect on
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), which can protect minority compound
molecules against degradation. As for the crystalline structure, we observed two predominant
polymorphic forms § + 3’ that help to detect a stable structure for use in food products. We also
evaluated the antimicrobial potential in the same process condition. Staphylococcus aureus and
Escherichia coli bacteria were found to be best inhibited at a concentration of 6.25 mg. mL’!
of NBO24n. However, bacteriostatic activity occurred, i.e., there was a reduction of more than
50% of viable cells. Therefore, it is possible to develop nanoemulsions of interesterified oils
that may have smaller average droplet size, low oxidation, high antioxidant capacity and

improve the inhibition of pathogenic bacteria in biological systems.

Keywords: colloidal systems, enzymatic biotransformation, antioxidant capacity, biological
activity.
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INTRODUCAO GERAL

A busca por novas fontes lipidicas que atendam as necessidades mercadoldgicas
como fontes dietéticas, de qualidade funcional e nutricional, e que além dessas propriedades
ainda tenham a capacidade de prevenir doencas, tem sido crescente na industria alimenticia
brasileira (RIBEIRO et al., 2007, FATHI et al., 2012)

O buriti (Mauritia flexuosa L. f.) € fruto de palmeira nativa do Brasil encontrada na
regido centro-norte do pafs, mais precisamente na regido da Amazodnia, a qual normalmente
cresce em dreas periodicamente inundadas (FREITAS et al., 2017).

Do fruto do buriti € extraido o 6leo que, sob o aspecto nutricional, € uma excelente
fonte de compostos bioativos, como carotenoides, em especial B-caroteno. Esse fruto possui
ainda alta concentracio de acidos graxos monoinsaturados, majoritariamente o acido oléico,
assim como quantidades importantes de tocoferdis e fitoesterois. Sabe-se que esses
antioxidantes sugerem potencial de utilizacdo deste 6leo como alternativa terapéutica,
cosmética e bioldgica com atividade antimicrobiana. (BATISTA et al., 2012; COSTA et al.,
2010; DE ROSSO; MERCADANTE, 2007; SPERANZA et al., 2018; ZANATTA et al., 2010).

Diante de algumas evidéncias, estudos com 6leos e gorduras reportaram que o uso
de reagdes de interesterificacdo podem ocasionar modificagdes nas propriedades nutricionais e
bioldgicas com beneficios a saude. A estratégia de modificar os 6leos em gorduras para fins
funcionais, nutricionais e tecnoldgicos inclui a interesterificacdo quimica ou enzimdtica. A
interesterificacdo quimica, embora seja uma tecnologia hd muito tempo dominada pela
inddstria, apresenta desvantagens devido a falta de especificidade, o que acaba conduzindo a
uma distribuicdo aleatéria dos dcidos graxos no triacilglicerol (RIBEIRO et al., 2007,
SPERANZA e MACEDO, 2012).

Uma alternativa vidvel para a desvantagem da interesterificacdo quimica foi a
interesterificacdo enzimdtica, que € uma técnica disponivel para melhorar as propriedades
fisico-quimicas de 6leos e gorduras. A reacdo de interesterificacdo enzimatica é catalisada por
lipases, que oferecem maior controle sobre a distribuicdo posicional de dcidos graxos no
produto final, trabalham sob condi¢des brandas de temperatura (entre 40 a 45°C) e conservam
os componentes minoritirios nos 6leos. Além disso, nessa reagdo € possivel produzir lipidos
com caracteristicas antimicrobianas que podem influenciar diretamente a propriedade obtida

nas emulsdes formuladas a partir do 6leo de buriti (SPERANZA et al., 2015).
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Alguns estudos demonstraram que existe uma estreita relacao entre as propriedades
fisico-quimicas de nanoemulsdes e potenciais efeitos como agentes antimicrobianos (CHANG;
MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS, 2013; KADRI et al., 2017).

Do ponto de vista fisico-quimico, as emulsdes do tipo 6leo em dgua (O/A) sdo
pequenas goticulas esféricas de um liquido disperso (fase 6leo) em um liquido continuo (fase
dgua) e sdo bastante usadas em aplicacdes industriais. O desenvolvimento de nanoemulsdes,
contudo, consiste em propriedades especiais em relacdo as demais. O tamanho das goticulas
das nanoemulsdes convencionais apresenta didmetros na escala entre 10 a 200nm, revestidas
por uma camada tUnica de componentes emulsificantes que estabiliza contra agregacdo das
goticulas (GUPTA et al., 2016; MCCLEMENTS, 2010, 2011; TADROS et al., 2004).

Recentemente, a nanotecnologia se tornou um dos principais campos de estudo para
melhorar a biodisponibilidade de nutrac€uticos em nanoparticulas (CHEONG; TAN; NYAM,
2016; CHO et al., 2014; SALVIA-TRUJILLO et al., 2015a). Do ponto de vista tecnolédgico,
produzir sistemas nanoemulsificados a partir do 6leo de buriti bruto e interesterificado pode ser
uma alternativa promissora, possibilitando um produto de alto valor agregado e de relevancia
econOmica, pelo simples fato de que o dleo de buriti possui propriedades nutricionais e
bioldgicas ja conhecidas. Os Sistemas de nanoemulsdes (NE) em sua composicio apresentam
um lipidio liquido (6leo), uma fase aquosa e um agente surfactante. (TAMIJIDI et al., 2013).

Dentre outras particularidades da nanoemulsdo destaca-se a atividade
antimicrobiana. Sdo raras, porém, as investigacOes sobre esse assunto quando o objeto de estudo
sdo Oleos vegetais fixos correlacionados a atividade antimicrobiana. Diante desta lacuna, nosso
grupo de pesquisa observou o potencial biologico de emulsdes formuladas com 6leos de buriti
interesterificados com forte influéncia na atividade antimicrobiana. (SPERANZA et al., 2015).
Qualquer que seja a aplicagdo, o conhecimento das propriedades do 6leo nanoemulsificado

como potencial antimicrobiano com funcao bioldgica ainda € incipiente.

Esse trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar nanoemulsdes de dleo de
buriti (Mauritia flexuosa L.f.) bruto e interesterificado, avaliando suas atividades bioldgica e
antimicrobiana. Além disso, houve o interesse em realizar as reagdes de interesterificacao
enzimdtica do O6leo de buriti com lipase comercial (Lipozyme TL-IM); caracterizar
quimicamente o 6leo de buriti bruto e interesterificado; formular as nanoemulsdes (NE) com os
dois Oleos, de buriti bruto e buriti interesterificado; avaliar a capacidade antioxidante via
sequestro de radicais livres das nanoemulsdes do 6leo de buriti bruto e interesterificado e avaliar

o efeito quanto ao potencial antimicrobiano atuando em células microbianas patogénicas.
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A apresentacdo dessa tese e os principais resultados estdo organizados em trés
capitulos.

No primeiro capitulo € apresentada uma revisao bibliografica que envolve os 6leos
e gorduras, interesterificacdo, nanoemulsdes e atividade bioldgica.

O segundo capitulo ¢ baseado no artigo “Improving the chemical properties of
Buriti oil (Mauritia flexuosa L.f.)”, publicado na revista Grasas y Aceites, o qual descreve a

caracterizacdo quimica do 6leo de buriti bruto e 6leo de buriti por interesterificacdo enzimatica.

O terceiro capitulo é baseado no artigo “Physicalchemical characterization and
antimicrobial activity in novel systems containing buriti oil and structured lipids
nanoemulsions”, publicado na revista “Biotechnology Reports”, que descreve a produgdo e
caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes e o efeito da insteresterificagdo quanto ao

potencial bioldgico.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA - OLEOS VEGETAIS EXOTICOS COMO
FONTE ALTERNATIVA AOS OLEOS VEGETAIS CONVENCIONALIS.

Karina Magna M. Ledo?; Paula Speranza?®, Gabriela Alves Macedo?®

iDepartamento de Alimentos e Nutricdo — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia de Alimentos - CEP: 13083-862 Campinas, SP, Brasil, telefone: +55 (19) 3521-
4085 — e-mail: (kmagnaleao @gmail.com).

Artigo a ser submetido na revista “Natural Product Research”
RESUMO

Os lipidios, de uma forma geral, sdo grupos de compostos que englobam os 6leos e gorduras.
Apresentam papel vital mediante o fornecimento de 4cidos graxos essenciais € vitaminas
lipossoluveis. Os lipidios sdo aplicdveis em diversas industrias, no entanto novas fontes
lipidicas tém sido abordadas devido ao crescimento populacional, ao desenvolvimento
econOmico e a busca por novas fontes dietéticas. A interesterificacdo é uma técnica de
modificacdo da composicao de triacilglicerol de 6leos e gorduras bastante utilizada, que produz
bases lipidicas desejaveis de cristalizagdo, microestrutura e propriedades fisicas para aplicagdo
em produtos com valor agregado. Desta forma, ha viabilidade em usar o 6leo de buriti, que tem
aspecto nutricional como outros 6leos vegetais importantes por atuar como antioxidantes
naturais e contribuir positivamente em sistemas de nanoemulsdo para aplicacdes nas industrias.
Assim, a viabilidade em usar o 6leo de buriti em sistemas de nanoemulsio parece ser promissora
quanto ao potencial bioldégico.

Palavras-chave: 6leo de buriti, interesterificacdo enzimatica, potencial bioldgico

ABSTRACT

Lipids are generally groups of compounds that comprise oils and fats. They play a vital role by
providing essential fatty acids and fat-soluble vitamins. Lipids are applicable in many
industries, however, new lipid sources have been approached due to population growth,
economic development and the search for new dietary sources. Interesterification is a widely
used technique for modifying the triacylglycerol composition of oils and fats, which produces
desirable lipid bases of crystallization, microstructure and physical properties for application to
value-added products. Thus, it is feasible to use buriti oil, which has a nutritional aspect like
other important vegetable oils because it acts as natural antioxidants and contributes positively
to nanoemulsion systems for industrial applications. Thus, the feasibility of using buriti oil in
nanoemulsion systems appears to be promising for biological potential.

Keyword: buriti oil, enzymatic interesterification, biological potential
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1 INTRODUCAO

Os 6leos e gorduras sdao usados pela humanidade hd milénios como insumos para
diversas dreas industriais devidos aos seus principais compostos quimicos e seus efeitos
benéficos a satde. Os processos tecnoldgicos envolvidos para obtenc¢do e caracterizacdo desses

lipidios sdo amplamente estudados.
1.1 Oleos e gorduras

Os lipidios, de uma forma geral, sdo grupos de compostos que englobam os 6leos e
gorduras. Estes, por sua vez, sdo nutrientes indispensaveis na dieta humana, apresentando papel
vital mediante o fornecimento de &4cidos graxos essenciais. Além disso, participam como
estrutura da membrana bioldgica, atuam como agentes emulsificantes no trato gastrointestinal,
fornecem energia e agem como veiculo para as vitaminas lipossoluveis A, D, E e K (O’BRIEN,

2009; DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Do ponto de vista quimico, 6leos e gorduras sdo misturas de um amplo nimero de
compostos de triacilglicerois (TAGs), que s@o ésteres de glicerol e 4cidos graxos e representam
cerca de 96 a 98% desses compostos. Adicionalmente, os monoacilglicerois (MAGS),
diacilglicerois (DAGs), 4cidos graxos livres (AGL), fosfolipidios, glicolipidios e esterois
encontram-se solubilizados na matriz triacilglicerélica (O’BRIEN, 2009; MICHALSKI et al.,
2013). O tipo e a localizagdo dos dcidos graxos na molécula do glicerol definem as
caracteristicas fisicas e quimicas dos 6leos e gorduras, seu destino metabdlico e beneficios a

satide (OSBORN; AKOH, 2002).

De acordo com dados da FAO (2016) houve aumento de 5% da producao global de
6leos e gorduras e um crescimento de 3% no consumo desses lipidios durante os anos de 2016
e 2017 (DEL MUNDO; SUTHEERAWATTANANONDA, 2017). Atualmente a ciéncia dos
alimentos, integrada a engenharia de novos processos, busca por inovacoes tecnoldgicas de
produgdo, com processos que atendam as necessidades do mercado de consumo de 6leos e

gorduras (GUEDES et al., 2014).
1.2 Oleos vegetais

Os 6leos sao matéria-prima com aplicacdo em diversas industrias, entre elas as de

alimentos, quimica, cosmética e farmac€utica. A maioria dos 6leos de origem vegetal sdo
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obtidos de sementes de plantas cultivadas em climas relativamente temperados; outras, no
entanto, sdo de arvores oleaginosas de climas quentes e o 6leo é extraido da polpa do fruto
(O’BRIEN, 2009). Segundo relatérios da FAO (2018) a producdo de commodities das
oleaginosas como soja, girassol, canola, milho e palma para produ¢do dos seus 6leos na safra
2018/2019 teve previsdo de crescimento em torno de 4,6% em relagdo aos ultimos anos,
destacando-se os maiores produtores como China, India, Rissia, Maldsia, Brasil e Indonésia.
Além disso hd um crescimento continuo nas principais regides consumidoras de 6leo e uma
demanda sustentada pelo setor do biodiesel que também impulsionou o crescimento do

consumo de varios 6leos vegetais (DIVISION, 2018).

Alguns 6leos vegetais de maior producdo no Brasil encontra-se o dleo de soja,
seguido dos o6leos de girassol, canola, amendoim etc, (ABOVE, 2018). Nos tltimos anos
descobertas de novas fontes lipidicas tém sido abordadas devido ao crescimento populacional
e ao desenvolvimento econdmico, além de constituirem excelente fonte dietética, com potencial
nutricional, de prevencao a doencas, propriedades bioldgicas e até antimicrobianas (LI et al.,
2015; SANTOS et al., 2018; SPERANZA et al., 2015).

O extrativismo de 6leos naturais como agai, pataud, andiroba, tucuma, palma, dendé
¢ presente na biodiversidade da regido AmazoOnica, representam uma alternativa para o
desenvolvimento local devido ao alto valor antioxidante agregado, qualidade nutricional e
potencialidade para produgdo de cosméticos, dentre eles, destaca-se o buriti que apresenta uma
composi¢do importante de dcido graxo monoinsaturado. A Tabela 1 s@o apresentados alguns
Oleos vegetais com composi¢ao de dcidos graxos insaturados. Do ponto de vista dos compostos

minoritdrios, muitos 6leos sio ricos em substancias que possuem constituintes antioxidantes.



Tabela 1. Composi¢do em 4cidos graxos de diferentes 6leos vegetais
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Oleos vegetais C16:0 C16:1 Ci18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 aplicacao industrial maiores produtores
, Farmacéutica, Brasil, Peru,
Oleo de buriti 18,50 0,10 1,30 70,30 5,20 6,50 -
cosmeética e alimento. Venezuela e Guiana
, Nutricionais, cosmética  Peru e sudoeste do
Oleo Sacha 4,67 - 3,81 10,45 36,80 50,41 -
e farmacéutica. Brasil
. Alimentos e China, Japao, Vietna
Oleo de perilla 4,11 0,11 1,87 16,65 14,32 61,93 0,18
farmacéutica.
i Alemanha, Franca e
Oleo de uva 7,04 0,13 3,59 15,01 73,26 0,39 0,17 Alimentos, cosmética 1l
talia
i Cosmética, sabao e Malasia e
Oleo de dendé 38.99 - 5,00 43,16 11,54 0,35 -
farmacéutica. Indonésia
Alimentos, tintas e India
Oleo de linhaca 5,88 0,10 4,62 20,06 14,80 52,94 0,17 vernizes.

Fonte: Base de dados Sciencedirect (Jan/ 2019).
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1.3 Oleo de Buriti

O 6leo do Buriti (Mauritia flexuosa L. f.) é extraido do fruto da palmeira nativa da
Amazonia que pertence a familia Arecaceae (Figura 1). Esta palmeira possui vida longa, cerca
de 30 anos, haste unica que pode atingir entre 30 a 40 m de altura e se desenvolve em dreas
periodicamente inundadas ao longo dos rios no norte do Brasil (FREITAS et al., 2017). A regido
Amazdnica apresenta clima tropical adequado para palmeiras nativas e exdticas com potencial
de exploracao e permite ser fonte de renda para a populagdo local (GALDINO, 2007; KOOLEN
et al., 2013).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais importantes, responsaveis pela coloracao
vermelho-alaranjado; com forma predominante no 6leo de buriti e maior concentragdo é o -
caroteno que apresenta atividade pro-vitamina A (DE ROSSO; MERCADANTE, 2007). Sabe-
se que a presenga de carotenoides, tocoferdis e fitoesterdis, que sdo formas antioxidantes, sugere
potencial de utilizacdo do 6leo de buriti como alternativa terapéutica, cosmética e atividade
antimicrobiana (ALBUQUERQUE et al., 2003; BATISTA et al., 2012; COSTA et al., 2010;
SPERANZA et al., 2018). Devido aos compostos bioativos presentes no 6leo de buriti, ele pode
ser considerado um alimento nutracéutico (ACOSTA, 2009). Assim, o 6leo de buriti também
¢ usualmente aplicado como recurso alimentar e de uso medicinal por comunidades indigenas
e ribeirinhas da regido Norte do Brasil, sob a forma bruta ou refinada, com diferencas na sua
composi¢ao nutricional. Certo estudo mencionou que a deficiéncia de vitamina A foi
diagnosticada na populac¢ao brasileira, e isto contribui para o desenvolvimento de doengas como
infeccdo ocular e xeroftalmia (MEDEIROS et al., 2015).

O ¢6leo extraido do fruto do buriti, além do aspecto nutricional, possui alta concentragao
de acidos graxos monoinsaturados, majoritariamente o dcido oleico, com valores superiores aos

encontrados no azeite de oliva ou de nozes do Brasil (FRANCA et al., 1999).
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Figura 1. Palmeira do buriti e seu fruto do buriti (GALDINO, 2007).

1.4 Composicao em acidos graxos do dleo de buriti

De acordo com o tamanho da cadeia carbdnica, podemos classificar os 4cidos
graxos como de cadeia curta (C4:0 a C6:0), cadeia média (C8:0 a C12:0) ou cadeia longa (>
C12:0). Os acidos graxos presentes no 6leo de buriti sdo predominantemente de cadeia longa,
destacando-se o dcido graxo monoinsaturado oleico (C18:1), que representa cerca de 74% do
total de 4cidos graxos (FREITAS et al., 2017; SPERANZA et al., 2018). O segundo maior dcido
graxo € o palmitico (C16:0), que representa 18 a 20% do total (ALBUQUERQUE et al., 2003;
SPERANZA et al., 2018).

Os 4cidos graxos de cadeia longa s@o metabolizados mais lentamente do que os
acidos graxos de cadeias curta e média (HUNTER, 2001; LOTTENBERG et al., 2012). A

estrutura molecular destes compostos, incluindo a distribui¢dio dos 4cidos graxos entre
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diferentes posi¢cdes estereoespecificas do esqueleto de glicerol, controla a funcionalidade de
6leos e gorduras como ingredientes dos alimentos, influenciando propriedades fisicas como a
estrutura cristalina e o ponto de fusdo. Além disso, possuem importantes efeitos fisioldgicos
como componentes da dieta humana. A auséncia de equilibrio dos triacilglicerois pode conduzir
a diversas desordens, como doengas coronarianas, obesidade ou dislipidemia (LOTTENBERG

et al., 2012).

O 6leo de buriti possui uma composi¢ao em dcidos graxos semelhante ao azeite de
oliva (Tabela 2), bastante presente na dieta mediterranea e reconhecido pelos seus potenciais

beneficios a satide (FRANKEL, 2010).

Tabela 2. Composi¢do em 4cidos graxos (g/100g) dleo de buriti e azeite de oliva.

Acidos graxos Oleo de Buriti (%) Azeite de Oliva (%)
Cl6:0 174 £ 0,1 16,5+0,0
Ci18:0 3,3+0,0 1,8 +£0,0
Ci18:1 69,6 £0,1 67,7+0,1
Ci8:2 7,3+0,0 10,0 £0,0
Cl8:3 0,9 +0,0 0,6 +0,0
Saturados 21,4+0,2 19,0+ 0,0
Insaturados 78,7 +0,2 81,0 +0,0
Indice de Iodo (g I/100g) 76 83

Indice de saponificagdo (mg 193 193
KOH/g)

Fonte: (FREITAS et al., 2017; MOREIRA et al., 2017).

1.5 Processos de modificacio de éleos e gorduras

Alguns 6leos e gorduras vegetais in natura apresentam limitacdes na sua aplicacao
para determinados fins industriais. Diferentes estratégias podem ser usadas para modificar a
composi¢ao original de 6leos e gorduras. Os principais processos de modificagdo sao
hidrogenacdo total, interesterificacdo e fracionamento (RIBEIRO et al., 2018).

De modo geral, para suprir as necessidades do mercado, a industria utiliza métodos

de modificacdo para obten¢do de produtos com caracteristicas desejdveis, como mudanca no
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comportamento de fusdo, proporcionando consisténcia adequada as temperaturas ambiente e de
refrigeracdo, além de alterar o comportamento cristalino, facilitando os processos de producao,
diminuindo a recristaliza¢do durante a vida ttil do produto (RIBEIRO et al., 2007b).

Existem dois tipos de interesterificacdo: a quimica e a enzimdtica, que sao

diferenciadas pelo tipo de catalisador utilizado.

2 INTERESTERIFICACAO

O método de interesterificacdo € conhecido pela reestruturacdo ou modificacdo
posicional nas moléculas do glicerol para alterar a composicao de dcidos graxos (OSBORN;
AKOH, 2002). A sintese dos lipidios pode ser realizada por métodos quimicos ou enzimaticos.

A interesterificacdio quimica € um processo de baixo custo que utiliza um
catalisador alcalino met6xido de sédio bastante utilizado em processos industriais escaldveis,
contudo a reagdo distribui os dcidos graxos de forma aleatdria no triacilglicerol e vérios estudos
avaliam estes efeitos nas caracteristicas fisico-quimicas de lipidios (IMRAN; NADEEM, 2015;
MASUCHI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2009; ROUSSEAU; MARANGONI, 1998).

2.1 Interesterificacio Enzimatica

A interesterificacdo enzimdatica é uma técnica disponivel para modificar a
composicdo do triacilglicerol visando a produgdo de gorduras pldsticas, com baixo teor de
gorduras trans; possui comportamento de cristalizacdo apropriado e textura desejavel
(OSBORN; AKOH, 2002; RIBEIRO et al, 2007a). Trabalhos demonstram que a
interesterificacdo por catdlise enzimdtica é mais eficiente e diz respeito a seletividade, ao
controle da reagdo, e, assim, compara-se a catalise quimica.

A reacgdo de interesterificacdo enzimatica é realizada por agente catalisador, como
as lipases, que podem ser extraidas a partir de plantas, animais e fontes microbianas. As lipases
(E.C. 3.1.1.3) sdo uma classe de enzimas pertencentes ao grupo das serinas hidrolases, também
denominadas triacilglicerol acilhidrolases, mais utilizadas em processos biotecnolégicos e com
capacidade de atuar em sistemas heterogéneos. Algumas podem apresentar resisténcia a
condig¢des severas de temperatura e pH, além da especificidade por diferentes substratos. Essas
sdo justificativas para seu crescente uso (PAQUES; MACEDO, 2006).

Em condicdes apropriadas de reacdo as lipases promovem a formacao de ésteres

por meio de reacdes de dcidos e dlcoois, conhecida por esterificacdo. As lipases sao capazes de
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catalisar uma grande gama de reacOes e seus substratos naturais sdo triglicerideos, que
apresentam maior afinidade por dcidos graxos de cadeia longa. Seu modo de a¢do assemelha-
se ao das esterases, porém sua atividade é aumentada quando situada na interface polar/apolar.
Sabe-se que parte da superficie da enzima (lipase) se encontra em melhor equilibrio
termodindmico quando inserida na interface polar/apolar, e esta conformacao coloca o sitio
ativo da enzima em posicao favordvel para catdlise.

Dentre as caracteristicas mais importantes da interesterificacdo enzimatica estao a
especificidade da enzima, que possibilita a produg¢do de lipidios com composi¢des mais
especificas para aplica¢des funcional e medicinal (WILLIS; LENCKI; MARANGONI, 1998)
e a conservacdo dos compostos bioativos por conducdo branda durante a reacdo. A lipase
comercial (Lipozyme TL-IM) pode hidrolisar nas posi¢cdes sn-1 e sn-3, incorporando acidos
graxos nestes locais sem alterd-los na posi¢do sn-2 (WANG et al., 2006). Nesse tipo de reagdo,
devido a especificidade das lipases, o rearranjo dos dcidos graxos no TAG ocorre de forma mais
controlada, possibilitando prever mais facilmente os produtos formados e a distribui¢do
posicional, devido a seletividade e especificidade das lipases sn-1,3 de forma que obtém lipidios
estruturados (ROUSSEAU; MARANGONI, 1998; WILLIS; LENCKI; MARANGONI, 1998).

A reacdo de interesterificacdo enzimadtica consiste na redistribuicdo dos 4cidos
graxos nas moléculas dos triacilglicerois por meio da hidrdlise simultanea de ligacdes ésteres
existentes e da formacdo de novas ligacdes éster nas moléculas gliceridicas, resultando na
modificacdo da composicao triacilgliceridica, cuja caracteristica final € totalmente determinada
pela composicdo total em acidos graxos das matérias-primas iniciais (O'BRIEN, 2009). A
Figura 2 mostra o mecanismo de reacdo de interesterificacao enzimatica para producao de TAG
com 4cidos graxos de cadeia média e longa catalisada por lipase regio-seletiva sn- 1,3
(IWASAKI; YAMANE, 2000). Essa redistribui¢do aleatoria dos acidos graxos nas moléculas
de TAG pode levar a uma alteracao substancial na funcionalidade da matriz lipidica, oferecendo

contribuicdes importantes para o aumento e a otimizagao de seu uso nos produtos alimenticios.
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Figura 2. Mecanismo de reacdo de interesterificacdo enzimética usando a lipase especifica
sn-1,3 IWASAKI; YAMANE, 2000).

Existem alguns fatores que influenciam na velocidade da reacdo, como
concentracdo da enzima, temperatura de reacao, pH, atividade de dgua, pressdo e compostos
inibidores da atividade enzimética, por exemplo; assim como a presenca de dcidos graxos livres
e de oxigénio (XU et al., 2000). Nos dltimos anos muitos pesquisadores t€ém investigado o uso
de lipases imobilizadas em reacOes de interesterificacdo e observado mudangas nas condi¢des
experimentais, tornando possivel alterar grandemente as propriedades fisicas e quimicas de
6leos e gorduras (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; IFEDUBA; MARTINI; AKOH, 2016;
KIM; AKOH, 2015; RUAN et al., 2014).

3 NANOTECNOLOGIA APLICADA A OLEOS E GORDURAS PARA FINS ALIMENTICIOS

Nos dltimos anos, avangos em nanociéncia e nanotecnologia tém sido propostos em
diversas dreas do conhecimento. A nanotecnologia € uma tecnologia emergente com o objetivo
de melhorar as propriedades tecnoldgicas e o valor nutricional favordvel em produtos
alimenticios (OEHLKE et al., 2014). Pode também ser definida como a ciéncia que produz e
usa materiais em escala de aproximadamente 1 a 100 nm (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI,
2012; TAMIIDI et al., 2013). No entanto, devido a diversidade de aplicagdes e processos de
fabricacdo de nanoemulsdes com tamanhos inferiores a 100 nm, ainda existe um desconsenso

para uma defini¢do clara dessa escala nanométrica.

3.1 Composicoes da emulsio e nanoemulsio

Emulsdes sdo tradicionalmente definidas como a dispersdo de dois ou mais liquidos
imisciveis, sendo uma fase dispersa e outra fase continua. Existem trés sistemas que sao mais

utilizados: emulsdes e nanoemulsdes; as principais diferencas entre elas sao o tamanho médio
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de goticulas e a estabilidade termodindmica (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016;
MCCLEMENTS; RAO, 2011; OSTERTAG; WEISS; MCCLEMENTS, 2012). O termo
nanoemulsao foi introduzido no final dos anos 50 referindo-se a sistemas cineticamente estaveis

com estrutura de micelas de tamanho nanométrico. Esse termo € sindnimo de emulsdes ultra-

finas ou mini-finas (MCCLEMENTS, 2012a; SIVAKUMAR; YING; WEI, 2014).

As nanoemulsdes (NE) fazem parte de uma ampla classe de sistemas coloidais, mas
algumas fases liquidas cristalinas liotropicas, também conhecidas como “fase micelar” ou
- I . . . .

microemulsdes” podem ser facilmente confundidas com nanoemulsdes, principalmente com

relacdo a estrutura na escala nano e a sua composicao.

Na literatura encontramos frequentemente erros de conceitos nos ultimos 30 anos,
em funcdo das caracteristicas morfoldgicas (formato das goticulas) e ainda da faixa de tamanhos
de gotas em escala nanométrica (MASON et al., 2006). Diversos trabalhos mencionam faixas
de tamanhos de goticulas bem distintas: 50 — 200 nm (TADROS et al., 2004); 20 — 200 nm
(DONSI; FERRARI, 2016; GUPTA et al., 2016); 10 - 100 nm (MCCLEMENTS; RAO, 2011;
QIAN et al., 2012) e 20 — 500 nm (ANTON et al., 2007; KONG et al., 2011; SOLANS; SOLE,
2012). Entretanto, alguns pesquisadores esclarecem que raios acima de 100 nm sdo
considerados emulsdes convencionais (AHMED et al.,, 2012; OSTERTAG; WEISS;
MCCLEMENTS, 2012).

As propriedades Opticas das nanoemulsdes variam do leitoso ao quase transparente;
possuem baixa viscosidade, s@o cineticamente estdveis, costumam ser mais lentas e
termodinamicamente instaveis (IZQUIERDO et al., 2002; TADROS, 2002). Apresentam, no
entanto, estabilidade fisica de longo prazo, o que as torna tnicas (SIVAKUMAR; YING; WEI,
2014; TADROS et al., 2004). A estabilidade e a baixa turbidez das nanoemulsdes as tornam
adequadas para a incorporagdo de ingredientes ativos lipofilicos em alimentos e bebidas com
base aquosa (MCCLEMENTS; RAO, 2011). Por esse motivo o uso de nanoemulsdes tem

aumentado em alimentos, cosméticos e na industria farmacéutica.

Nanoemulsdes sdo utilizadas para solubilizar compostos pouco soldveis. Oleos com
potencial bioativo sdo ideais como carreadores, pois atravessam membranas bioldgicas com
facilidade (DONSI; FERRARI, 2016). A sua aplicagio passa por diversas dreas do
conhecimento, destacando-se a drea farmacéutica, que investe na obtencdo de sistemas de
liberacdo de drogas mais eficientes, e a cosmética, com a entrega eficiente de ingredientes ativos

através da pele (KONG et al., 2011).
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Nos ultimos anos nota-se também o interesse da industria alimenticia, devido a
dificuldade em incorporar bioativos apolares em matrizes polares, além da necessidade de

reduzir aditivos artificiais (BOVI; PETRUS; PINHO, 2017).

Além disso, as nanoemulsdes apresentam diversas vantagens de aplica¢do, podendo
ser preparadas com quantidades razodveis de surfactantes, ao contrario das microemulsdes, nas
quais elevadas quantidades de surfactantes sdo necessdrias para aumentar a biodisponibilidade
e melhorar a estabilidade de compostos quimicamente instaveis (MCCLEMENTS; DECKER;
WEISS, 2007). Assim, alguns efeitos potencialmente toxicos das nanoemulsdes estdo
relacionados a natureza dos ingredientes usados na sua formulacio. Dessa forma, nanoemulsoes
com concentracOes inferiores a 2% de surfactantes apresentam mais seguranca toxicoldgica

(FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012).

As nanoemulsdes podem ser do tipo 4gua em 6leo (A/O), em que as gotas de dgua
estdo dispersas na fase continua de 6leo, ou vice-versa, na presenca de moléculas de surfactante,
que desempenham um papel importante por reduzirem a tensdo interfacial, prevenindo a
coalescéncia das gotas recém-formadas. Desse modo, o uso de surfactantes é imprescindivel
para assegurar a formacdo de nanoemulsdes com estabilidade ao longo do armazenamento

(MCCLEMENTS; RAO, 2011; RAO; MCCLEMENTS, 2012; TADROS et al., 2004).

Para produzir nanoemulsdes sdo necessdrios basicamente os mesmos componentes
de uma microemulsdo: 6leo, dgua e surfactante. A estrutura da nanoemulsdao O/A geralmente
possui cauda apolar das moléculas de surfactante/tensoativo em volta do nicleo hidrofébico do
Oleo, enquanto a cabeca polar das moléculas circula a fase aquosa, conforme mostra a Figura

3.
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interface ( surfactante)

Figura 3. Esquema da estrutura das nanoemulsdes do tipo O/A e uso de surfactante. Adaptado

de (McClements, 2012).

3.2 Técnicas de producio de nanoemulsoes

Emulsdes e nanoemulsdes normalmente sdo formadas pelos mesmos mecanismos
de producdo. Os mecanismos de produgdo sdo divididos em alta energia utilizando
homogeneizacdo de alta pressdo, processos ultrassonicos, que em geral apresentam elevado
indice de polidispersidade, ou ainda, mecanismos que usam técnicas de baixa energia que
incluem métodos de inversdo de fase, microfluidizagdo, utilizacio de membranas, técnica de
emulsificacdo espontinea, inversdo de fase de temperatura, que sdo alternativas promissoras
para futuras aplica¢des no campo da engenharia de alimentos (ZHANG; QIAO; CHEN, 2007).

As técnicas de alta energia com dispositivos mecanicos podem ser homogeneizacdo
a frio ou homogeneizacdo a quente, realizada em alta pressao, com uso de sondas ou banhos
ultrassonicos. Passar uma emulsdo através de uma védlvula de homogeneizacgado de alta pressdo
(HPH) reflete na diminuicdo no didmetro médio das particulas e na largura de distribui¢do, de
acordo com o nimero de passagens (HAKANSSON et al., 2013). Assim, a vantagem do método
de homogeneizacdo de alta pressdao atende a producdo de emulsdes alimentares, formulagdes
cosméticas e farmacéuticas, porque fornece boas propriedades de textura e maior estabilidade
ap6s a homogeneizacdo. A combinac¢do de cisalhamento intenso, cavitagc@o e a turbuléncia que
rompe as goticulas de 6leo relativamente pequenas (d < 1um) ird formar as particulas na faixa

de tamanho desejado (MCCLEMENTS, 2011).
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Para ocorrer a homogeneizacgdo por alta pressdo, no entanto, é necessaria uma pré-
emulsificacdo com agitadores de alto cisalhamento para obtencdo de estruturas no tamanho
desejavel. O resultado desse processo, porém, depende das condi¢des hidrodindmicas dentro da
zona de ruptura, da taxa de dissipacdo de energia, da viscosidade das fases e do tempo de
permanéncia na zona de ruptura (MCCLEMENTS, 2012a). Dessa forma, o tamanho médio de
gotas pelo método de alta energia depende das condi¢des de operagdo (intensidade, temperatura
e tempo) junto a composi¢do da amostra (6leo utilizado e surfactante, ambos em suas
respectivas concentracdes) (QIAN; MCCLEMENTS, 2011). A producdo de nanoestruturas por
homogeneizacdo de alta pressdo destaca-se por ser uma técnica que permite a obtengdo de

nanoparticulas de uma forma fécil e rdpida e de simples ampliacdo de escala.

4 POTENCIAL BIOLOGICO DE NANOEMULSOES DE OLEO DE BURITI
4.1 Técnicas para avaliar a capacidade antioxidante

O 6leo de buriti, assim como outros 6leos vegetais, apresenta substancias apolares
(fitoesterol, tocoferol, carotenoides) que sdo importantes por atuar como antioxidantes naturais
(DAMODARAN, PARKIN E FENNEMA, 2010). Os antioxidantes sdo substancias que podem
exercer diferentes mecanismos, como retardar a taxa de oxidacao lipidica e inibir ou prevenir
os radicais livres, aumentando a estabilidade do produto (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007). A capacidade antioxidante de sistemas emulsionados tem recebido
grande atencdo devido a disponibilidade de entregar compostos lipofilicos importantes na

promocgao e prevengdo a saide (CHO et al., 2014; YANG et al., 2018).

A necessidade de pesquisar novos compostos antioxidantes utilizando a
nanotecnologia € crescente, no entanto também desafiadora, devido a algumas limitacdes dos
processos em gerar radicais pro-oxidantes. Geralmente os metais de transicdo sdo os principais
pré-oxidantes nas emulsdes, porque aceleram a oxidacdo lipidica. Isso torna-se um desafio,
pois, devido a capacidade do ferro de interagir com hidroperéxidos lipidicos, ocorre uma

atracdo desse ferro na superficie da emulsdo (WARAHO et al., 2009).

Considerando o 6leo de buriti como agente potencial biologico, que apresenta uma
excelente atividade antioxidante, esse contribui positivamente em sistemas de nanoemulsdo

para aplicacdes nas industrias de alimentos ou farmacéutica (SPERANZA et al., 2015). Além
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disso, a composi¢do e concentragdo dos componentes minoritdrios do 6leo de buriti sdo fatores

importantes para aumentar a estabilidade oxidativa (CHEN et al., 2011).
4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A presenca de microorganismos € anterior ao surgimento da espécie humana e nos
acompanha desde o inicio da evolugdo. Em alguns casos bactérias sdo benéficas, como por
exemplo as bactérias intestinais, que auxiliam no processo de digestdao (SINGH et al., 2017).
As bactérias podem ser inativadas pelo rompimento de suas membranas celulares sob a acdo de
antibidticos (CAO et al., 2017), detergentes ou solugdes de etanol 70%, além de processos
mecanicos ou ainda pelo uso de nanoemulsdes com polimeros naturais (ZHANG et al., 2014).

As bactérias patogénicas de maior ocorréncia devido a elevada resisténcia aos
agentes antimicrobianos sao do grupo Gram-positiva Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermides e do grupo Gram-negativa Escherichia coli. O interesse por produtos naturais com
potencial bioldgico tem crescido na tentativa de encontrar novas substancias antimicrobianas
de origem natural (MAJEED et al., 2016).

Por volta da década de 50 os primeiros antibidticos foram descobertos, sendo
eficientes para o tratamento de bactérias do grupo Gram-positivas. Entretanto, logo apds essa
descoberta, novas cepas tornaram-se resistentes a esses agentes antimicrobianos, aumentando
os desafios MOUSAVI KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018). A necessidade de buscar
agentes com potencial bioldgico de baixo custo e facil permeabilidade na membrana do
patégeno tem levado a inimeras hipdteses durante anos de pesquisa. Logo, algumas maneiras
foram estudadas e formuladas para facilitar o mecanismo de acdo dos compostos bioativos,
lipofilicos e hidrofébicos sobre a célula dos patogenos (BATISTA et al., 2012; KADRI et al.,
2017; MAJEED et al., 2016b).

Os dleos essenciais fazem parte de um grupo de substincias hidrofébicas. Sao
metabolitos secundérios de plantas e apresentam ac¢do antimicrobiana atribuida aos compostos
fendlicos. A penetracdo desses 6leos na membrana celular causa vazamento de ions e conteido
citoplasmatico, o que leva a degradacdo celular (BURT, 2004; GUERRA-ROSAS et al., 2017).
Por outro lado, os 6leos vegetais também apresentam hidrofobicidade. Devido aos compostos
bioativos e aos acidos graxos insaturados do o6leo, apresentam atividade antimicrobiana
(BORGES et al., 2017; DONSI; FERRARI, 2016; NAZIF, 2002).

Portanto, a compreensio e a manipulacdo de propriedades fisicas e quimicas de

substancias hidrofébicas na construg¢do de sistemas nanoemulsificados sdo necessdrias para
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avaliar sua influéncia no potencial biolégico (ACOSTA, 2009; ARTIGA-ARTIGAS;
ACEVEDO-FANI; MARTIN-BELLOSO, 2017; DONSI ez al., 2012).

O avango da nanotecnologia nas dltimas décadas impulsionou o desenvolvimento
de técnicas com foco nas industrias alimenticia e farmacéutica contra mecanismos de acao
biolégica de bactérias patogénicas (DONSI et al., 2011). De forma geral, os trabalhos
evidenciam que ha poucos estudos relacionados a producdo de nanoemulsées com o6leos

vegetais e que tenham avaliado o potencial antimicrobiano também relacionado ao tamanho de

particulas.

5 CONSIDERACOES FINAIS

As propriedades quimicas do 6leo de buriti, a0 serem submetidas ao processo de
interesterificacdo enzimdtica, podem potencializar as propriedades do 6leo e agregar valor
econdmico. A exploracdo do 6leo pode ocorrer mesmo com baixa produtividade comercial,
pois, pode preservar as caracteristicas fisico-quimicas do o6leo, propde melhoria nas
propriedades funcionais e bioldgicas que s@ao importantes para sua aplicacdo em sistemas de
entrega de compostos bioativos com potencial biol6gico. H4 uma possibilidade na abordagem
multidisciplinar empregada na engenharia de sistemas nanoemulsionados com aplicacdes

tecnoldgicas a serem exploradas.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO OLEO DE BURITI (Mauritia
Flexuosa L.) APOS INTERESTERIFICACAO ENZIMATICA

Parte do contetido desse capitulo foi publicado no Journal of Grasas y Aceites Vol. 69, n. 4, p.
282 (https://doi.org/10.3989/gya.022918)

Paula Speranzal, Karina Magna Macena Ledo!, Tauan S. Narciso Gomes', Livia Viana Castro
Reis!, Alexsandra Pereira Rodrigues2, Juliana Alves Macedo!, Ana Paula Badan Ribeiro?
Gabriela Alves Macedo.

RESUMO

A maioria dos 6leos vegetais comestiveis € avaliado como commodities, devido ao seu baixo
valor agregado. Os 6leos amazOnicos apresentam potencial de aplicagdo, porém sdo pouco
explorados em escala comercial. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da reagdo de
interesterificacdo enzimatica no 6leo de buriti quanto a composi¢@o em triacilglicerol, classes
de lipidios e compostos bioativos. Os resultados indicaram que a enzima lipase utilizada como
catalisador na reag@o apresentou especificidade na posic¢ao sn-1,3 para o dcido graxo oleico e
gerou lipidios estruturados mais insaturados. Os triacilglicerdis obtidos das reagdes de 6 e 24
horas representaram um aumento de 11% e de 12,5% do tipo (OOQ), respectivamente. Os
resultados mostraram que a alteracio na estrutura quimica dos compostos pode produzir lipidios

especiais e melhorar a solubilidade para aplica¢des em sistemas emulsificados.

Palavras-chave: B-caroteno; compostos minoritarios; tocoferdis; 6leos vegetais

ABSTRACT

Most edible vegetable oils are evaluated as commodities due to their low added value.
Amazonian oils have a potential application, but they are little explored on a commercial scale.
The objective of this study was to evaluate the effects of enzymatic interesterification reaction
on buriti oil on triacylglycerol composition, lipid classes and bioactive compounds. The results
indicated that the lipase enzyme used as a catalyst in the reaction presented sn-1,3 specificity
for oleic fatty acid and generated more unsaturated structured lipids. Triacylglycerols obtained
from the 6 and 24-hour reactions represented an increase of 11% and 12.5% of this type (OO0O),
respectively. The results showed that the alteration in the chemical structure of the compounds

can produce special lipids and improve solubility for applications in emulsified systems.

Keywords: B-carotene; minority compounds; tocopherols; vegetable oils.
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1 INTRODUCAO

O Buriti (Mauritia flexuosa L. f.) é fruto da palmeira nativa do Brasil encontrada
na regido centro-norte do pais, mais precisamente na Amazonia, a qual normalmente cresce em
areas periodicamente inundadas (FREITAS et al., 2017). O 6leo obtido do buritizeiro, sob o
ponto de vista nutricional, € uma excelente fonte de carotenoides, em especial devido ao seu
contetdo de [-caroteno e a alta concentracdo de 4cidos graxos monoinsaturados,
majoritariamente o dcido oleico, assim como quantidades importantes de tocoferdis e
fitoesterdis.

Sabe-se que os compostos conhecidos como antioxidantes no 6leo de buriti sdo
usados como alternativa terapéutica e bioldgica com referéncia a atividade antimicrobiana
(BATISTA et al., 2012; COSTA et al., 2010; DE ROSSO; MERCADANTE, 2007;
SPERANZA et al.,2018; ZANATTA et al., 2010). Segundo a literatura, o 6leo de buriti possui
diversas propriedades benéficas, como as acdes antimicrobiana, antioxidante e antitrombdtica
(SPERANZA et al., 2016b; SIQUEIRA et al., 2014). As caracteristicas bioldgicas do 6leo de
buriti estdo relacionadas principalmente a seus compostos minoritdrios, em particular aos
carotenoides, também conhecidos por seus efeitos benéficos a saide. E ainda uma das maiores
e conhecidas fontes de carotenoides (BATISTA et al., 2012; DE ROSSO; MERCADANTE,
2007; ZANATTA et al., 2010). Embora haja crescimento na extragdo e potencial de aplicacdo
do 6leo de buriti nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, seu uso ainda € limitado.

Uma alternativa para alterar a funcionalidade das gorduras, visando a aumentar sua
aplicacdo sem alterar a sua composi¢cdo de compostos minoritirios é conhecida como
interesterificacdo enzimatica. O uso de lipases nessas reagdes permite a redistribuicao de acidos
graxos no triacilglicerol, alterando as funcionalidades das gorduras. Alguns estudos na literatura
demonstraram os efeitos da interesterificacdo enzimatica em o6leos e gorduras (IFEDUBA;
MARTINI; AKOH, 2016; RUAN et al., 2014; SPERANZA; RIBEIRO; MACEDO, 2016).
Além disso, como as lipases atuam sob condicdes suaves de temperatura e pressdo, Os
compostos minoritdrios sdo preservados durante essa reagdo (RESHMA et al., 2008;
SPERANZA; MACEDO, 2012).

Este trabalho, portanto, teve como objetivo avaliar o efeito da interesterificacao
enzimadtica do 6leo de buriti sob uma nova perspectiva da composi¢ao quimica. A mudanca na
distribuicao de dcidos graxos no triacilglicerol e o teor dos compostos minoritarios do 6leo de
buriti afetam as propriedades de lubrificacdo, desempenho mecanico, estrutura e propriedades

nutricionais. Dessa forma, outros modelos de aplicacdes podem ser desenvolvidos a partir desse
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6leo, como para novos produtos cosméticos, protetores solares, produ¢do de corantes naturais

visando atender as necessidades da industria de alimentos e ainda como agente antimicrobiano.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

O 6leo de buriti foi comprado da Beraca Sabarda (Sao Paulo, Brasil). A lipase
comercial purificada e imobilizada de 7. lanuginosa (Lipozyme TL-IM) foi fornecida pela

Novozymes América Latina Ltda. Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

2.2 Composicao em acidos graxos

A determina¢do da composi¢do em acidos graxos do 6leo de buriti foi realizada em
duplicata, utilizando cromatégrafo em fase gasosa GCMS-QP2010S acoplado ao detector FID.
Ap0s, a reacdo de esterificacdo das amostras foi realizada segundo o método HARTMAN e
LAGO (1973). Os ésteres metilicos dos 4cidos graxos foram separados de acordo com o
procedimento AOCS Ce 1£-96 (2009), realizado em uma coluna capilar DB-23 Agilent (50%
Cyanopropyl-methylpolysiloxano), com as seguintes dimensdes: comprimento 60 m, Didametro
interno 0,25nm e espessura do filme 0,25um. As condi¢Oes de andlise foram: géas de arraste:
hélio, em vazdo de 1,0 mL/min; velocidade linear 24 cm/s; temperatura do detector 280 °C;
temperatura do injetor 250 °C; temperatura do forno 110 - 215 °C a 5 °C/min, 215 °C por 24
min; injecdo modo split razao 1:50; volume injetado: 1,0 uL. A composicdo qualitativa foi
realizada por comparagao dos tempos de retencao dos picos com os dos respectivos padrdes de

acidos graxos.

2.3 Interesterificacdo enzimatica

A reacdo de interesterificacdio enzimdtica foi realizada de acordo com a
metodologia desenvolvida no grupo de pesquisa (SPERANZA; RIBEIRO; MACEDO, 2016) e
produziu os lipidios estruturados (LE). Foram pesados 10 g de 6leo de buriti em frascos de
vidro ambar. Adicionaram-se 2,5% (m/m) da enzima comercial Lipozyme TL-IM (Novozyme).
A reagdo ocorreu em banho-maria Dubnoff a 40 °C sob agitagao orbital 150 rpm durante 6 e 24
horas. Ao final das reacdes de interesterificacdo, o 6leo foi filtrado e a lipase removida com

membrana Millex (PTFE) 0,45 pm de poro e 33 mm de didmetro. O lipidio estruturado foi
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armazenado em frasco de vidro ambar, adicionando-se gas nitrogénio para evitar oxidacdo. O

armazenado foi feito em freezer convencional a -18 °C.
2.4 Classes de lipidios

A determinacdo de classes de lipidios triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG),
monoacilglicerol (MAG) e Acidos Graxos Livres (AGL) foi realizada por cromatografia liquida
de alta performance por exclusdo de tamanho (HPSEC), de acordo com a metodologia descrita
por (GUEDES et al., 2014). As familias de compostos foram identificadas por comparacao dos
tempos de eluicao dos picos com respectivos padrdes de dcidos graxos livres e glicerideos. A
andlise foi realizada em duplicata. Os acidos graxos livres monoacilglicerois e diacilglicerois
foram removidos de acordo com a metodologia de (FARMANI et al., 2007). Os 6leos foram

congelados a —18 °C na presenga de nitrogé€nio para posterior andlise.

2.5 Composic¢ao Triacilglicerélica (TAG)

A composi¢do em triacilglicerois foi obtida segundo o método AOCS Ce 5-86
(2009), em cromatografo gasoso GC Agilent 6850 Series GC System Catalog:122-1811 (50%
fenil-metilpolisiloxano), com dimensodes 15 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno
e 0,15 um de espessura de filme. As condi¢des de operacdo do cromatégrafo foram: fluxo da
coluna = 1,0 ml/min; velocidade linear = 40 cm/seg; temperatura do detector 375 °C;
temperatura do injetor 360 °C; temperatura do forno: 280 - 340 °C a 2 °C/min e 340 °C por 40
min; gés de arraste: hélio; volume injetado 1,0 pL, inje¢do split, razdo 1:100; concentragdo
amostra 10 mg/ml de tetrahidrofurano. A identificacdo dos TAGs foi realizada através da
comparacdo dos tempos de retencdo, de acordo com (FILHO; MENDES; LANCAS, 1995)

realizado em duplicata para cada amostra.
2.6 Tocoferol

A determinagao dos isémeros a, B, v € o-tocoferdis foi realizada pelo método AOCS
Ce 8-89 (AOCS, 2009). As amostras foram diluidas em hexano a uma concentracio de 0,1 g/
ml e injetadas no cromatografo liquido UHPLC. O experimento foi realizado de acordo com a

metodologia descrita por Speranza, Ribeiro, and Macedo (2015b). Realizada em triplicata.
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2.7 Fitoesterol

As andlises foram realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo
método oficial AOCS (2009), com detector UV (Perkin Elmer, modelo Flexar) em A= 205 nm.
A separacdo cromatogrifica foi realizada através da utilizacdo de uma coluna C18 de fase
reversa, com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm % 5 um. Os analitos foram eluidos em modo
isocratico com metanol e acetonitrila, na propor¢ao de 80:20, respectivamente, com vazao de
1,2 mL, min' e tempo total de eluicdo de 15 min. Foram identificados os fitoesterdis totais e

suas fracdes, comparados com tempo de retenc¢do de padrdes puros.
2.8 B-caroteno total

O teor de caroteno das amostras foi determinado pelo método espectrofotométrico
UV/VIS (FRANCA et al., 1999). Foi diluido 0,1 g de 6leo de buriti em 25ml da mistura dos
solventes hexano e acetona (7:3 v/v) e realizada a leitura em comprimento de onda 433nm. Foi
construida uma curva padrao com diferentes concentragdes de P-caroteno. O resultado foi
expresso em g de B-caroteno por g de amostra de 6leo de buriti. As andlises foram realizadas

em triplicata.
2.9 Fendlicos totais

Compostos fendlicos totais do 6leo de buriti foram medidos pelo método de Folin-
Ciocalteu. A extracdo dos compostos deu-se a partir de uma solucdo com hexano e 60% da
solucao metanol (v/v), de acordo com a metodologia descrita por (SPERANZA et al., 2016b).
Nas aliquotas de extrato metandlico foi adicionado o reagente Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos,
foi adicionada uma solu¢@o de Na,COs carbonato de sédio (35% m/v) e a mistura foi guardada
em local escuro e temperatura ambiente por 2 horas. O ensaio foi realizado em leitor de
microplacas NovoStar (BMG LABTECH, Alemanha) com filtros de absorbancia de 725nm de
comprimento de onda. O 4cido gélico foi utilizado como padrdo e constru¢do da curva de
calibracdo. Os resultados foram expressos como pug.mL"! de 4cido gdlico (HRNCIRIK;

FRITSCHE, 2004).
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2.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de
Tukey, utilizando o Minitab v.16 (Minitab Inc., State College, EUA) para avaliar diferencas

significativas (p <0,05) entre os valores médios.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacio do o6leo de buriti

Antes da reacdo de interesterificacdo, o 6leo de buriti foi caracterizado por
composi¢do de dcidos graxos (Tabela 1). A propor¢do do acido graxo monoinsaturado no 6leo
de buriti € representada pelo dcido graxo majoritario oleico (74,2%), seguido do acido graxo
saturado palmitico (19,8%). Estudos anteriores que abordam a composi¢do em acidos graxos
do 6leo de buriti o confirmam como excelente fonte de acido oleico (BATAGLION et al., 2015;

FREITAS et al., 2017b; SPERANZA et al., 2016b).

Tabela 1. Composi¢do em dcidos graxos (%) 6leo de buriti.

Acidos graxos Oleo de buriti (%)
Acido miristico (C14:0) -
Acido palmitico (C16:0) 19.85+1.14
Acido esteéarico (C18:0) 1.43+0.02
Acido oléico (C18:1) 74.17+1.04
Acido linoléico (C18:2) 1.2740.13
Acido linolénico (C18:3) 0.85+0.13
Acido araquidico (C20:0) -
Acido araquidénico (C20:1) 0.48+0.07
Outros 1.39

> Saturados 21.28

> Monoinsaturados 74.65

2 Poliinsaturados 212

Nota: os valores obtidos sao médias de duas replicatas + desvio padrao.

O interesse sobre o dcido graxo monoinsaturado tem sido colocado porque este
pode ser mais resistente a oxidacdo do que outros dcidos graxos insaturados. Além disso, do

ponto de vista nutricional, o 4cido oleico € conhecido como 4cido graxo dmega-9, um dos
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acidos graxos mais encontrados na natureza. Poucos sdo os 6leos conhecidos na natureza que
possuem alto conteddo de dcido oleico, como o azeite de oliva. Sabemos que a demanda por
esse tipo de 4cido graxo € crescente, devido a sua possibilidade de reduzir a oxidag¢do de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) in vivo ou in vitro, sendo benéfico para a saide

(PACHECO et al., 2008; POLYCHNIATOU; TZIA, 2018).

Alguns 6leos, como soja e canola, sdo geneticamente modificados para terem uma
composi¢do em dcido graxo oleico semelhante a ja encontrada naturalmente no 6leo de buriti
(O’BRIAN, 2009). Os resultados obtidos na literatura para o acido oleico corroboram com os
encontrados neste trabalho, variando entre 61 e 74%. Para o acido palmitico, varia de 16 a 23%
(FREITAS et al., 2017; SERRA et al., 2019). Poucos 6leos naturais, como os 6leos de oliva,
pracaxi e pataud, exibem uma concentra¢do mais alta de dcido oleico (MEDEIROS et al., 2015;

SERRA et al., 2019).

3.2 Classes de lipidios

A andlise de classes lipidicas classificou os compostos em triacilglicerois (TAG),
diacilglicerois (DAG), monoacilglicerois (MAG) e 4cidos graxos livres (AGL). Na (Tabela 2)
essa andlise indica que o Oleo de buriti € essencialmente composto por TAG (93,4%), o que
comprova a hidrélise seguida de sintese. A andlise ndo detectou a presenca de MAG ou AGL
no Oleo, provavelmente por ter sofrido um refino brando. No entanto, para 6,7% de DAG pode
haver relacdo com a colheita e 0 manejo dos frutos, o que contribui para a acdo de enzimas
lipoliticas, provocando a hidrélise dos glicerideos no fruto e o consequente aumento do
conteddo (SPERANZA et al., 2016a). Mesmo assim, os resultados confirmam a qualidade
inicial do 6leo de buriti, condi¢do indispensdvel para que a enzima atue de forma eficiente na
reagdo de interesterificacio. Oleos com valores superiores de acidez (>4%) podem causar
desnaturagdo da enzima, impedindo seu desempenho de maneira eficiente e especifica

(ROUSSEAU; MARANGONI, 1998).
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Tabela 2. Classes de lipidios do 6leo de buriti e 6leo de buriti interesterificado

OLEO AREA (%)
TAG DAG MAG+AGL
Oleo de buriti 93,3£0,16 6,7£0,16 -
Oleo de buriti interesterificado (6h) 90,7+0,14 9,3+0,14 -
Oleo de buriti interesterificado (24h) 90,8+0,09 9,2+0,09 -

*Qs valores sdo médias de duas replicatas + desvio padrdo. Triacilglicerol (TAG); diacilglicerol (DAG);

monoacilglicerol (MAG) e 4cidos graxos livres (AGL) presentes no 6leo de buriti e dleo de buriti interesterificado.

Na interesterificacdo enzimadtica ocorrem duas reacdes opostas: hidrélise parcial e
re-sintese de ésteres. Isso significa que, além do TAG, uma certa quantidade de acilglicerois
parciais estard presente no produto final (XU et al., 2000). Estes constituintes podem promover
a cristalizacdo (SILVA et al., 2014) e modular todo o processo de cristalizacdo, desde a

nucleacao até o polimorfismo e teor de gordura sélida.

A andlise por cromatografia mostrou que a estrutura TAG foi mantida ap6s 6 e 24
h de interesterificacdo do dleo de buriti. Na reacdo, a formagdo de uma pequena concentragao
de DAG ocorreu e ndo houve formacdo de MAG ou AGL. Esses resultados iniciais indicaram
que as condi¢des de reagdo foram adequadas para o desempenho da lipase e ndo favoreceram a
hidrélise prolongada de TAG em acilglicerois parciais ou AGL.

Outros estudos confirmam a formag¢do de uma pequena quantidade de lipidios
menores, com maior polaridade e estrutura anfifilica apds a interesterificacdo enzimatica,
utilizando diferentes substratos e condi¢des de reacdo. Na reacdo utilizando banha de porco,
6leo de linhaca e 6leo de peixe, catalisados por Lipozyme RM-IM a 50 ° C por 4 h, houve um
aumento de 4,1% no teor de acilglicerois parciais e 0,2% no contetido de acidos graxos livres
(WIRKOWSKA-WOJDYLA et al., 2016). O teor de 4cidos graxos livres apresentou variacao
de acordo com a temperatura utilizada na reacdo. Quanto maior a temperatura, menor a

formagdo de 4cidos graxos livres (MARANGONI; DERICK ROUSSEAU, 1995).
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3.3 Composicao Triacilglicerdlica (TAG)

A composi¢io em TAG do 6leo de buriti e de 6leos interesterificados estd
apresentada na (Tabela 3). Os resultados estdo relacionados com a concentragao parcial de
acilglicerois dos 6leos interesterificados produzidos. Os principais tipos de TAGs no 6leo de
buriti sao POO (38,9%) e OOO (32,7%), que, nesta fracdo, indicam predominancia de
triacilglicerois di-insaturados e tri-insaturados. Também € possivel enfatizar a presenca de

TAGs tipo PPO (9,8%) e POL (3,9%).

Tabela 3. Composicao em TAG do 6leo de buriti e 6leo de buriti interesterificado apds 6 e 24

horas
TAG BO (%) BOeh (%) BO24n (%)
PPP 0,41 £0,01 1,01 £0,02 0,91+ 0,01
PPO 9,76 + 0,07 10,12+ 0,04 8,34+ 0,03
PSO 1,80 £ 0,10 1,63 = 0,07 1,04+ 0,07
POO 38,91+ 0,09 34,17+ 0,04 32,67+ 0,03
POL 3,85 +0,01 4,47 £ 0,01 4,24+ 0,13
POL, 2,81 +0,03 2,86 +0,03 2,82+ 0,08
SO0 6,14 + 0,07 3,63 +0,09 4,27+ 0,09
000 32,72 £ 0,02 36,30+ 0,10 36,81+0,02
OOL 2,78 £0,04 3,48 £0,13 5,44+ 0,08
OOL.y, 0,82 +0,08 2,33 +0,08 3,47+ 0,07
Soma 100,0 100,0 100,0
Total SSS 0,41 1,01 0,91
Total SUS 11,56 11,75 9,38
Total SUU 51,57 45,13 43,99
Total UUU 36,32 42,11 45,72

*QOs TAGs, em que: P-Palmitico (C16:0); S-Esteéarico (C18:0); O-Oleico (C18:1); L-Linoleico
(C18:2); L, -Linolénico (C18:3), SSS: tri-saturado; SUS: di-saturado-insaturado; SUU: di-
insaturado-saturado; UUU: tri-insaturado. Oleo de buriti (BO), 6leo de buriti interesterificado
6 horas de reac@o (BOen), 6leo de buriti interesterificado 24 horas de rea¢do (BO2an).

A interesterificagdo do 6leo de buriti BOgh € BO24n formou novos compostos devido

a redistribuicdo dos acidos graxos, principalmente os acidos oleico e palmitico, que compdem
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majoritariamente o 6leo de buriti. Dentre os principais tipos do TAG do 6leo de buriti
interesterificado, o POO reduziu em 12,1% apds 6 horas de reacdo e 16,2% apds 24 horas de
reacdo. Entretanto, o aumento do TAG tri-insaturado OOOQ foi de 11% apds 6 horas de reagcao
e de 12,5% apds 24 horas de reagdo. As modificagdes na composi¢do de TAG dos lipidios
estruturados em relagdo ao 6leo de buriti alteram a funcionalidade desses 6leos. Os TAG do
tipo U2S possuem um intervalo de fusdo na faixa de 1 a 23 °C, enquanto o tipo U3 possui um
intervalo de fusdo entre 1 e 14 °C (RODRIGUES e GIOIELLI, 2003). Alguns estudos enfatizam
que, durante a reacdo de interesterificacdo enzimdtica em Sleos e gorduras, a temperatura € o
tempo sdo fatores importantes na determinacdo da extensdo da migracdo do grupo acil

(IFEDUBA; MARTINI; AKOH, 2016).

Com o aumento na concentracdo de TAG mais insaturado, houve redugdo na faixa
de fusdo do 6leo, a qual interfere nas suas propriedades de lubrificacao, desempenho mecanico,
estruturacdo e propriedades nutricionais (O’BRIEN, 2009). Além disso, alguns estudos
confirmam os efeitos positivos para a saide apds o aumento do consumo de 4cidos graxos

insaturados (MERICLI et al., 2017).

KARABULUT, KAYAHAN e YAPRAK (2003) estudaram o processo de
interesterificacdo usando misturas de estearina de palma totalmente hidrogenada ou estearina
de palma com Oleos de canola e algoddao em diferentes proporgdes. O processo resultou em
menor ponto, consisténcia e teor de gordura sélida para todos os lipidios estruturados

produzidos devido a diminui¢do dos teores mais saturados de TAG.

NORIZZAH et al. (2004) estudaram o efeito da interesterificacdo de misturas de
estearina de palma e oleina de palmiste em diferentes proporcdes. Os resultados indicaram que
todos os 6leos interesterificados apresentaram maior teor de TAGs, que foram mais insaturados

e com um menor ponto de fusdo em comparagdo com as misturas iniciais.

3.4 Tocoferois

As principais formas de tocoferol no 6leo de buriti e seus estruturados ajudam a
explicar por que sdo considerados importantes antioxidantes naturais que ajudam a prevenir a
peroxidacdo lipidica. Os resultados na (Tabela 4) mostram que o 6leo de buriti possui os quatro
1sdmeros do tocoferol e, nestes, o isomero B foi predominante. No trabalho anterior realizado
pelo nosso grupo com o 6leo de buriti os quatro isdmeros também foram detectados, sendo os

constituintes a e y responsaveis por mais de 90% do teor total de tocoferol (SPERANZA et al.,



53

2016b). Os isdmeros com maior concentragdo foram B-tocoferol e d-tocoferol, assemelhando-
se aos resultados encontrados por (SERRA er al., 2019). Preparacdes comerciais a partir do

6leo de soja consistem em mais de 80% de y e d-tocoferol.

Tabela 4. Composi¢ao de tocoferdis no 6leo de buriti e 6leo de buriti interesterificado apds 6

e 24 horas

Oleo a-Tocoferol p-Tocoferol y-Tocoferol  o-Tocoferol X Tocoferdéis

(mg kg') (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
BO 15,71£0,32*  83,62+1,82*  5,52+0,78* 17,40+0,35% 122,22
BOe¢h 10,0940,02°  71,27+1,10°  3,66+0,24° 14,61+0,35° 99,7>

BO24n 7,44+0,19° 60,42+0,92°  1,82+0,37¢ 12,50+0,36° 82,2¢

Oleo de buriti (BO); Oleo de buriti interesterificado por 6h de reacdo (BOg); Oleo de buriti
interesterificado por 24h de reacdo (BOoan). Todos os valores sdo a médias de trés repeti¢cdes + desvio
padrdo. Diferencas significativas entre as médias foram determinadas pela andlise de variancia e teste
de Tukey. As mesmas letras na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre as
amostras (p<0.05).

Durante as reacdes de 6 e de 24 horas o contetdo de B-tocoferol foi reduzido em
15% e 28%, respectivamente, comparado ao 6leo de buriti bruto. Os resultados indicam que
houve uma varia¢a@o no teor de tocoferol, dependendo do tipo de refino aplicado ao 6leo. Essa
variacdo tem grande influéncia na estabilidade do 6leo. Assim, mais avaliacdes podem ser
necessdrias em diferentes fornecedores de 6leo, a fim de obter resultados mais representativos
em relacdo ao teor de tocoferol do 6leo de buriti em fun¢do do grau de refino aplicado. Alguns
estudos mostraram que uma das principais fontes de tocoferdis naturais € o 6leo de soja, assim

como o Oleo de buriti (LEE et al. 2004; SPERANZA et al., 2016b).

Na reacao de interesterificacdo do 6leo houve perda de tocoferdis, especialmente
apo6s 24 horas de reacdo. Embora a interesterificacao tenha ocorrido sob condi¢des de branda
de temperatura (40°C), a perda pode ter sido causada pelo longo tempo de reacdo (sendo
necessdria otimizacao das reacdes). RESHMA et al. (2008) relataram que nao houve influéncia
da reacdo de interesterificacdo do 6leo sobre o contetudo de qualquer isdmero de tocoferol. A
reacdo, no entanto, ocorreu sob condi¢des mais elevadas de temperatura (60° C) por 6 horas de

reacao.

De acordo com a literatura, os tocoferdis sdo vitaminas lipossoliveis importantes
em Oleos vegetais devido ao seu potencial antioxidante, que tem sido correlacionado na

prevencgdo de doengas degenerativas, como o Alzheimer (CHEN et al., 2011). H4 uma ordem
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quanto a atividade vitamina E, a-tocoferol >B-tocoferol >y-tocoferol >6-tocoferol, observada
sua poténcia antioxidante relativa, comparada a 6leos e gorduras in vitro (KAMAI-ELDIN;
APPELQVIST, 1996). Dessa forma, os tocoferdis, quando oxidados, provocam mudanca na

coloracdo dos 6leos vegetais.
3.5 pB-caroteno total e compostos fenolicos totais

Os carotenoides também sdo conhecidos como potentes antioxidantes. Além disso,
desempenham papel fundamental na reduc¢do do risco de doengas como cancer, catarata e
envelhecimento celular. O 6leo de buriti é uma das maiores fontes jia conhecidas de
carotenoides, com aproximadamente 90% em sua composicdo, os quais estdo na forma de f3-
caroteno, provitamina A que € muito superior ao encontrado na maioria das frutas brasileiras

(FREITAS et al., 2017; SILVA et al., 2009).

Na tabela 5 os resultados confirmam que o 6leo de buriti apresenta alta concentracdo de
-caroteno. Apds 6 e 24 horas de reacdo, os Oleos interesterificados formados apresentam a
mesma concentracdo de B-caroteno. Alguns estudos também confirmam que a interesterificacdo
enzimatica nao influenciou o teor de carotenoides em misturas iniciais (RESHMA et al., 2008;
SPERANZA et al., 2016a). Mistura de carotenoides e tocoferois agem em sinergia (REISCHE;
DORRIS; RONALD, 1998).

Tabela 5. B-caroteno total e compostos fendlicos totais do 6leo de buriti e do 6leo de buriti

interesterificado ap6s 6 e 24 h de reacao

Amostra B-caroteno (ug g Equivalente de acido
gilico (ug g™
Oleo de Buriti 2786,83 +113,09* 292,31 +6,81°¢
Oleo de Buriti interesterificado 6h 2892,18 +101,20* 325,72 +£9,34°
Oleo de Buriti interesterificado 24h 2665,85 + 98,24? 329,75 + 10,15°

*Todos os valores sdo média de trés repeticoes + desvio padrao. Diferencgas significativas entre
as médias foram determinadas pela anédlise de variancia e teste de Tukey. As mesmas letras na
mesma coluna indicam que n@o houve diferenca significativa entre as amostras (p> 0,05).

Os resultados da (tabela 5) mostram que o 6leo de buriti usado neste estudo também ¢é
rico em compostos fendlicos. Os compostos fendlicos apresentam alto potencial biolégico,
especialmente na prevengdo do estresse oxidativo, das inflamacgdes e infec¢des bacterianas,

sendo cada vez mais utilizados em formulacdes de cosméticos e nutracéuticos. Quando
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comparado a outros 6leos vegetais, o valor € proximo ao encontrado no azeite (564,8 - 293,5
ug.g! de equivalente de 4cido galico), conhecido pela sua alta concentracio de compostos
fenélicos. E superior aos 6leos de noz (210 pg.g”' de equivalente de dcido galico); de améndoa
(124 pg.g! de equivalente de acido gélico); de aveld (159 pg.g™! de equivalente de 4cido gilico)
e de castanha do Brasil (153 pg.g™!' de equivalente de 4cido gilico) (KOTSIOU; TASIOULA-
MARGARI, 2016).

3.6 Fitoesterois

E essencial entender as propriedades fisicas dos esterdis, porque também sdo
nutricionalmente importantes na maioria dos 6leos e gorduras, posto que constituem a maior
fracdo insaponificédvel presente no lipidio, como por exemplo os fitoesterdis. Os fitoesterdis do
6leo de buriti e do 6leo de buriti interesterificado foram analisados. Os resultados do perfil total
de fitoesterdis do 6leo de buriti observado na (Tabela 6) mostra que o 6leo de buriti bruto
apresentou os niveis mais baixos em relacdo a composi¢do quimica do 6leo de buriti. Os
predominantes foram sitosterol e o estigmasterol, que representam com ~ 86%, portanto os mais
abundantes. Além disso foram também detectados ~2,30 % de 3,7 — 3.4 % de A’-de avanasterol

e colesterol, respectivamente.

No azeite de oliva a proporg¢ao de B-sitosterol € em torno de 75-90% na fragdo total.
Com base no perfil do 6leo de buriti interesterificado por 24 horas, é possivel observar que a
interesterificacdo apresentou f-sitosterol cerca de 1,2% maior do que o dleo de buriti bruto e
cerca de 20% foi observado em A*-avanasterol, como mostra a (Tabela 6). O perfil de fitoesterol
depende do tipo de 6leo. Quando produzidos pela interesterificacdo, obteve-se maior vantagem,
possibilitando melhor lipossolubilidade e a capacidade de ser hidrolisado no corpo humano,
além de possuir atividade fisiologica eficiente. Os compostos de B-sitosterol, campesterol e
estigmasterol sdo os mais abundantes fitoesterdis na natureza. Apresentam vdrios efeitos
positivos, isto é, funcdo anti-inflamatdria, anticancer e efeito hipocolesterolémico, além de
importantes componentes estruturais das membranas vegetais para estabilizar as bicamadas
fosfolipidicas, assim como o colesterol em células animais (CANABATE—DfAZ et al., 2007,
POKKANTA et al., 2018; VIEIRA DA SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016). Por outro
lado, os fitoesterdis podem ser usados como modificadores na cristalizac@o, estruturacao de
sistemas lipidicos e obtencdo de matrizes lipidicas com propriedades fisicas especificas e alto

ponto de fusdo (GODOI et al., 2017).
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Tabela 6. Composicdo total em fitoesterol (ug. g') do 6leo de buriti e éleo de buriti

interesterificado por 24 horas de reacao.

Fitoesterol “BO pg.g! "BO24nug.g!
Colesterol 3,67 £0,08 3,39 + 0,04
Brasicasterol 0,55+0,10 0,31 +0,01
Campesterol 6,61 +0,31 6,39 + 0,38
Estigmasterol 13,24 £ 0,55 12,84 + 0,90
Clerosterol 1,09 +£ 0,25 0,88 + 0,21
B-sitosterol + sitostanol 72,51 £ 1,26 73,38 £ 0,45
A3-avenasterol 2,34 +0,16 2,82 +0,67
Fitoesterois totais (%) 100 100

*Cada valor é uma média + desvio padrdo (SD) de uma duplicata de andlises das respectivas

amostras.

A andlise do perfil de fitoesterdis € usada para avaliar o grau de pureza do 6leo e a
auséncia de adulteracdo com mistura de outros Oleos (CANABATE-DIAZ et al., 2007).
Segundo ABIDI, (2001) os 6leos vegetais comestiveis como canola, algodao, oliva, palma,
girassol, soja e linhaga apresentam entre (40 — 92%) de sitosterol e (1.5 — 29%) de A>- de
avanasterol. Ha relatos de que B-sitosterol + sitostanol e estigmasterol sdo os principais
fitoester6is na polpa do buriti e representam cerca de (154,50 e 38,50 mg.100g),
respectivamente (COSTA et al., 2010). A quantidade de dados disponiveis na literatura,
contudo, € pequena, possivelmente devido a complexidade tanto da metodologia quanto do

dominio da técnica.

Portanto, foi importante discutir todos os resultados anteriormente apresentados
quanto a composi¢do quimica do 6leo de buriti, principalmente para ajudar no entendimento da

sua composicdo quando misturado em sistemas coloidais.
4 CONSIDERACOES FINAIS

O dleo de buriti interesterificado potencializou a concentragao de dcido graxo oleico
em relacio ao 6leo de buriti bruto, além de preservar importantes compostos minoritarios, que
sdo excelentes fontes antioxidantes. Foi observado que a lipase agiu especificamente no 6leo

de buriti atuando nas posi¢des sn-1 e sn-3 do TAG.
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CAPITULO 3- CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DE SISTEMAS DE NANOEMULSOES CONTENDO OLEO DE BURITI
INTERESTERIFICADO.

Karina Magna Macena Ledo?, Livia Viana Castro Reis?, Paula Speranza®, Alexsandra Pereira
Rodriguesb, Ana Paula Badan Ribeiro®, Juliana Alves Macedo?®, Gabriela Alves Macedo®".

(Parte do contetido desse Capitulo foi publicado no artigo da revista Biotechnology Reports

DOI: 10.1016/j.btre.2019 e00365).

RESUMO

A reagdo de interesterificacdo enzimdtica de 6leos tem sido empregada como alternativa para
desenvolvimento de novos produtos com propriedades especificas voltados para o destino
tecnoldgico. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da interesterificagdo por
caracterizacdo fisico-quimica e avaliar o potencial antimicrobiano das nanoemulsdes. Amostras
foram armazenadas e avaliadas de acordo com as temperaturas 4°C e 25°C durante 30 dias. O
didmetro médio das goticulas de nanoemulsdes variou entre 196 a 270 nm. Houve vantagem da
nanoemulsdo de 6leo interesterificado por 24 horas (NBO24n) com estabilidade oxidativa em
temperaturas mais baixas e capacidade antioxidante aproximadamente 31% melhor do que a
nanoemulsdao do 6leo de buriti bruto (NBO). O resultado da atividade antimicrobiana das
nanoemulsdes teve efeito bacteriostatico para Escherichia coli O157:H7 e Staphylococcus
aureus. De forma geral, a NBO24h apresentou melhor potencial para aplicacio tecnolégica nas
industrias alimenticia, farmacéutica ou cosmética.

Palavras-chave: antioxidantes, buriti, tamanho de goticulas, nanoemulsdes, peroxidagao lipidica.

ABSTRACT

The enzymatic interesterification reaction of oils has been employed as an alternative for the
development of new products with specific properties aimed at technological purposes. This
study aimed to evaluate the effect of interesterification by physicochemical characterization and
to evaluate the antimicrobial potential of nanoemulsions. We stored the samples at 4°C and 25°C
and evaluated them for 30 days. The average diameter of the nanoemulsion droplets ranged from
196 to 270 nm. There was an advantage in the 24-hour interesterified oil nanoemulsion (NBO24n)
with oxidative stability at lower temperatures and approximately 31% better antioxidant capacity
than crude buriti oil (NBO) nanoemulsion. The result of nanoemulsion antimicrobial activity had
a bacteriostatic effect for Escherichia coli O157:H7 and Staphylococcus aureus. Overall, the
NBO24n presented the best potential for technological applications in food, pharmaceutical or
cosmetic industries.

Keywords: antioxidants, buriti, droplet size, nanoemulsions, lipid peroxidation.
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1 INTRODUCAO

A interesterificacdo enzimdtica tem sido bastante empregada pela indudstria de
alimentos. Envolve redistribui¢cdo de &acidos graxos dentro da molécula do triacilglicerol,
apresentando uma estereoquimica diferente, que resulta em novas caracteristicas fisico-
quimicas e em propriedades nutricionais e funcionais (FARFAN et al., 2013; KIM; AKOH,
2015). Esse 6leo formado é definido como lipidio estruturado, e € ainda conhecido como nova
geracdo de nutracéuticos (OSBORN; AKOH, 2002).

Geralmente, a interesterificacdo enzimadtica de 6leos e gorduras auxilia na sua
aplicagdo comercial, visando a obten¢@o de novos produtos na forma de nanoemulsdes. Essas
nanoemulsdes possuem aplicagdes praticas em muitas dreas além da alimenticia, da
farmaceéutica e da cosmética, chegando a atuar como promissores sistemas de carreadores de
tamanhos nanométricos (MCCLEMENTS; LI, 2010; TADROS et al., 2004). Algumas medidas
de controle precisam ser adotadas como alternativas valiosas para o encapsulamento de
compostos bioativos lipofilicos de natureza hidrofébica que conseguem manter afinidade com
sistema de natureza hidrofilica. Além disso, estudos recentes confirmam as vantagens das
nanoemulsdes na industria, enfatizando que este sistema pode ser utilizado para melhoria da
biodisponibilidade e entrega de substincias antioxidantes em matrizes alimentares complexas.
Essa pritica pode prolongar a vida de prateleira do produto (OZOGUL et al., 2016; SALVIA-
TRUJILLO; MCCLEMENTS, 2016).

O dleo de buriti extraido do fruto da palmeira do buriti € tradicionalmente usado
para fins medicinais e culindrios (BATISTA et al., 2012; FREITAS et al., 2017). O 6leo bruto
apresenta excelentes niveis de compostos minoritdrios, como f-caroteno, tocoferois e esterois,
que podem ajudar na reducdo dos niveis de colesterol total e lipoproteinas de baixa densidade
e, assim, diminuir o risco de doengas coronarianas (SILVA et al., 2009; SPERANZA et al.,
2016a). Além disso, o 6leo de buriti apresenta alto contetido dos acidos oleico e palmitico, que
também exercem efeitos positivos sobre a saide (BATISTA et al., 2012; SPERANZA;
RIBEIRO; MACEDO, 2015).

De acordo com os resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, ¢ fundamental
entender se a interesterificagdo enzimdtica em O6leos amazodnicos produz lipidios com
caracteristicas especiais de plasticidade, estabilidade oxidativa e atividade antioxidante

(SPERANZA; RIBEIRO; MACEDO, 2015). O objetivo deste trabalho, portanto, foi
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desenvolver nanoemulsdes de 6leo de buriti e 6leo de buriti interesterificado pela enzima

Lipozyme TL-IM e avaliar seu efeito nas propriedades fisicas, quimicas e antimicrobianas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleo de Buriti

O 6leo de buriti foi comprado da empresa Beraca/Sabara (Sdo Paulo, Brasil). A
lipase comercial purificada e imobilizada Thermomyces lanuginosa (Lipozyme® TL-IM) foi
adquirida da Novozymes (Sdo Paulo, Brasil). O 6leo de buriti foi interesterificado segundo
(SPERANZA; RIBEIRO; MACEDO, 2016). O Tween 80 (monooleato de polioxietileno
sorbitano) foi comprado da Dindmica (Sdo Paulo, Brasil). O corante Vermelho do Nilo foi
comprado da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). As cepas dos micro-organismos Escherichia
coli O157: H7 ATCC 11775 e Staphylococcus aureus ATCC 6538 foram cedidas pelo Centro
de Pesquisa Pluridisciplinar de Quimica, Biologico e Agricola (CPQBA) da Universidade

Estadual de Campinas, Brasil.

2.2 Producio da nanoemulsao

O dleo de buriti foi interesterificado por 6 e 24 h de reacdo segundo o método de
(SPERANZA et al., 2016). Nanoemulsdes do tipo 6leo-dgua foram compostas por 10% da fase
oleosa e preparadas de acordo (OZTURK et al., 2015). Trés diferentes formulagdes foram
preparadas variando a fase oleosa: nanoemulsdes do 6leo de buriti (NBO), nanoemulsdes do
O0leo de buriti interesterificadas por 6 h (NBOesy) e nanoemulsdes do o6leo de buriti
interesterificadas por 24 h (NBO24n). As emulsdes foram pré-preparadas em Ultra-turrax na
temperatura 80°C e depois submetidas a um homogeneizador de alta pressao (GEA Niro Soavi,
Parma, Itdlia) durante 3 ciclos a 11600 Psi. Apds a homogeneizagdo, aliquotas de 100 mL de
cada amostra foram armazenados em frascos de vidro &mbar e mantidas no escuro a 4 e 25 ° C

por 30 dias.

2.3 Determinacdo do tamanho de goticulas e potencial Zeta
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O diametro médio das goticulas (d32) das nanoemulsdes foi medido pelo sistema
de dispersdo de luz estitica (Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltda., Malvern, UK).
Aliquotas de nanoemulsdes foram diluidas com 4gua destilada antes da medi¢do sob agita¢do
constante (1750 rpm), até atingir uma taxa de obscuracdo de 5%. As nanoemulsdes foram
analisadas ap6s 1, 15 e 30 dias de armazenamento em refrigeracdo (4° C) e em temperatura
ambiente (25 ° C). Cada amostra foi analisada em triplicata.

A carga superficial de nanoemulsdes durante o periodo de armazenamento (1, 15 e
30 dias nas temperaturas de 4°C e 25°C) foi determinada usando um Zetasizer Nano-Z (Malvern

Instruments Ltda., Malvern, Reino Unido). As medi¢des foram realizadas em triplicata.

2.4 Microscopia confocal de varredura a laser

A Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) foi realizada usando uma
lente objetiva de 63x (TCS SP5 II C1 Digital Eclipse, Leica, Tokyo, Japan). As amostras foram
coradas com vermelho do Nilo, um corante fluorescente soliivel em gordura, misturando-se 100
mL de amostra com 20 pl de 1 mg mL ~ ! de vermelho de Nilo em propilenoglicol. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao foram respectivamente de 488 nm e 515 nm. As
imagens foram processadas usando software LAS Lite (Zeiss Inc., Toronto, Canada) (Zeiss

Inc., Toronto, Canada).

2.5 Estabilidade oxidativa

O ensaio de espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS) baseia-se na medida
espectrofotométrica do pigmento rosa produzido pela reacao do 4cido tiobarbitdrico (TBA) com
malondialdeido (MDA) e outros produtos secunddrios de peroxidacdo lipidica. O ensaio foi
realizado adicionando-se 100 pL. de nanoemulsdo e 1 mL de 2-TBA em tubos de tampa de
rosca, agitando-se a mistura e lendo-se a absorbancia a 532 nm (KE; WOYEWODA, 1979).

TEP (1,1,3,3-tetracthoxypropane) foi usado para construir uma curva padrao.

2.6 Capacidade antioxidante (FRAP e ORAC)
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A capacidade antioxidante das nanoemulsdes foi determinada pelo uso do poder
antioxidante redutor de ferro (FRAP) de acordo com a metodologia descrita por (BENZIE;
STRAIN, 1996), com modificacdes. Foi preparada uma solug¢dao de TPTZ (2, 4, 6-tripiridils-
triazina) em HC1 40 mM e outra de FeClz.6H20 (20 mM) com dgua destilada. As nanoemulsdes
foram diluidas na proporcdo 1:2, 1:3 e 1:5 e a absorbancia medida a 595 nm num leitor de
microplacas de 96 pocos. A capacidade antioxidante foi expressa em pmol Trolox Equivalente
(TE) mL™ ! da amostra. O ensaio de capacidade de absor¢do de radicais oxigénio (ORACk) foi
executado pelo método (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005), com modificacdo. O padrao Trolox
e as amostras foram distribuidos em placa de 96 pocos de parede preta; em seguida foi feita a
adicao de fluoresceina. A reac¢ao foi iniciada pela adi¢dao da solug¢do AAPH. A fluorescéncia foi
monitorizada a cada 56 s durante 75 min num leitor de microplacas a 37 ° C com filtro de
excitacdo de 485 nm e filtro de emissdo de 520 nm. Os valores de ORAC foram calculados pela
diferenga entre a drea sob a curva de decaimento da fluorescéncia da amostra e a do branco.
Uma curva padrao foi construida usando Trolox e os resultados expressos como umol Trolox

equivalente por mL de amostra.

2.7 Difracio de Raios-X

A forma polimérfica dos cristais do 6leo de buriti, nanoemulsdes do 6leo de buriti
e Oleo de buriti interesterificado foram determinados por difracdo de Raios-X, segundo o
método Cj 2-95 (AOCS, 2009). As andlises foram realizadas em difratdmetro Philips (PW 1710,
Holanda), utilizando a geometria Bragg-Brentano (0:20) com radiacdo de Cu-ko (A =1.5418 A,
tensdo de 40 KV e corrente de 30 mA). As medidas foram obtidas com passos de 0,02° em 260
e tempo de aquisi¢do de 2 segundos, com varreduras de 15 a 40° (escala 20). A preparacao das
amostras ap6s 30 dias de armazenamento para a primeira andlise seguiu o protocolo: fusdo em
forno de micro-ondas a aproximadamente 80°C e estabilizadas a -25°C, seguindo-se outra
leitura apds 120 dias. A quantidade de cada forma cristalizada foi estimada pela intensidade

relativa do short spacings (RIBEIRO et al., 2013).

2.8 Atividade antimicrobiana

A concentra¢do minima inibitéria (MIC) de NBO e NBO24h contra E. coli 0157:
H7 ATCC 11775 e Staphylococcus aureus ATCC 6538 foi determinada utilizando-se o método
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de microdiluicdo em caldo (NCCLS CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2005). Resumidamente, aliquotas de 50 pL de cada nanoemulsdo (NBO e
NBO:4n) foram sequencialmente diluidas (25,0 - 0,39 mg mL ~!) em uma placa de 96 pogos
contendo 100 pL. de caldo Mueller-Hinton. A concentracao final da suspensao bacteriana foi
ajustada para 1,5 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC) mL™ !. As placas foram

incubadas a 37°C durante 24 h. O cloranfenicol foi utilizado como controle positivo.

2.9 Analise estastistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey, utilizando-se o Minitab v. 16 (Minitab Inc., State College, EUA) para avaliar diferencas

significativas (p <0,05) entre os valores médios.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Tamanho de goticulas e potencial zeta

O tamanho médio D3> das NBO, NBOgh, NBO24, armazenadas sob as condigdes
(4°C e 25 ° C) foi analisado e avaliado durante um periodo de 30 dias. A NBO apresentou gotas
maiores durante o armazenamento (Tabela 1). Houve diferenca significativa nos didmetros
médios de gotas das NBOegh € NBO24n. O efeito da interesterificacdo do 6leo de buriti por 24
horas na nanoemulsao de buriti (NBO24n) apresentou menores tamanho de gotas durante todo o
armazenamento D32 <200 nm. Quanto aos tamanhos de goticulas das nanoemulsdes do 6leo
interesterificado NBOgn € NBO24n, essas mostraram ser 25% e 29% menores, respectivamente,
do que a nanoemulsdo do 6leo de buriti ndo-interesterificado. Com base em nossos resultados
e nos de outros autores, podemos supor que as caracteristicas entre os pontos de fusao dos dleos

interesterificados e ndo-interesterificados estdo diretamente ligadas (SPERANZA et al., 2015).
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Figura 1. Curva de distribui¢do de goticulas de nanoemulsdes do dleo de buriti e do 6leo de
buriti interesterificado por 6 e 24 horas de reacdo na temperatura ambiente (a) e temperatura

refrigeracdo (b).

O efeito da interesterificacdo do 6leo de buriti pode ser também observado na
(Figura 1), em que o volume de distribuicao de goticulas da nanoemulsdo do 6leo de buriti

interesterificado 6h e 24h apresenta tamanho nanométrico 200 nm e distribui¢do monomodal.
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Nenhuma alteracdo no tamanho médio das gotas foi observada ao longo do armazenamento.

No entanto, goticulas maiores foram observadas em nanoemulsdes do 6leo de buriti ndo

interesterificado com tamanho de aproximadamente 270 nm e caracteristicas de polidispersao.

Quando as particulas sdo menores que 200nm, podem ser mais facilmente absorvidas e

produzem camada mais homogénea ao redor da gota, aumentando a estabilidade (GOULD;

VIEIRA; WOLF, 2013).

Tabela 1 Diametro de gotas (D3) e temperaturas do armazenamento (4 e 25°C) e tempo de

armazenamento (1,15 e 30 dias) das nanoemulsdes do 6leo de buriti e 6leo de buriti

interesterificado.
Tempo de
Diametro médio de gotas (nm) na temperatura
armazenamento
Dias Amostras 4°C 25°C
NBO 27140,03° 269+0,02°
1 NBOgn 208+0,01°¢ 209+0,01°¢
NBO2n 196+0,01¢ 196+0,01¢
NBO 275+0,02° 275+0,02°
15 NBOgn 206+0,01¢ 206+0,01°¢
NBO2n 196+0,01¢ 196+0,01¢
NBO 268+0,02° 268+0,02°
30 NBOgn 206+0,01¢ 206+0,01°¢
NBO24n 196+0,01¢ 195+0,01¢

*Nanoemulsao de 6leo de buriti (NBO), nanoemulsdes de 6leo de buriti interesterificadas por

6 h (NBOgn) e nanoemulsdes de 6leo de buriti interesterificadas por 24 h (NBOaa4n).

abcdMédias de uma mesma coluna seguidas por letras diferentes diferem significativamente em

p <0,05.

As mudangas fisico-quimicas nos TAGs causadas pela reacdo de interesterificagdo

resultam em uma predominancia de dcidos graxos insaturados nas posi¢des sn-1 e sn-3, levando

a formacdo de TAGs tri-insaturados, que sdo ricos em 4cido oléico e, portanto, reduzindo a



69

faixa de fusdo do 6leo de buriti. Além disso, a substitui¢do do &cido palmitico por dcido oleico
nas posigdes sn-1 e sn-3 do TAG em O6leo de buriti estruturado pode ter contribuido para a
reducdo do tamanho das goticulas (SPERANZA et al., 2018). Quanto menor o intervalo de
fusdo de um lipidio estruturado, menor a sua viscosidade, o que afeta diretamente o tamanho
das gotas. O 4cido oleico tem um certo grau de mobilidade proporcionado pela presenca de uma
ligacdo dupla, e isso pode alterar o arranjo cristalino e a densidade na qual as cadeias podem
ser empacotadas (CHAMBI et al., 2008).

Outro fator importante associado a estabilidade do tamanho das goticulas durante o
armazenamento € a eficiéncia da homogeneizacido, que depende das propriedades fisico-
quimicas dos lipidios que formam a emulsdo, pois goticulas menores sdo formadas quando a
fase lipidica é menos viscosa. Quando as goticulas de 6leo sdo mais viscosas elas tornam-se
mais dificeis de serem dissolvidas pelo homogeneizador, porque podem sair da zona de quebra
antes de se deformar e se romper (TRONCOSO; AGUILERA; MCCLEMENTS, 2012). Os
surfactantes, por sua vez, também desempenham um papel importante na preparacdo de
nanoemulsdes, porque reduzem a tensdo interfacial e facilitam a formacdo de pequenas
goticulas durante a homogeneizacao através da adsorcao da interface 6leo-dgua. No entanto, se
o balanco hidrofilico-lipofilico for muito alto, a tensdo interfacial do surfactante pode ser muito
alta para formar goticulas de O6leo mais homogéneas (BAI et al., 2016; CHANG;
MCCLEMENTS, 2014).

Por outro lado, o processo de homogeneizagdo de alta energia, combinado com a
reacdo de interesterificacio, produziu nanoemulsdes mais estiveis. Embora nenhum estudo
tenha investigado o efeito da posi¢do do &4cido graxo nos TAGs sobre a estabilidade da
nanoemulsdo, alguns autores avaliaram o efeito do tipo de 6leo na estabilidade e o
comportamento de diferentes nanoemulsdes durante a digestdo in vitro (CHEONG; TAN;
NYAM, 2016; MAJEED et al.,, 2016a). Ainda assim, apds a formacdo de goticulas, a
estabilidade das nanoemulsdes depende da composicdo da fase oleosa, pois os dleos diferem
em polaridade e solubilidade da dgua (DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2015). Um
estudo anterior mostrou que nanoemulsdes contendo pequenas goticulas (D32 <200 nm) podem
encontrar aplicacdo pratica nas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética devido a sua
estrutura e facil manipulacao (BAI et al., 2016).

Para os resultados do potencial zeta, valores préximos a 30 mV foram obtidos para
as nanoemulsdes. A estabilidade de NBO, NBOg¢h € NBOo4n armazenados a 4 ° C e 25 ° C foi
observada durante 30 dias (Tabela 2). As cargas apresentaram magnitude variando de -23,5 a -

30,8 mV. Isto pode indicar que essas goticulas sdo estdveis eletrostaticamente, o que pode
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reduzir a chance de agregacdo e coalescéncia durante o armazenamento. Foi observada
diferenca significativa (p <0,05) entre os valores do potencial zeta de NBO, NBOgh € NBO24n

durante o armazenamento.

Tabela 2 Potencial zeta nas temperaturas de armazenamento (4 e 25°C) e no tempo do

armazenamento (1,15 e 30 dias) das nanoemulsdes do Oleo de buriti e 6leo de buriti

interesterificado

Amostras x Periodo de armazenamento (dias)

temperatura 1 15 30
25°C
NBO —26,20 £ 0,61°f -30,86 £0,71* —-30,53 £ 0,97%
NBOe¢n —25,56 £0,74° 28,23 + 0,47 29,40 + 0,102
NBO24n —28,50 + 1,484 -30,13 + 0,06 26,63 + 0,06%f
4°C
NBO —28,8 + 0,404 -30,17 £ 0,66* —29,30 + 0,26°F
NBOen —26,13 + 0,49° —23,50 £ 0,36° —27,63 £0,214f
NBO24n —27,43 £ 0,724 —29,33 + 1,10 —28,43 + 0,934

*Valores de potencial zeta de nanoemulsdes de 6leo de buriti (NBO), nanoemulsdes de dleo de
buriti interesterificadas por 6 h (NBOeh) € nanoemulsdes de dleo de buriti interesterificadas por
24 h (NBO24n) ap6s 1, 15 e 30 dias de armazenamento a 25 e 4 ° C.

abedelMeédias dentro de uma linha seguidas por letras diferentes diferem significativamente em

p <0,05.

A NBOa4narmazenada a 25 ° C apresentou o maior valor absoluto do potencial zeta,
30,6 mV. As andlises estatisticas mostraram diferencas significativas (p <0,05) entre os
potenciais zeta de NBO e NBO6h armazenados na temperatura de refrigeragdo. Contudo
também as nanoemulsdes armazenadas sob refrigeracdo apresentaram valores menores que as
armazenadas em temperatura ambiente. Os potenciais zeta de todas as amostras foram
negativos, devido a preferéncia de a interface 6leo-agua adsorver os fons hidroxilicos de dgua
ou moléculas de Tween 80 (TRONCOSO; AGUILERA; MCCLEMENTS, 2012). Ainda assim,
os sistemas de nanoemulsdo de alto potencial zeta absoluto sdo geralmente estaveis, por causa
da repulsio eletrostética entre goticulas (HEURTAULT et al., 2003; SALVIA-TRUIJILLO et
al.,2015b), o que minimiza a agregacdo (YUKUYAMA et al., 2016). Potencial zeta semelhante

aos nossos resultados foram relatados em nanoemulsdes da mistura de 6leo de copaiba e
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triacilglicerdis de cadeia média armazenados em 4° C e 25 ° C (DIAS et al., 2014). Entretanto,
neste trabalho, a estabilidade das nanoemulsdes durante o armazenamento pode se dar devido
as propriedades dos emulsificantes, que fornecem importante mecanismo contra a
desestabilizacdo. Assim também os efeitos positivos da interesterificacdo enzimadtica, com

importante papel para aplicacdes praticas.

3.2 Microscopia confocal

A microscopia confocal avaliou imagens de particulas individuais das
nanoemulsdes estudadas. A (Figura 2) mostra que os lipidios estavam presentes como
nanoparticulas dispersas em suspensdo. NBO, NBOgn € NBO24n (Fig. 2-IB, ID e IF),
respectivamente, armazenados em temperatura ambiente (25° C), exibiram um padrdo de
distribuicdo muito semelhante com goticulas lipidicas inferiores a 1 pm. J4 NBO, NBOgh €
NBO24n armazenados a 4°C (Fig. 2-IA, IC e IE), respectivamente, apresentaram maior
suscetibilidade a agregacdo de gotas do que as nanoemulsdes armazenadas na temperatura

ambiente.
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1 DIA 15 DIAS 30 DIAS

NBO

NBOG6h

NBO24h

Figura 2. Microscopia confocal de varredura a laser de nanoemulsdes de 6leo de buriti (NBO) armazenadas a 4°C e 25°C (A e B); nanoemulsdes
do 6leo de buriti interesterificadas por 6 horas (NBO6h) armazenadas a 4°C e 25°C (C e D) e nanoemulsdes do 6leo de buriti interesterificadas

durante 24 horas (NBOa24n), armazenadas a 4°C e 25°C (E e F) aos 1, 15 e 30 dias ap6s a preparagdo. Barras de escala representam 25 um.
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Embora a temperatura ndo tenha afetado a estabilidade das goticulas na andlise de
tamanho de goticulas, as imagens da microestrutura forneceram evidéncias de que pode haver
maior coalescéncia na temperatura de refrigeracdo (4°C) ao longo do armazenamento. Em
geral, as nanoemulsdes, quando submetidas a temperaturas extremas, apresentaram uma faixa
de tamanho de goticulas relativamente grande, polidispersas, sem forma definida (ROSSEAU,

1998).

A distribuicdo de goticulas com o O6leo interesterificado NBOo2sn durante os
primeiros 15 dias de armazenamento mostra-se mais homogénea, ou seja, ndo se percebeu
aglomeracdo das gotas de 6leo. Isso pode ser explicado pela sua composi¢do quimica e por
possuir mais triacilglicerol insaturado, com menor ponto de fusdo e menor viscosidade. Essas
propriedades fisico-quimicas podem influenciar a formacdo e estabilidade das goticulas
(SPERANZA et al., 2018). A NBOgnh mostrou comportamento similar, mas a agregacdo da

goticula foi menor do que a da NBO apés 30 dias de armazenamento.

Majeed et al. (2016a) relataram que, na ocorréncia de particulas lipidicas de
nanoemulsoes, essas eram aglomeradas de formato irregular pela microscopia confocal durante
o processo de digestdo, mas que eram mais resistentes a coalescéncia do que as emulsdes.
Diferentes morfologias de nanoemulsdes sdo observadas quando usados diferentes
microscopios. Essa diferenca na morfologia pode ser atribuida ao tipo de tensoativo, a
composi¢do do lipidio ou ainda ao método aplicado para desenvolver as nanoemulsdes. Em
geral observa-se que, quanto menor a particula, mais alto é o valor do potencial zeta absoluto,
levando a uma alta repulsdo eletrostitica (MULLER; GOHLA; MADER, 2000). As
nanoemulsdes produzidas com lipidios interesterificados apresentaram resultados semelhantes

entre si; logo, a NBOgh fo1 descontinuada do estudo nas etapas posteriores.

3.3 Estabilidade oxidativa durante o armazenamento (TBARS)

A estabilidade oxidativa da NBO e NBO2s foi monitorada durante 30 dias de
armazenamento, sendo medida a formagao de produtos de oxidagao secundaria (TBARS). Os
resultados apresentados (Tabela 3) s@o indicativos de oxidacdo lipidica e mostram diferenca
significativa (p < 0,05) entre as NBO e NBOz4n ao 30° dia do armazenamento a temperatura de
25°C. Entretanto, a0 comparar os valores entre as amostras na primeira € na ultima semana de

armazenamento na temperatura 4°C, foi observada menor formacao de produtos de reacao
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secundéria da NBOz4nh em relacdo a NBO. Nos valores obtidos, segundo Nejadmansouri et al.
(2016), observa-se um aumento significativo para TBARS na temperatura 4°C em
nanoemulsdes com 6leo de peixe incorporado de tocoferol.

A relag@o do tamanho das gotas e a drea interfacial influenciam a oxidacao lipidica
em nanoemulsdes O0leo em 4gua, assim como parametros de temperatura e componentes
estruturais (NEJADMANSOURI et al., 2016). O emulsificante Tween 80 também é conhecido
por desempenhar um papel na oxidac¢do de lipidios emulsionados através da formacdo de
hidroperéxidos (MONTES DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017). O valor
adotado nesta pesquisa, no entanto, foi bem abaixo, ndo relacionando a oxidacdo lipidica ao

emulsificante.

Tabela 3 Estabilidade oxidativa TBARS (mg MDA mL") de nanoemulsdes de 6leo de buriti
(NBO) e 6leo de buriti estruturado (NBOz4n) nos dias 1, 15 e 30 de armazenamento a 4°C e 25°C
AB Médias de trés repeti¢des + desvio padrdo. Diferentes letras maitsculas na mesma coluna
indicam diferenca significativa relacionada a temperatura em comparacdo ao tempo de

armazenamento. O nivel de probabilidade € (p <0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Temperatura NBO (dias) NBO:4n (dias)

1 15 30 1 15 30
4°C 11.90 £ 0.24% 5.67 +0.04* 16.07 £1.434 | 9.87 + 0.56" 5.93+0.28* 10.33 +0.55°
25 °C 10.29 + 0.624 6.12+1.134 17.44+0.824 | 10.35+0.814 534 +0.98* 11.95+0.738

Com base nos resultados apresentados, acredita-se que a interesterificacao
enzimdtica ajudou a retardar a oxidacdo lipidica nas nanoemulsdes do Oleo de buriti
interesterificado por 24 horas na temperatura refrigerada. Em geral, quantidades significativas
de compostos de oxidacdo secunddria sdo formadas quando cadeias de acidos graxos com trés
ou mais ligagdes duplas, diferentes do dcido linoleico ou 4cido oleico, estdo envolvidas (ZOU;
AKOH, 2015). Assim como (WANG et al., 2014), o nosso resultado pode ter favorecido
positivamente a estabilidade dos 6leos, retardando ou prevenindo a oxidagao.

Este estudo apresenta importantes implicagdes para o desempenho e uso de
nanoemulsdes como sistemas de entrega para fins industriais. Além de que, devido ao processo
de interesterificacdo e consequente menor tamanho de gotas, a NBOn parece ser menos

suscetivel a formacdo de produtos de oxidagdo secunddria ao longo do periodo de

armazenamento, nas temperaturas estudadas. Sabe-se que o mecanismo de oxidagdo lipidica
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em emulsdes O/A é muito complexo e difere do que ocorre em sistemas lipidicos a granel
(WARAHO; MCCLEMENTS; DECKER, 2011a).

Os lipidios nanoemulsionados sdo altamente suscetiveis a oxidagdo, devido a area
superficial maior, que facilita as interacdes entre os radicais livres dos lipidios e metais de
transicdo soldveis em dgua (MCCLEMENTS; RAO, 2011; NEJADMANSOURI et al., 2016;
POYATO et al.,2013a). Assim, estratégias combinadas sdo necessdrias para retardar as reacoes

de oxidagdo e melhorar a vida de prateleira dos produtos.

3.4 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante € a funcdo de se combinar com radicais peroxila antes
de propagar a peroxidacao dos lipidios, como a vitamina E, antioxidante lipossolivel que ndo
permite reacdo oxidativa (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Os resultados da capacidade
antioxidante da NBOy4h (Tabela 4) foram aproximadamente 1.5 vezes superiores ao NBO, de
acordo com os ensaios de FRAP e ORAC. O aumento de ORAC do (NBOa4n) foi cerca de 31%
superior a (NBO), porque essas reacdes sdo baseadas na reacdo de sequestrar os radicais livres
através da doagdo de atomos de hidrogénio (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). O método
FRAP, por sua vez, indica a capacidade de determinar a reducdo do ferro 3+ de fluidos
bioldgicos ou solucdes aquosas de compostos puros (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). Os

resultados dos ensaios ORAC e FRAP estdo apresentados na (tabela 4).

Tabela 4. Capacidade antioxidante de nanoemulsdes (NBO e NBO24h) pelos ensaios FRAP e
ORACH.

Amostras ORACFL FRAP
Trolox equivalente (umol TE. Trolox equivalente (umol TE.
mL"!' amostra) mL"!' amostra)

NBO 3089,7 + 36,40° 419,8 +7,30°

NBO24n 3640,6 + 23,25% 6114 +7,53?

*Os dados foram expressos como média da triplicata + desvio padrao; H-ORACk.= hidrofilico;
NBO: 6leo de buriti de nanoemulsao; NBOs4: nanoemulsio de 6leo de buriti interesterificado
por 24 horas. Letras iguais na mesma coluna sdo estatisticamente iguais se (P < 0,05) pelo teste
de Tukey.
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A capacidade antioxidante em ambos os ensaios foi 18% maior na NBOz4n em
comparacdo ao NOB. O valor do FRAP, por sua vez, foi aproximadamente 46% maior para a
NBO24n demonstrando que hé influéncia da interesterificacdo enzimética do 6leo de buriti na
capacidade antioxidante de nanoemulsdes. Segundo alguns trabalhos encontrados na literatura,
a presenca de compostos minoritdrios, como B-caroteno, tocoferdis e compostos fendlicos em
6leos promove a eliminacdo de radicais livres por transferéncia de elétrons, doacdo de
hidrogénio ou quelacdo de metais de transicao através de varios mecanismos quimicos (ZOU;
AKOH, 2015). Além disso, outros estudos correlacionam a atividade entre as propriedades
antioxidantes dos compostos minoritarios com efeito benéfico a saide (ACOSTA, 2009; CHEN
et al., 2011; LACATUSU et al., 2012). Observou-se que nanoemulsdes com 6leo de buriti
interesterificado foram eficazes na doagdo de elétrons ou hidrogénio para estabilizar radicais
livres e demonstraram efeito antioxidante.

Para tanto, a presenca de 4cidos graxos livres promove um aumento na oxidacao
lipidica, que pode estar relacionada a sua localizac@o na interface 6leo-dgua, que da mesma
forma aumenta a carga negativa das gotas do 6leo e pode atrair metais de transi¢io como Fe**
ou Fe** para a superficie da gota (WARAHO et al., 2009; WARAHO; MCCLEMENTS;
DECKER, 2011b). Assim, é importante ressaltar que na caracteriza¢io do d6leo de buriti usado
para produzir a nanoemulsao ndo se apresentem dcidos graxos livres (SPERANZA et al., 2018).
Quando o metal ferro estd presente no 6leo, na d4gua ou no surfactante, a oxidagao € catalisada
por esses metais; portanto, a oxidacao lipidica ndo pode ser evitada apenas por um antioxidante
na eliminacdo de radicais livres, pois um quelante metdlico torna-se necessario
(NEJADMANSOURI et al., 2016). Haeiwa et al. (2014) relataram que os &acidos graxos
insaturados, particularmente o 4cido oleico, aumentam os niveis intracelulares dos produtos de
peroxidacao lipidica, indicando que o dcido oleico pode promover resposta adaptativa.

O ensaio ORAC mediu a degradagdo oxidativa da molécula fluoresceina, a qual,
quando inibida, indica capacidade antioxidante (MIRALIAKBARI; SHAHIDI, 2008). Até
onde sabemos, nenhum artigo publicado avaliou ORAC com nanoemulsdes de Oleo
interesterificado. Os resultados desses estudos ndo podem ser comparados com precisdo aos
relatados por (ZOU; AKOH, 2015), mas eles podem servir como referéncia. Estudos anteriores
mostraram uma diferenca na quantidade de antioxidantes em relagao a presenca de compostos
fendlicos na fragdo do 6leo de buriti, conhecido por ter um alto potencial antioxidante.

No entanto, os sistemas podem diferir em composi¢do e concentracao fitoquimica,
além de possuirem outros compostos que interagem de forma antagdnica (KOOLEN et al.,

2013; SPERANZA et al., 2016b). Assim, NBO4n apresentou no ensaio de ORAC maior
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capacidade antioxidante do que a NBO; isto pode ser confirmado com outros ensaios de
estabilidade oxidativa. A capacidade antioxidante de compostos bioativos estd associada com
a inibi¢do da iniciacdo da cadeia de radicais livres pela reacdo com o oxigénio ou quelacio de
ions de metais catidnicos. Essa reacdo retarda a oxidagdo, previne a abstragdo continua de
hidrogénio, protege o DNA, as proteinas e os lipidios dos danos oxidativos (MARINELI e? al.,
2014; SPERANZA et al., 2016a).

Segundo estudo de Poyato et al. (2013b), a capacidade antioxidante medida pelo
método de ORAC-L (capacidade de absor¢do do radical oxigénio lipofilico) em emulsdes a
base de azeite (1978,9 umol equivalente de trolox / 100 g de 6leo) foi menor do que os valores
encontrados nas nanoemulsdes do 6leo de buriti. Sabe-se ainda que a presenca do 4cido graxo
palmitico (C16:0) pode apresentar uma atividade antioxidante com reducao de radicais livres
derivados de oxigénio (LACATUSU et al., 2012).

Assim, resultados obtidos neste trabalho sugerem que nanoemulsdes com o dleo
interesterificado podem ser usadas em algumas aplicagdes, incluindo formulagdes para fins

alimenticios, farmacéuticos e cosméticos.

3.5 Difracao de raios-X

As transi¢des polimoérficas de 6leos ainda sdo bastante desafiantes para a industria.
As moléculas de triacilglicerdis (TAG) sdao capazes de empacotar em diferentes arranjos
cristalinos, que geralmente sdo medidos por difracdao de raios-X para investigar a disposi¢cao

das cadeias de 4cidos graxos (RIBEIRO et al., 2013, 2015).

Os difratogramas obtidos do 6leo de buriti (BO) e das nanoemulsdes NBO e
NBOaan, ap6s 30 dias de produzidas e armazenadas a temperatura de 25°C, estdo representados
na Tabela 5. Os picos de cristalizacio e as formas polimorficas correspondentes sdo
caracterizadas por espacamento curto especifico ou distancia entre as cadeias de acidos graxos.
O BO apresentou espagamento curto em aproximadamente 4.4 A referente ao padrio de difracio
da forma f e da forma f’, (4.2 ¢ 3.9 A) devido 2 sua diversificada composicio de dcidos graxos

e, principalmente, aos acidos oleico e palmitico.
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Tabela 5. Espacamentos curtos (Short spacings) e formas polimoérficas do 6leo de buriti

(BO), NBO, NBO24n, ap6s 30 e 120 dias de armazenamento a 25°C.

Amostras Short spacings (A) Formas
polimérficas
4.4 4.2 4.0 3.9 3.8

BO 4.38(vs)  4.19(vs) -- 3.93(vs) -- B'+P
NBO (30) 4.44(s)  4.24(vs) 3.97(vs) -- -- BB
NBO2 (30)  4.44(vs)  4.23(vs) - 3.88(s) -- B'+p
NBO (120) 4.42(s)  4.23(s) - 3.88(vs) 3.77(m) BB
NBO24n (120)  4.43(vs)  4.24(vs) - 3.88(vs) -- B'+p

*Intensidade: vs. muito forte; s. forte; w. fraco; m. médio. NBO: nanoemulsao do 6leo de buriti;
NBO24: nanoemulsdo do 6leo de buriti interesterificado por 24 horas de reagao.

As transi¢des polimorficas do 6leo de buriti devem-se provavelmente aos
triacilglicerois do 6leo. A presenga do diacilglicerol (DAG) cuja composi¢do seja maior que
5% no o6leo pode propiciar a formacdo do polimorfo > (HAGEMANN, 1998). Assim, a
interesterificacdo reduz a faixa de fusdo do TAG, formando mais 4cidos graxos insaturados e
causando alteracdes nas formas polimorficas. Os TAGs geralmente cristalizam primeiro nas
formas o e °, embora a forma [ seja mais estavel. Fatores como taxa de resfriamento, calor de
cristalizacao, nivel de agitacdo e formulacdo podem afetar o nimero e o tipo de cristais. No
entanto, se os lipidios sdo misturas complexas de TAGs, diferentes formas polimoérficas podem

coexistir a uma certa temperatura (RIBEIRO et al., 2015).

A reorganizacdo polimérfica para niveis mais organizados e energeticamente mais
favoraveis é apontada como um problema na encapsulagao de ativos, porque esta reorganizacao
poderia provocar expulsdo do composto bioativo (JENNING; THU; GOHLA, 2000). Segundo
(BUNIJES; UNRUH, 2007), a difragdo por raios-X permite obter informagdes inequivocas em
relagdo as transformagdes polimorficas e pode também ajudar a detectar separagdo de fases. No
entanto, os resultados obtidos s@o incompreendidos, posto que nao se percebe diferenca entre

as nanoemulsdes do estudo.
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3.6 Atividade antimicrobiana

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana das nanoemulsdes estudadas
estdo apresentados na Figura 3 e indicam as concentracdes testadas para cada micro-organismo
(0,39 a 25 mg. mL'). Durante o periodo de incubagdo das células bacterianas com as
nanoemulsdes do 6leo de buriti e 6leo de buriti interesterificado, nota-se que niao houve a
inibicdo de todas as células de Escherichia coli O157: H7 ATCC 11775 e Staphylococcus
aureus ATCCC 6538. Por sua vez, ndo foi possivel encontrar a concentracdo minima inibitéria
(MIC) dessas amostras.

Os resultados encontrados no presente trabalho foram obtidos a partir das leituras
realizadas pela absorbancia num espectrofotometro (leitor de placas), considerando-se a leitura
das cavidades com as amostras, a leitura de cor da amostra como um material de referéncia
(branco), a leitura do meio de cultura (esterilidade do meio), a leitura do controle com o micro-
organismo e a leitura com o padrdo comercial (controle +), conforme estdo apresentados na

(figura 3).

 ComtoleMO

Controle MO

Figura 3. Determinacao da atividade antimicrobiana de nanoemulsdes do éleo de buriti
(NBO) e nanoemulsao do 6leo de buriti interesterificado (NBO24h) contra cepas de E. coli
(A); S. aureus (B). A auséncia da coloracao vermelha indica inibi¢do da atividade metabdlica

microbiana. *MO= Micro-organismo.
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A concentragio estudada (25 mg. mL ') para a NBOy4s inibiu 0s micro-organismos
E. colie S. aureus em 70% e 60%, respectivamente. Por sua vez, a NBO teve inibi¢do um pouco
inferior, de aproximadamente 60%. Considere-se o fato de que, dentro do gradiente das
concentracdes testadas, a NBO na concentracdo (6,25 mg. mL™!) apresentou inibicio maior,
com aproximadamente 65% de inibicdo para ambas as bactérias deste estudo, propiciando o

efeito bacteriostdtico na maioria das concentragdes usadas.

Nos resultados de antimicrobianos com compostos encontrados em o6leos
essenciais, eles apresentam caracteristicas de baixa viscosidade, alta volatilidade e predominio
de moléculas pequenas, de baixa concentra¢do, em nanoemulsdes nas quais sdo responsaveis
pelos efeitos antimicrobianos (GHADERI et al., 2017; SALVIA-TRUJILLO et al., 2014,
2015b). Quando comparadas ao 6leo bruto, observa-se que, embora algumas cepas tenham sido
inibidas em altas concentragdes (25 mg. mL™!), é notdvel que existe uma inibicdo vantajosa do
ponto de vista de controle microbiano, pois inibem mais de 50% dessas cepas nas

concentracoes.

Alguns outros estudos também revelam que o potencial antimicrobiano influéncia
sobre o tamanho das goticulas, a composi¢ao quimica do 6leo e também na estrutura do sistema
de nanoemulsdes (ACOSTA, 2009; SALVIA-TRUIJILLO et al., 2013; SPERANZA et al.,
2015).

S.anieus W NBO E.coli = NBO
24 ]
70% m NBO24h m NBO24h
£ 60% & 70%
° n 0%
g 5 50%
U 40% g
o - O a0%
2 2 30%
o 20% ]
> el S 20%
z 10% T 10%
0% 0%
2% 125 625 312 156 25 125 625 312 156

concentragio mg. mL concentracio mg.mL

Figura 4. Grifico de atividade antimicrobiana da nanoemulsdo do 6leo de buriti (NBO),
nanoemulsdo de 6leo de buriti interesterificado 24 horas (NBOa4n) contra Staphylococcus

aureus e Escherichia coli. Os valores sdo apresentados como média das repeti¢des (n=3).
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Existe um pequeno numero de trabalhos com nanoemulsdes a partir de 6leo fixo
com atividade antimicrobiana. Desta forma, a perspectiva por eventos multiplos de natureza
bioldgica ou das substincias presentes nos 6leos com maior atividade antimicrobiana pode
favorecer o potencial antimicrobiano das nanoemulsdes com 6leo de buriti ou dleo de buriti
interesterificado. Isto pode ser potencialmente util para a industria de alimentos, levando-se em

consideragdo o controle de contaminacao por bactérias patogénicas.

Ainda assim foi realizado testes experimentais com outro tipo de matriz carreadora.
O uso de nanocarreadores lipidicos também com referéncia a atividade antimicrobiana; os
efeitos do 6leo de buriti interesterificado, associado ao carreador lipidico nanoestruturado,
dependeu do micro-organismo alvo. Este tipo de formulagdo de NLCBO24n parece ter
encontrado valores menores de inibi¢do contra as bactérias E. coli e S. aureus, conforme

demonstra a (figura 5).

(A) S, aureus w CLN (B) E.coli ECLN
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Figura 5. Atividade de inibicao de carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCBO) e

carreador lipidico nanoestruturado do 6leo de buriti interesterificado (NLCBO24n) contra S.

aureus (a) E. coli (b).

Sabe-se ainda que muito se usa nanocarreadores com os Oleos essenciais que
protegem de possivel degradacdo térmica, garantem maior estabilidade e consequentemente
podem prolongar a vida ttil do carreador lipidico nanoestruturado (PIRAN et al., 2017). Apesar
disso, pouca pesquisa sistemdtica tem sido encontrada com nanocarreadores lipidicos sem a
presenca de 6leos essenciais. Logo, poucos exemplos podem ser comparados aos carreadores

lipidicos de 6leo de buriti interesterificado como potencial antimicrobiano.
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Em todo caso, a relagdo das caracteristicas fisico-quimicas dos carreadores, como
solubilidade em édgua, parece ser dependente da composi¢ao e concentracdo inicial do dleo de
buriti. Isso ocorre porque o 6leo dentro do carreador lipidico pode atravessar as membranas
celulares, penetrar no interior da célula e interagir com sitios intracelulares mais facilmente
(PATEL; DEWETTINCK, 2015).

No entanto, os resultados dos carreadores lipidicos com o 6leo interesterificado
NLCBO24h apresentaram uma resposta bastante diferente da NBO24h. Verificou-se que os
resultados tendem a nao uniformidade. Os resultados comparando os dois tipos de sistemas
denotam a ideia de que, dependendo da aplicacao preterida, com nanoemulsdes ou carreadores
lipidicos nanoestruturados, sio necessdrios testes adicionais para outras concentra¢des. E

necessdrio ainda encontrar a minima concentracao inibitdria e controlar possiveis problemas

que nao puderam ser controlados durante este trabalho.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os sistemas de nanoemulsdes formuladas com o 6leo de buriti interesterificado,
apresentou caracteristicas de tamanho de particulas em escala que possibilitaram ser
reconhecida como nanométrica. A atividade antimicrobiana dessas amostras apresentou
mecanismo de acdo varidvel de acordo com a concentragdo das nanoemulsdes. Enquanto que
comparando com as caracteristicas dos carreadores lipidicos nanoestruturados apresentaram

também com efeito bacteriostético para as bactérias patogénicas.
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CAPITULO 4 - DISCUSSAO GERAL

A caracterizacdo do 6leo de Buriti quanto as propriedades quimicas, antes e apés o
processo de interesterificacdo enzimadtica por 6 e 24 horas, foram obtidos sendo o majoritério
dcido graxo oleico (74,2%), seguido do 4cido graxo saturado palmitico (19,8%). Quanto a
andlise de classe de lipidios do 6leo de buriti apresentaram essencialmente composto por TAG
(93,4%), que ajuda a comprovar uma hidrélise seguida de sintese. Apesar do teor de 4acidos
graxos livres apresentarem variacdo de acordo com a temperatura utilizada na reagdo, foi
observado que quanto maior a temperatura, menor a formacgdo de dcidos graxos livres. Foram
utilizadas as reacOes de 6 e de 24 horas, as principais formas de tocoferol no 6leo de buriti
mostram a importancia dos antioxidantes naturais presentes no 6leo e o teor de f-tocoferol foi
reduzido em 15% e 28%, justificando a necessidade de mais avaliagdes para diferentes
fornecedores de 6leo, a fim de obter resultados mais representativos em relagdo ao teor de
tocoferol do 6leo de buriti em funcdo do grau de refino aplicado. Quanto ao teor de betacaroteno
ap6s a reacdo de interesterificacdo nos 6leos ndo apresentaram alteracdes significativas na
concentracdo de B-caroteno. Devido a isso, foram utilizadas medidas para discutir os resultados
apresentados quanto a composi¢do quimica do 6leo de buriti, principalmente para ajudar no

entendimento da sua composi¢do quando misturado em sistemas coloidais.

Na etapa seguinte, foi avaliado o processo de formacdo das nanoemulsdes por
homogeneizagdo de alta pressdo. Foram usados 6leos interesterificados e nao interesterificado,
e avaliado o comportamento de acordo com a temperatura do armazenamento proposto. De
forma geral, o tamanho de particula para a nanoemulsdao com o 6leo interesterificado por 24
horas de reacdo, foi mais estdvel ao longo do armazenamento, comparada as outras
nanoemulsdes produzidas por diferentes tempos de reacdo. Do mesmo modo, a estabilidade
oxidativa da nanoemulsdo interesterificada por 24 horas monitorada pela formagao de produtos
de oxidagdo secunddria, foram menos suscetiveis a formacdo desses compostos de oxidacdo ao
longo do armazenamento a temperatura ambiente. E importante levar em consideracio que
presenca de compostos fendlicos, antioxidantes do 6leo de buriti pode ajudar a explicar o
potencial bioldgico observado e com algum mecanismo de acdo varidvel e efeito bacteriostatico

de acordo com a concentra¢do da nanoemulsdo utilizada.
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram estabelecer que o uso da lipase comercial
Lipozyme TL-IM (Novozymes) foi capaz de catalisar reacdes de interesterificagdo do 6leo de
buriti, com produtos de caracteristicas fisico-quimicas distintas. Foi possivel observar que
houve maior especificidade da enzima para os 4cidos graxos insaturados. Assim, a
interesterificacdo enzimdtica promoveu o aumento nos triacilglicerois tri-insaturados e a
diminui¢do dos triglicerideos di-insaturado-monossaturados.

As nanoemulsdes formuladas com o 6leo de buriti interesterificado por 24 horas geraram
tamanho de gotas do 6leo menores e, consequentemente, ajudou a formar nanoemulsdes
cineticamente mais estdveis, com baixa polidispersidade. Foi verificada, ainda, estabilidade
oxidativa e no armazenamento na temperatura de refrigeracdo, observou-se uma
desestabilizacdo mais acentuada das nanoemulsdes ao longo do periodo de armazenamento.
Tanto a nanoemulsdo de 6leo de buriti bruto quanto a nanoemulsdo de dleo de buriti
interesterificado apresentaram efeito bacteriostatico contra bactérias E. coli e S. aureus, para
testes como potencial antimicrobiano, esse efeito sobre as bactérias patogénicas foi acima de
60% de inibi¢cdo em ambas bactérias utilizadas.

De forma geral, o efeito do processo de interesterificacdo pode ser considerado positivo
na caracterizacao fisico-quimica. No entanto, ha necessidade de pesquisa futura incorporando
algum composto bioativo de baixo custo e alta eficiéncia para controle bactericida de

microorganismos em alimentos aplicado a partir desse sistema nanoemulsificado.



85

REFERENCIAS

ACOSTA, E. Bioavailability of nanoparticles in nutrient and nutraceutical delivery. Current
Opinion in Colloid and Interface Science, v. 14, n. 1, p. 3—15, 20009.

AOCS, 2009. Determination of cis-, trans-, Saturated, Monounsaturated and Polyunsaturated
Fatty Acids in Vegetable or Non-Ruminant Animal Oils and Fats by Capillary GLC (Ce 1h-
05). In: Official Methods and Recommended Practices of the AOCS.

BAI L. et al. Fabrication of oil-in-water nanoemulsions by dual-channel microfluidization
using natural emulsifiers: Saponins, phospholipids, proteins, and polysaccharides. Food
Hydrocolloids, v. 61, p. 703-711, 2016.

BATISTA, J. S. et al. Atividade antibacteriana e cicatrizante do 6leo de buriti Mauritia flexuosa
L. Ciéncia Rural, v. 42, n. 1, p. 136-141, 2012.

BENZIE, L. F. F.; STRAIN, J. J. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”: The FRAP assay. Analytical Biochemistry, v. 239, n. 1, p. 70-76, 1996.

BUNIJES, H.; UNRUH, T. Characterization of lipid nanoparticles by differential scanning
calorimetry, X-ray and neutron scattering. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 59, n. 6, p.
379402, 2007.

CAROCHO, M.; FERREIRA, I. C. F. R. A review on antioxidants, prooxidants and related
controversy: Natural and synthetic compounds, screening and analysis methodologies and
future perspectives. Food and Chemical Toxicology, 2013.

CHAMBI, H. N. M. et al. Solid lipid microparticles containing water-soluble compounds of
different molecular mass: Production, characterisation and release profiles. Food Research
International, v. 41, n. 3, p. 229-236, 2008.

CHANG, Y.; MCCLEMENTS, D. J. Optimization of orange oil nanoemulsion formation by
isothermal low-energy methods: Influence of the oil phase, surfactant, and temperature.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 62, n. 10, 2014.

CHEN, B. et al. Minor Components in Food Oils : A Critical Review of their Roles on Lipid
Oxidation Chemistry in Bulk Oils and Emulsions Minor Components in Food Oils : A Critical
Review of their Roles on Lipid Oxidation Chemistry in Bulk Oils. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, v. 51, p. 901-916, 2011.

CHEONG, A. M.; TAN, C. P.; NYAM, K. L. In-vitro gastrointestinal digestion of kenaf seed
oil-in-water nanoemulsions. Industrial Crops and Products, 2016.

DAVIDOV-PARDO, G.; MCCLEMENTS, D. J. Nutraceutical delivery systems: Resveratrol
encapsulation in grape seed oil nanoemulsions formed by spontaneous emulsification. Food
Chemistry, v. 167, p. 205-212, jan. 2015.

DIAS, D. DE O. et al. Optimization of Copaiba oil-based nanoemulsions obtained by different
preparation methods. Industrial Crops and Products, 2014.

FARFAN, M. et al. The effect of interesterification on the bioavailability of fatty acids in
structured lipids. Food Chemistry, 2013.

FREITAS, M. L. F. et al. Quality characteristics and thermal behavior of buriti (Mauritia



86

flexuosa L.) oil ; Pardmetros de calidad y comportamiento térmico del aceite de buriti (Mauritia
flexuosa L.). GRASAS Y ACEITES, v. 68, n. 4, p. 9, 2017.

GHADERI, L. et al. Development of antimicrobial nanoemulsion-based delivery systems
against selected pathogenic bacteria using a thymol-rich Thymus daenensis essential oil.
Journal of Applied Microbiology, v. 123, n. 4, p. 832-840, 2017.

GOULD, J.; VIEIRA, J.; WOLF, B. Cocoa particles for food emulsion stabilisation. Food and
Function, v. 4, n. 9, p. 1369-1375, 2013.

HEURTAULT, B. et al. Physico-chemical stability of colloidal lipid particlesBiomaterials,
2003.

HUANG, D.; BOXIN, O. U.; PRIOR, R. L. The chemistry behind antioxidant capacity assays.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 6, p. 1841-1856, 2005.

JENNING, V.; THU, A. F.; GOHLA, S. H. Characterisation of a novel solid lipid nanoparticle
carrier system based on binary mixtures of liquid and solid lipids. v. 199, p. 167-177, 2000.

KE, P. J.; WOYEWODA, A. D. Microdetermination of thiobarbituric acid values in marine
lipids by a direct spectrophotometric method with a monophasic reaction system. Analytica
Chimica Acta, 1979.

KIM, B. H.; AKOH, C. C. Recent Research Trends on the Enzymatic Synthesis of Structured
Lipids. Journal of Food Science, v. 80, n. 8, p. C1713-C1724, 2015.

KOOLEN, H. H. F. et al. Antioxidant, antimicrobial activities and characterization of phenolic
compounds from buriti (Mauritia flexuosa L. f.) by UPLC-ESI-MS/MS. Food Research
International, 2013.

LACATUSU, I. et al. Highly antioxidant carotene-lipid nanocarriers: Synthesis and
antibacterial activity. Journal of Nanoparticle Research, v. 14, n. 6, 2012.

MAIJEED, H. et al. Influence of carrier oil type, particle size on invitro lipid digestion and
eugenol release in emulsion and nanoemulsions. Food Hydrocolloids, 2016.

MARINELI R. DA S. et al. Chemical characterization and antioxidant potential of Chilean
chia seeds and oil (Salvia hispanica L.). LWT - Food Science and Technology, v. 59, n. 2P2,
p- 1304-1310, 2014.

MCCLEMENTS, D. J.; LI, Y. Structured emulsion-based delivery systems: Controlling the
digestion and release of lipophilic food components. Advances in Colloid and Interface
Science, v. 159, n. 2, p. 213-228, 2010.

MCCLEMENTS, D. J.; RAO, J. Food-Grade Nanoemulsions: Formulation, Fabrication,
Properties, Performance, Biological Fate, and Potential Toxicity. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, v. 51, n. 4, p. 285-330, 25 mar. 2011.

MIRALIAKBARI, H.; SHAHIDI, F. Antioxidant activity of minor components of tree nut oils.
Food Chemistry, v. 111, n. 2, p. 421427, nov. 2008.

MONTES DE OCA—AVALOS, J. M.; CANDAL, R. J.; HERRERA, M. L. Nanoemulsions:
stability and physical propertiesCurrent Opinion in Food Science, 2017.

MULLER, R. H.; GOHLA, S.; MADER, K. Solid lipid nanoparticles ( SLN ) for controlled



87

drug delivery + a review of the state of the art. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 50, p. 161-177, 2000.

NCCLS CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Metodologia dos
Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicio para Bactéria de
Crescimento Aerobico : Norma Aprovada - Sexta Edicao, 2005.

NEJADMANSOURI, M. et al. Physicochemical properties and oxidative stability of fish oil
nanoemulsions as affected by hydrophilic lipophilic balance, surfactant to oil ratio and storage
temperature. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2016.

OSBORN, H. T.; AKOH, C. C. Structured lipids-novel fats with medical, nutraceutical, and
food applications. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v. 1, n. 3, p.
110-120, 2002.

OZOGUL, Y. et al. Comparative study of nanoemulsions based on commercial oils (sunflower,
canola, corn, olive, soybean, and hazelnut oils): Effect on microbial, sensory, and chemical
qualities of refrigerated farmed sea bass. Innovative Food Science & Emerging Technologies,
v. 33, p. 422430, fev. 2016.

OZTURK, B. et al. Nanoemulsion delivery systems for oil-soluble vitamins: Influence of
carrier oil type on lipid digestion and vitamin D<inf>3</inf> bioaccessibility. Food
Chemistry, 2015.

PATEL, A. R.; DEWETTINCK, K. Current update on the influence of minor lipid components,
shear and presence of interfaces on fat crystallization. Current Opinion in Food Science, v.
3, p. 65-70, 2015.

PIRAN, P. et al. Formulation of Menthol-Loaded Nanostructured Lipid Carriers to Enhance Its
Antimicrobial Activity for Food Preservation. Advanced Pharmaceutical Bulletin, v. 7, n. 2,
p. 261-268, 30 jun. 2017.

POYATO, C. et al. Oxidative stability of O/W and W/O/W emulsions: Effect of lipid
composition and antioxidant polarity. Food Research International, 2013.

RIBEIRO, A. P. B. et al. Hardfats as crystallization modifiers of cocoa butter. European
Journal of Lipid Science and Technology, 2013.

RIBEIRO, A. P. B. et al. Crystallization modifiers in lipid systems. Journal of Food Science
and Technology, v. 52, n. 7, p. 3925-3946, 2015.

SALVIA-TRUJILLO, L. et al. Effect of processing parameters on physicochemical
characteristics of microfluidized lemongrass essential oil-alginate nanoemulsions. Food
Hydrocolloids, 2013.

SALVIA-TRUJILLO, L. et al. Impact of microfluidization or ultrasound processing on the
antimicrobial activity against Escherichia coli of lemongrass oil-loaded nanoemulsions. Food
Control, 2014.

SALVIA-TRUIJILLO, L. et al. Physicochemical characterization and antimicrobial activity of
food-grade emulsions and nanoemulsions incorporating essential oils. Food Hydrocolloids, v.
43, 2015.

SALVIA-TRUIJILLO, L.; MCCLEMENTS, D. J. Influence of Nanoemulsion Addition on the



88

Stability of Conventional Emulsions. Food Biophysics, 2016.

SILVA, S. M. et al. Characterization of Oil Extracted from Buriti Fruit (Mauritia flexuosa)
Grown in the Brazilian Amazon Region. Journal of the American Oil Chemists’ Society, v.
86, n. 7, p. 611-616, 30 jul. 2009.

SPERANZA, P. et al. Influence of emulsion droplet size on antimicrobial activity of
interesterified Amazonian oils. LWT - Food Science and Technology, v. 60, n. 1, p. 207-212,
jan. 2015.

SPERANZA, P.; RIBEIRO, A. P. B.; MACEDO, G. A. Lipase catalyzed interesterification of
Amazonian pataud oil and palm stearin for preparation of specific-structured oils. Journal of
Food Science and Technology, v. 52, n. 12, p. 8268-8275, 23 dez. 2015.

SPERANZA, P.; RIBEIRO, A. P. B.; MACEDO, G. A. Application of lipases to regiospecific
interesterification of exotic oils from an Amazonian area. Journal of Biotechnology, v. 218,
p. 13-20, jan. 2016.

SPERANZA, P. et al. Amazonian Buriti oil: chemical characterization and antioxidant
potential. Grasas y Aceites, v. 67, n. 2, p. €135, 30 jun. 2016b.

SPERANZA, P. et al. Improving the chemical properties of Buriti oil ( Mauritia flexuosa L. . )
by enzymatic interesterification. v. 69, n. December, p. 1-8, 2018.

TADROS, T. et al. Formation and stability of nano-emulsionsAdvances in Colloid and
Interface Science, 2004.

TRONCOSO, E.; AGUILERA, J. M.; MCCLEMENTS, D. J. Fabrication, characterization and
lipase digestibility of food-grade nanoemulsions. Food Hydrocolloids, 2012.

WANG, X. Y. et al. Degree of oxidation depending on the positional distribution of linolenic
acid in perilla oil and interesterified products. Food Science and Biotechnology, 2014.

WARAHO, T. et al. Prooxidant mechanisms of free fatty acids in stripped soybean oil-in-water
emulsions. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2009.

WARAHO, T.; MCCLEMENTS, D. J.; DECKER, E. A. Mechanisms of lipid oxidation in
food dispersionsTrends in Food Science and Technology, 2011a.

WARAHO, T.; MCCLEMENTS, D. J.; DECKER, E. A. Impact of free fatty acid concentration
and structure on lipid oxidation in oil-in-water emulsions. Food Chemistry, 2011b.

YUKUYAMA, M. N. et al. Nanoemulsion: Process selection and application in cosmetics - A
review. International Journal of Cosmetic Science, v. 38, n. 1, p. 13-24, 2016.

Z0U, L.; AKOH, C. C. Oxidative stability of structured lipid-based infant formula emulsion:
Effect of antioxidants. Food Chemistry, 2015.



ANEXOS

89

ANEXO I — Autorizacdo da editora La Editorial CSIC para inclusio na tese parte do artigo de
pesquisa publicado.

g gt . o L

anm

Sl -m A58 e el | Pyeds vaifar Le Fbagrdad 5 mbe

|
i
a
1
L]
]
2
4
-
3
2
5
:
=
z
g
:
]
=
=
3
P

Aranal ¥ HINSTERIC

Ly l'q D CIRMEIA, INMOYACT 08 m C S I C
. ¥ NIV ERSIDWMEES T N .
allis's Y N D AR

DAL T
DFRCTOR

Dfia. Karina Magna M. Ledo

Laboratary of Bioprocesces

Department of Food and Nutrition [DEPAN)
Facwity of Food Engineering (FEA)

State University of Campinzs

530 Paulo, Brasi

En relacion con su solictud de sutorizadon para s reproduccion del srticuio completo, P
Speranza, K. M. M. Le3o, T. 5. Narciso Gomnes, L V. C. Reis, & P. Rodrizues, 1 Alves Maoedo, & P, B.
Ribeirm and G. Alves Macedo {201 8] “Improving the chermic] propertes of Burit oil {Maentz fewosz
L) by enzymatic interesterification”, publicedo en la revigs Oroses p Aceites 6904, =282
bttos: doi.ore 10 3888 /pya GFFF1E], para ser induido como apéndice en 3 tesis doctoral de dofa
Karina Magna M. Le3o, que serd previsiblements finalizada en 2019, ke informamos

La Editorial CSIC autariza a Karing Magna M. Le3o 3 proceder 3 s reproducrion del srticulo antes
citado como apendice de nl tesis doctoral, induyendo sus sucesivas reimpresiones y reediciones, en

ingies.

En el trahajo pars el gue se concede esta sutorizdon, la mencion a |a contribucion original
publicada en 2l C5IC debe figurar donde comesponda de la siguiente forma (o en otro estilo de cita
sirnitar gue contenga |2 misma informacion]:

Speranza, P, K KL M. Le3p, T. 5 Narcizo Gomes, L V. C. Reiz, & P Rodrigues, | Alves
Macedo, A. P. B. Ribesing znd G. Ahves Macedo [2018): "Improving the chemical properties of
Buriti of [Mawritia fiexwosa L} by enzymatic intereserification”, Grases p Aceites 6574, e282,
hittps:, doi oo/ 10,3969 /e 0229181

Atertamente,

Raman B. Rodriguez

o

N Pl

Tal ® AN
LETE F

A a =,
e Bas W8] WOTY

C3V : OEN-SoT8-sbab-alfa-s731-Edbe-gabs-22Ta-n6al
DIRECCHON DE VALIDACISH : hitps-lporafmmac redcam.sc
FIRMANTE{1) - RAMON RODRISUET MARTINEZ | FECHA © 06922018 DB-3E | HOTASR - F



90

ANEXO II- Autorizagdo da editora Elsevier para uso do artigo de pesquisa na tese, publicado
na revista Biotechnology Reports.

| M | Gmall Karina Magna Leao <kmagnaleao@gmail.com>

Re: Request for Elsevier Authorization [191001-015361]

2 mensagens

JM-BTRE <btre@elsevier.com=
a JM-BTRE iercom>
Para: kmagnaleao@gmail.com

5 de outubro de 2019 03:40

Dear Dr. Leao,
Thank you for your e-mail.

There is no problem with using the content in the thesis, but please make to sure to log a request through Copyright clearance/RightsLink. The link for this is found on ScienceDirect. See the highlighted link on the screen shot.
Then fill in the appropriate information, and there is no charge to use it.

https:/iwww.sci direct. i icle/pii 15017X1930164X

https://s100.copyright.com/AppDi viet?publi S&contentiD=52215017X1930164X&orderBeanReset=true

Biotechnology Reports

Volume 24, December 2019, 00365

SEVIEF

Physicochemical characterization and
antimicrobial activity in novel systems containing
buriti oil and structured lipids nanoemulsions

%

edo’, GA. Mace

50° &8, LV.C. Reis”, P Sparanza®, AP, Rodrigues©, AP, Ribeire®, JA

8 Show more

Physicochemical characterization and antimicrobial activity in novel systems containing buriti oil
and structured lipids nanoemulsions

Author: KM.M. Ledo,L.V.C. Reis,P Speranza,A.P. Rodrigues,A.P.B, Ribeiro,).A. Macedo.G.A. Macedo

Publication: Biotechnology Reparts

Publisher: Elsevier

ELSEVIER Date: December 2019

© 2019 The Authors. Published by Elsevier B.V.

Welcome to RightsLink

Elsevier has partnered with Copyright Clearance Center's RightsLink service to offer a variety of options for reusing this content.

Note: This article is available under the Creative Commons CC-BY-NC-ND license and permits non-commercial use of the work as published, without adaptation
or alteration provided the work is fully attributed.

For commercial reuse, permission must be requested below.



ANEXO III- Comprovante de cadastro realizado na plataforma SisGen.

Ministérlo do Meio Amblente y
CONSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA MACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONID GENETICO E DO COMHECIMENTO TRADICHIMAL ASSDCIADD
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? ABS1EG4

A alividade de acesso ao Pakimonido Genélico/CTA, nos termos  abaixo  resumids, foi cadasiada  no

Eislzen, em atendimenio ao previsto na Lei n® 131232015 e seus regulamentas.

Mimern do cadaatro: AGS1EG4

sk UNICAMP

CPRICNPS: 46.068.425/0001-33
Crjeto do Acessn: Patriménio Genatico/CTA
Finalidade do Acesso: Pasquisa

Espacia

CQenoacarpus bataua

Mauritia flexuosa

ASIFoCary um muruemury

oleos fixos de plantas da Amazonia
Fonte do CTA

CTA de orlgem ndo Identificavel

Titulo da Atividade: Producao de lipidios especiais por interesterificagao enzimatica de dleos da
Amazdnia e Influéncia na atividade blolagica

Equipe

Gabriela Alves Macodo UNICAMP

Juliana Alves Macedo UMICAMP

91



