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RESUMO

A utilizacdo de fontes oleaginosas regionais com produgdo intermitente, sdo ideais para
proporcionar alternativas para aplicagdes renovaveis e biocompativeis, pois diminuem os custos
de producao, devido a redugdo do impacto da indisponibilidade de matéria prima, nesse
contexto este trabalho propde o aproveitamento da biomassa de coco catolé para a sintese de
biodiesel através da transesterificagdo in situ e a sintese de carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLNs), atreladas ao planejamento experimental utilizando o método de
Taguchi. A transesterificagdo in situ foi conduzida através de nove experimentos variando-se
taxa do catalisador, propor¢do metanol/ 6leo e temperatura. O rendimento de massa foi analisado
como resposta. A condi¢do otimizada foi obtida através da reacdo com 2% de catalisador,
propor¢ao metanol/6leo 5:1 e 60 °C, propiciando rendimento em massa de 66,17%. Os
parametros avaliados apresentaram p-valor com significado estatistico, com a taxa de
catalisador propiciando maior impacto no rendimento da sintese. Avaliou-se os parametros
fisico-quimicos do biodiesel, atestando-se que o material atende as normas internacionais,
ressaltando oresultado de estabilidade oxidativa superior a 18 h, e os eventos de combustao em
andlise termogravimétrica variando de 224 a 258 °C, e energia de ativacdo (Ea) de
48,12 KJ.mol!, justificada pelo perfil majoritario de acidos graxos saturados demonstrado na
andlise cromatografica. A partir da andlise de ressonancia magnética nuclear (RMN), confirma-
se a eficacia da sintese em produzir biodiesel com taxa de conversao igual a 100%. A sintese
otimizada dos CLNs foi conduzida através da variagao das massas de 6leo da améndoa do coco
catolé OACC, cera de abelha e o tensoativo Brij® 78, aliada ao método de Taguchi. Apos a
sintese, os CLNs foram avaliados através das respostas: tamanho de particula, indice de
polidispersividade (IPD) e potencial zeta. Os resultados do estudo de otimizagao indicam maior
relevancia das taxas de cera de abelha para proporcionar menores tamanhos de particulas e IPD.
Os resultados de potencial zeta foram mais impactados pela quantidade em massa de OACC.
As (CLNs) foram produzidas com tamanho de particula entre 236 a 976 nm e moderado IPD,
resultados que foram confirmados pela analise de microscopia eletronica de transmissao com
tamanhos entre 200 a 300 nm. A. O sistema otimizado incorporou o bioativo isoquercitrina com
93,99% de eficiéncia, além de apresentar seguranga ndo clinica, pois ndo apresentou toxicidade
frente aos peixes zebrafish. As CLNs demonstraram a¢do de efeito ndo sedativo e/ou relaxante
muscular no teste de atividade locomotora, excetuando-se a menor concentragdo. As CLNs

apresentararm atividade antifingica frente as cepas candida spp testadas nesse estudo trabalho.



Palavras-chave: biodiesel; método Taguchi; coco catolé; CLNSs.



ABSTRACT

The use of regional oil sources with intermittent production are ideal for providing alternatives
for renewable and biocompatible applications, as they reduce production costs, due to the
reduction of the impact of the unavailability of raw materials. In this context, this work proposes
the use of catolé coconut biomass for the synthesis of biodiesel through in situ
transesterification and the synthesis of nanostructured lipid carriers (NLCs), linked to
experimental planning using the Taguchi method. In situ transesterification was conducted
through nine experiments varying catalyst rate, methanol/oil ratio and temperature. The mass
yield was analyzed as a response. The optimized condition was obtained through the reaction
with 2% catalyst, methanol/oil ratio 5:1 and 60 °C, providing a mass yield of 66.17%. The
evaluated parameters presented a p-value with statistical significance, with the catalyst rate
providing a greater impact on the synthesis yield. The physical-chemical parameters of
biodiesel were evaluated, certifying that the material complies with international standards,
highlighting the result of oxidative stability exceeding 18 h, and the combustion events in
thermogravimetric analysis ranging from 224 to 258 °C, and activation energy (E.) of 48.12
KJ.mol"!, justified by the majority profile of saturated fatty acids demonstrated in the
chromatographic analysis. Using nuclear magnetic resonance (NMR) analysis, the effectiveness
of the synthesis in producing biodiesel with a conversion rate equal to 100% is confirmed. The
optimized synthesis of CLNs was conducted by varying the masses of OACC catole coconut
almond oil, beeswax and the surfactant Brij® 78, combined with the Taguchi method. After
synthesis, the NLCs were evaluated based on the following responses: particle size,
polydispersity index (IPD) and zeta potential. The results of the optimization study indicate
greater relevance of beeswax rates to provide smaller particle sizes and IPD. Zeta potential
results were most impacted by the mass amount of CCAQO. (NLCs) were produced with particle
sizes between 236 and 976 nm and moderate IPD, results that were confirmed by transmission
electron microscopy analysis with sizes between 200 and 300 nm. A. The optimized system
incorporated the bioactive isoquercitrin with 93.99% efficiency, in addition to presenting non-
clinical safety, as it did not present toxicity towards zebrafish. NLCs demonstrated a non-
sedative and/or muscle relaxing effect in the locomotor activity test, except for the lowest
concentration. The NLCs showed antifungal activity against the candida spp strains tested in

this study.

Keywords: biodiesel; Taguchi method; coco catolé; CLNs.
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i CAPITULO 1 ,
TRANSESTERIFACAO IN SITU DO OLEO DE COCO CATOLE (Syagrus cearensis)

UTILIZANDO DESENHO EXPERIMENTAL PELO METODO TAGUCHI

Syagrus

cearensis

Transesterificacao in situ
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1.1 Introducao

O nivel atual de consumo global dos combustiveis fosseis estd aumentando
constantemente, devido a crescente demanda por energia (MOHIDDIN et al., 2021). Nessa
conjuntura o petroleo desempenha um grande papel no fornecimento de energia. Todavia, esse

combustivel fossil ¢ uma fonte ndo renovavel, além de ser mais prejudicial ao meio ambiente.

O uso de reservas energéticas baseadas em combustiveis fosseis ao longo de
muitos anos trouxe como consequéncia um aumento na temperatura média do planeta,
contribuindo desta forma para o aquecimento global, devido a liberacdo extensiva do didxido
de carbono (CO2) (ZULQARNAIN et al., 2021), além disso o aumento da polui¢do devido ao
emprego de combustiveis fosseis, principalmente carvao e gas natural, resulta no aumento de

problemas respiratorios.

Atualmente, a substituicdo de combustiveis fosseis (carvao, gas natural e petroleo)
por energias renovaveis estd sendo fomentada devido ao esgotamento das fontes de energia nao
renovaveis e seu impacto negativo no meio ambiente (LEMOES et al., 2016). Dentro dessa
perspectiva, os biocombustiveis produzidos a partir da biomassa, se constituem em alternativas
de recursos energéticos mais viaveis para superar as desvantagens advindas da utilizacao de
combustiveis agressivos a0 meio ambiente, além de fornecerem maior seguranca energética

(TIEN THANH et al., 2022) .

A partir da crescente demanda por energia e preferencialmente com emissdes mais
limpas, a producdo de biodiesel tem sido considerada uma alternativa promissora frente a
utilizacdo dos combustiveis fosseis (HOEKMAN et al.,, 2012). O biodiesel torna-se um
candidato promissor para ser utilizado como biocombustivel pelos setores de transporte, devido
a baixa emissao de poluentes, biodegradabilidade e nao toxicidade (KIRUBAKARAN; ARUL
MOZHI SELVAN, 2018).

Todavia, a utilizagdo do biodiesel em escala maior apresenta alguns fatores
limitantes, dentre os quais lista-se os altos custos de produc¢do, a disponibilidade de matéria-
prima e o custo dos 6leos vegetais (BARUA et al., 2020). Visando a redu¢do de custos de
producao, a utilizagdo da transesterificagdo in situ ¢ preferivel em relagdo aos métodos
convencionais porque o tempo de reacdo, a utilizacdo de solvente e a necessidade de energia sao

reduzidos (PARTHIBAN; PANDIAN; SUBRAMANIAN, 2021).
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O emprego de fontes oleaginosas da regido e que apresentam produgdo intermitente,
sdo ideais para mitigar os efeitos sobre o custo de producao do biodiesel, pois reduz o impacto
no aspecto da disponibilidade de matéria-prima (DA COSTA CARDOSO etal., 2019). Partindo
dessa premissa o Syagrus cearensis (coco catolé) ¢ um promissor candidato a fonte de produgao
do biodiesel com custo de produgao reduzido, pois apresenta produgado intermitente e améndoas

com alto teor de lipideos, tornando-se ideal para aplicagdo idealizada.
1.2. Fundamentacio teorica
1.2.1. Biodiesel

O biodiesel ¢ um combustivel renovavel formado por ésteres alquilicos de acidos
carboxilicos de cadeia longa (HOEKMAN et al., 2012), obtidos a partir de processos quimicos
tais como a transesterificacdo ou esterificagdo. Utilizando como base a reagdo de
transesterificagdo conforme a Figura 1, que por sua vez ¢ a mais comumente empregada. Os
triglicerideos presentes nas fontes de 6leo reagem com um alcool primario, metanol ou etanol,

na presenc¢a de um catalisador, homogéneo (acido ou base) ou heterogéneo, gerando dois

produtos: o biodiesel € a glicerina (AMBAT; SRIVASTAVA; SILLANPAA, 2018).

Figura 1- Esquema reacional da transesterificagao.

OH

Catalisador
R o) fo) R +3 CH%OH -..-.——-“ 3R 0\ + H[)/Y\()H
T T Temperatura T

0 0 Y

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

A reacgdo de transesterificagdo possui como caracteristica ser reversivel, portanto os
fatores que pertubam um equilibrio quimico geral, influenciam na reacdo de transesterificagao.
A razao molar alcool/0leo para a reagdo de transesterificagdo € um parametro relevante de
acordo com a teoria do principio de Le Chatelier, haja vista que adigdes de alcool podem
deslocar o equilibrio no sentido da formacao dos produtos. No entanto, o excesso de metanol
pode resultar no aumento da solubilidade do glicerol, levando a uma reducio da conversao de

triglicerideo em éster metilico (BOKHARI et al., 2020).
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No que diz respeito a concentracdo do catalisador, quantidades insuficientes de
catalisador resultam na conversao incompleta de triglicerideos em ésteres alquilicos, contudo a
adicao excessiva de catalisador alcalino pode proporcionar através da reagdo com os
triglicerideos, um aumento da reacdo de saponificacdo, contribuindo para a reducdo do
rendimento de sintese (TAN et al.,, 2019). Os catalisadores podem ser acidos, basicos e
heterogéneos, todavia os catalisadores heterogéneos sdo dispendiosos, catalisadores acidos
tendem a retardar as reacdes e contribuem para o desgaste do equipamento, tornando-os menos
adequados para aplicagdes em larga escala. Em contraste, os catalisadores basicos sao mais

econdmicos, apresentam maior reatividade, e eficiéncia (KOSURO et al., 2024).

A temperatura ¢ outro pardmetro relevante da reagao visto que esta conversao ¢ um
processo endotérmico, sendo favorecido pelo aumento da temperatura. No entanto, um aumento
drastico na temperatura pode causar a ebuli¢ado do metanol, o que levaria a uma diminui¢ao na

conversao.

Tomando por base o mecanismo geral apresentado na Figura 2, a transesterificagdo
dos 4cidos graxos em biodiesel envolve trés etapas reversiveis sequenciais: a conversao de
triglicerideo em  diglicerideo, o diglicerideo transformando-se em monoglicerideo e
o monoglicerideo convertido em glicerol, ndo obstante em que cada etapa esta interligada com

a formacao de diferentes acidos graxos (TIEN THANH et al., 2022).

Figura 2- Esquema reacional das etapas da reacao de transesterificacdo.

Diglicerideo
Triglicerideo
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Diglicerideo o
0 0 Ester metilico
I R 0}
+
Catalisador \ HO OH
HO 0 R ¢ CH;0H =——
OH
A (e} .
Monoglicerideo Glicerol
0 Ester metilico

A aplicabilidade do biodiesel sintetizado, como substituto do diesel de petrdleo
apresenta viabilidade devido similaridade das propriedades fisico-quimicas entre os

combustiveis, 0 que propicia a aplicacdo direta no motor sem a realizagdo de modificacao
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mecanica (NIU et al., 2018). Além disso, o biodiesel possui como vantagens adicionais em
comparagdo com o diesel de petroleo, a sua renovabilidade, sustentabilidade e emissdo
minimizada de CO;, SO» e hidrocarbonetos (SHAN et al., 2018). Contudo o biodiesel s6 pode
ser comercializado na forma de produto, apds passar por processos de purificagdo para
adequacdo a especificacdo de qualidade, destinando-se principalmente a aplicacdo em motores

de igni¢do por compressao (ANP., 2014).

1.2.2. Transesterificacdo in situ

A transesterifica¢do in situ, consiste em um método de producdo de biodiesel
realizado em um unico sistema, necessitando da utilizagdo de um solvente que seja capaz de
atuar como solvente de extracdo e reagente de transesterificacdo simultaneamente, enquanto
que na transesterificagdo convencional emprega-se diferentes solventes de extracdo e reagentes
de transesterificagdo conforme demonstrado na Figura 3. Desta forma o método in situ
apresenta-se vantajoso devido a reducdo tanto do uso de reagentes quanto do nimero de etapas

usadas na sintese do biodiesel (AHMED et al., 2022).

Figura 3- Fluxogrma comparativo entre a sintese de biodiesel convencional e a

transesterificacao in situ.

Transesterificacdo o Transesterificacao
tradicional Etapas reacionais in situ
Armazenamento da Armazenamento da "“* Armazenamento da
matéria-prima i matéria-prima matéria-prima
Obtencio do lipideo brut0> ||||‘ ’ Extra¢io lipidica
Obtencio do lipideo m Purificaciodo oleo
refinado * (opcional)

Biodieselbruto e glicerol> ||||‘ \ Biodiesel bruto e glicerol ||||‘ Biodiesel bruto e glicerol>

Biodiesel refinado > ||||* Biodieselrefinado > ||||‘ Biodiesel refinado >

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Uma diferenga perceptivel nas etapas de producdo ¢ a necessidade de extragdo e a
possivel necessidade de refinamento do material lipidico advindo da matéria-prima solida em
etapas de processamento separadas. A prensa mecanica e o extrator de solventes utilizados no
processo de extracdo e refino de 6leos costumam contribuir para o aumento dos custos de
producdo. A eliminagdo das etapas de extracdo de 6leo ndo apenas reduz a quantidade de etapas,

mas também pode resultar em um menor custo de investimento inicial (GO et al., 2016)
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(MOHAMADZADEH SHIRAZI; KARIMI-SABET; GHOTBI, 2017). Além disso, expdem em
menor propor¢do o material lipidico a degradacdo/oxidagcdo pos extracdo resultando na

eliminagdo da degradacao por estresse térmico.

Essas caracteristicas da rota sintética reduzem o custo do processo de produgdao em
uma unica etapa, melhoram sua eficiéncia de conversao, oferecendo assim uma producdo de
biodiesel vidvel economicamente (DA COSTA CARDOSO et al., 2019). Nesse contexto, a
busca por recursos abundantes, inovadores e de baixo custo ¢ essencial para fornecer

alternativas viaveis para o desenvolvimento da industria de biodiesel (HOEKMAN et al., 2012).

Os principais fatores que afetam a reagdo de transesterificacdo sdo a fonte
oleaginosa, a concentragdo dos catalisadores, o tipo de 4lcool, a razdo molar, a temperatura e
o tempo da reagdo. A compreensdo da cinética da reagdo na transesterificacdo in-situ,
bem como a perspectiva termodindmica, sdo importantes para revelar a barreira de energia da

reacdo e espontaneidade da reagao (KIM et al., 2015).
1.2.3. Coco catolé

O catol¢ (Syagrus cearensis) ¢ uma arvore brasileira da familia Arecaceae,
amplamente utilizada para fins ornamentais no Brasil (ALVES et al., 2022). Devido a sua
impressionante capacidade de adaptag@o ao clima semidrido e tropical, esta palmeira pode ser
encontrada no Nordeste do Brasil, produzindo frutos que sdo chamados de coco catolé, conforme

mostrados na figura 4 (SOUSA et al., 2017).

Figura 4- Imagens do coco catolé e das améndoas do coco catolé trituradas.

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

As améndoas desse coco tém potencial de aplicacdo para a sintese de biodiesel
devido ao alto teor de triglicerideos, cerca de 50%. Estudos publicados relatam que o 6leo da
améndoa de coco catolé (OACC), possui composicdo quimica com alto teor de acidos
carboxilicos saturados (4cido laurico e miristico) cujas estruturas estdo dispostas na Figura 5
(PASCOAL et al., 2020). Essa composicao de acidos graxos da oleaginosa, resulta na

caracteristica dos Oleos fixos desta fonte, apresentarem propriedades emolientes quando
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incorporados em formulagdes topicas (SOUSA et al., 2017).

Figura 5- Acidos graxos majoritarios no 6leo de coco catolé.

m
OH

Acido Miristico Cy,H,50, 0

OH

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

A composi¢do da fracdo de acidos graxos da molécula de éster metilico ¢ o fator
que mais afeta suas propriedades, como propriedades de fluxo a frio, indice de cetano, ponto de

fulgor, estabilidade a oxidacao e estabilidade térmica, por exemplo (ATHAR; ZAIDI, 2020).

Outras propriedades influenciadas pela composi¢ao quimica do 6leo de coco catolé
sdo as emissdes de gases NOx, CO e hidrocarbonetos totais (HCs), que decrescem com a
medida em que as cadeias carbonicas apresentam configuracio saturada (PUHAN et al., 2010),
além disso estudos apontam correlagdo entre o resultado de indice de iodo e as emissdes dos

gases supracitados (VARGHESE et al., 2022).

1.2.4. Método Taguchi

A producdo de biodiesel pode ser afetada por diversos parametros, suscitando a
necessidade da aplicacdo de métodos que proporcionem a otimizagdo da sintese de biodiesel
(NAYAK; VYAS, 2022). A partir da premissa outrora dissertada, Genichi Taguchi criou um
método estatistico para investigar a influéncia de diferentes varidveis nas caracteristicas de

desempenho que determinam as condi¢des operacionais otimizadas de um processo produtivo.

Através da abordagem de Taguchi, procede-se por meio da escolha de um
problema, a partir de entdo ¢ realizada a sele¢ao cuidadosa de parametros do projeto, chamados
de fatores, resultando em um design mais robusto capaz de suportar variacdes de fontes
indesejadas. Partindo da premissa anteriormente exposta, Taguchi propds um método eficaz
para determinar a combinacao viavel de pardmetros de projeto que reduz a variabilidade nas

respostas do produto (RAO et al., 2013).

O método Taguchi ¢ uma abordagem usada para determinar a combinag¢ao ideal de
fatores para melhorar o desempenho de qualquer processo de producdo (SIDDESHWARE;
KHICHADE; LOKAVARAPU, 2022). A melhoria desses produtos e processos de fabricacao
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vem da percepcao de que a qualidade de fabricagdo de um produto ¢ afetada por influéncias
externas, também conhecidos como ruidos ou variaveis incontrolaveis (CHEN et al., 2022). A
principal vantagem deste método de otimiza¢ao Taguchi, ¢ o emprego da matriz ortogonal L9
de quatro fatores, o que significa que esta plataforma de otimizagdo ira requerer apenas 9

experimentos (FALOWO; BETIKU, 2022).

A utilizacao da relagdo sinal-ruido (S/R) na aplicagao do método Taguchi torna-se
fundamental como parametro indicador de qualidade, haja vista que a relagao S/R refere-se a
um resultado obtido através de calculo ao invés de um valor de desvio padrao. O desvio padrao
e o valor médio sdo diretamente proporcionais entre si, resultando em redu¢des no valor médio
que provavelmente causam diminui¢do no desvio padrido e vice-versa. Portanto, as
caracteristicas de qualidade sdo listadas em trés categorias em trés grupos denominados “quanto
maior os resultados, melhor”, “quanto menor os resultados, melhor” e “resultados nominais,
melhor” (ALTY GOBENA; KUMAR; SUPPIAH, 2021).

O presente estudo utilizou um experimento fatorial desenhado pelo método de
Taguchi para otimizar as condi¢des da reacdo de transesterificacdo in situ do 6leo de coco
catolé. Os seguintes pardmetros foram otimizados: propor¢do de catalisador, propor¢do de
metanol/OACC e temperatura. Os resultados de rendimento de massa da sintese de biodiesel in
situ foram selecionados como a resposta desejada, portanto o rendimento da sintese foi
maximizado, haja vista que a resposta desejada era “quanto maior o rendimento da reagdo em
massa, melhor”. A eficiéncia da sintese do biodiesel foi avaliada pela transformacdo de

triglicerideos em ésteres metilicos, com o objetivo de avaliar a viabilidade de empregar o d6leo

de coco catolé como recurso para produgdo de biocombustivel.
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1.3. Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Otimizar a sintese de biodiesel do 6leo da améndoa de coco catolé com intuito de tornar o

produto sintetizado vidvel nos aspectos quimico e econdmico.

1.3.2. Objetivos especificos

° Sintetizar biodiesel através do 6leo de coco catolé;

. Otimizar os parametros da transesterificagdo in situ do 6leo de coco catol¢;
o Determinar a composi¢ao de acidos graxos da amostra;

. Analisar as propriedades fisico-quimicas do biodiesel produzido;

° Determinar o rendimento da sintese;

. Investigar as propriedades térmicas do biodiesel sintetizado;

° Analisar a estabilidade oxidativa do material;

. Determinar a taxa de conversao da reagao.
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1.4. Materiais e métodos
1.4.1 Materiais
1.4.1.1. Matéria-prima

O coco catolé¢ (Syargrus cearensis) foi coletado na Universidade Federal do Ceara,
localizada em Fortaleza, CE, Brasil, com as seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 3°
44.5508' Sul, Longitude: 38°34.4573' Oeste. O uso foi registrado no Sistema Nacional de Gestao
do Patrimdnio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) pelo nimero de
registro AF8D0OA2. Os frutos foram coletados e armazenados, com o objetivo de retirar-se as
améndoas apos os processos de despolpamento dos frutos e secagem dos endocarpos em local

aberto, e posteriormente foram quebradas por equipamentos mecanicos adequados.
1.4.1.2. Reagentes

Os solventes utilizados neste estudo foram: metanol (Synth, 99,9%), hexano (Synth,

98,5%) e 4dgua destilada e hidroxido de sédio (Synth), utilizado como catalisador.
1.4.2. Métodos
1.4.2.1. Extracdo do oleo de coco catole

A extrag¢do do 6leo de coco catolé foi realizada para determinar o teor de 6leo nas
améndoas coletadas, pois esse dado foi necessario para o planejamento experimental da
transesterificagdo in-situ. As améndoas de coco catolé (50 g) foram secas em estufa a 45 °C,
trituradas em liquificador e colocadas no sistema Soxhlet. O 6leo de coco catolé foi extraido com
500 mL de hexano sob refluxo por 6 h. O 6leo extraido foi filtrado, submetido a secagem com
sulfato de sodio anidro (Na>SOs) para retirada de agua remanescente e concentrado em
evaporador rotativo para obtencao do 6leo de Syagrus cearensis com rendimento médio de 50

+ % m/m.

1.4.2.2. Matriz experimental utilizando matriz ortogonal L9 — abordagem de Taguchi e andlise

de varidncia.

As condigdes experimentais Otimas para a transesterificagdo in situ foram
determinadas usando o método de planejamento estatistico de Taguchi. A modelagem
estatistica foi desenvolvida para avaliar o rendimento da reagdo como resposta, € a temperatura
(40 °C - 60 °C), teor de metanol/6leo (4:1-6:1) respeitando a seguinte ordem: (volume de

metanol:massa de CCAO) e taxa de catalisador (1% - 3%,) com relacdo a massa de OACC,
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como parametros. As variaveis foram avaliadas em trés niveis, conforme descrito na Tabela 1:

Tabela 1- Variaveis avaliadas na sintese de biodiesel em trés niveis.

Variaveis Baixo (1) Médio (2) Alto (3)
Catalisador (%) 1 2 3
Metanol/Oleo (v(mL)/m(g)) 4:1 5:1 6:1
Temperatura (°C) 40 50 60

A sintese foi conduzida com o catalisador sendo pesado em fun¢do da massa de 6leo
(25 g) e o volume de alcool inserido no experimento. O catalisador foi dissolvido no alcool e
transferido para o frasco que funcionaria como um reator. Em seguida, o coco foi seco e moido,
sendo adicionado ao reator constituido por baldo de fundo redondo, condensador e¢ barra

magnética, de acordo com a disposi¢cao mostrada na figura 6.

Figura 6- Esquema reacional da transesterificagdo in situ do coco catolé.

Temperatura
Catalisador (%)
Teor de metanol

Pardmetros
reacionais

Rendimento
em massa (%)

ﬁ Z\—§ 'RMN 'H
0
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cearensis

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Todos os reagentes foram inseridos no sistema apds atingir a temperatura requerida
em cada experimento. O reator permaneceu sob refluxo na temperatura especificada no projeto
experimental e agitagdo continua por cinco horas. Ao final do tempo de reagdo, o material sélido
foi filtrado em kitassato para separacdo da fracdo liquida. A parte liquida foi submetida a
evaporagao rotativa para retirada do excesso de alcool e o biodiesel obtido, lavado com agua
destilada com intuito de retirar-se excessos de KOH, até a neutralizagdo. Apos a neutralizagao,
o material foi submetido a anélise de ressonancia magnética nuclear para verificar a conversao
do OACC em biodiesel metilico do 6leo da améndoa de coco catolé (BMOACC).

A andlise estatistica de variancia (ANOVA) foi realizada para verificar quais

parametros foram significativos para o experimento considerando os dados estatisticos. A
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analise da relagdo sinal/ruido (S/R) dos parametros permitiu determinar o nivel otimizado para
cada parametro e as condigdes 6timas para a extragdo. Teste de Fischer (valor F) e valor P foram
realizados para avaliar como os parametros afetam a resposta e a significancia do modelo de

experimento, que foi analisada utilizando P<0,05.

1.4.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

BMOACC sintetizado, foi submetido a analise pela técnica de CG/EM no
equipamento SHIMADZU QP-2010 ULTRA equipado com coluna capilar (5%-fenil)-
metilpolissiloxano (DB-5) (30 m x 0,25 mm). O gés hélio foi utilizado como gas carreador
(vazdo de 0,6 mL. min') no modo splitless (com um volume de material injetado correspondente
a 1 pL da solugdo de 1 mg/mL do produto diluido em acetato de etila). A temperatura do forno
foi inicialmente ajustada para 120 °C e programada com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min
2300 °C, mantida por 10 min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 e 300 °C,
respectivamente. O analisador quadrupolo configurado para ionizagdo eletronica (IE) e

escaneado em uma faixa entre 50 a 450 m/z.

1.4.4. Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio ('H RMN)

A caracterizacao da estrutura do BMOACC bem como a determinacao da taxa de
conversdo da reacdo foram obtidas através da técnica de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio ("H RMN), que foi realizada no centro nordestino de aplicaco e uso da ressonancia
magnética nuclear (CENAUREMN) utilizando um espectrometro Bruker modelo DRX-500,
operado a uma frequéncia de 498 MHz. Neste ensaio as amostras foram solubilizadas em
cloroféormio deuterado. Os deslocamentos quimicos obtidos no espectro foram expressos em

PPM.
1.4.5. Caracterizagdo fisico-quimica

A viscosidade cinematica a 40 °C e 100 °C foi medida de acordo com ASTM D1298
e ASTM D445, respectivamente. A densidade foi medida a 20 °C e o indice de viscosidade
foram calculados de acordo com ASTM D2270. O indice de saponificacdo foi determinado

usando o AOCS Cd 3-25.
1.4.6. Anadlise termogravimétrica

A estabilidade térmica do BMOACC foi avaliada usando um equipamento de

andlise termogravimétrica/diferencial Shimadzu DTG-60H sendo operado em uma atmosfera
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de ar sintético. A analise foi realizada em cinco taxas de aquecimento diferentes (5, 15, 25, 30

e 40 °C. min™"), com o intuito de viabilizar o estudo cinético reacao.
1.4.7. Estabilidade oxidativa

O teste Rancimat acelerado foi realizado para fornecer uma estimativa da
estabilidade oxidativa do BMOACC. O periodo de indugao (PI) ¢ definido como o intervalo de
tempo que corresponde ao ponto de inflexao da curva de condutividade em fun¢ao do tempo,
conforme (EN 14112, 2016). Os testes foram realizados em aparelho Rancimat 873 (Metrohm,
Herisau, Sui¢a), com temperatura de 110 °C e vazio de ar de 20 L.h™!. A massa de 2 g da

amostra foi inserida em cada tubo de reagao e as analises foram realizadas em triplicata.
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1.5. Resultados e discussao
1.5.1. Oftimizacgdo dos parametros da transesterificacdo in situ do déleo de coco catolé.

Na Tabela 2 foram expressos os resultados de rendimento em massa obtidos a partir
dos nove experimentos realizados, podendo-se concluir que os experimentos 1 e 5
proporcionaram o menor € o maior resultado de rendimento em massa respectivamente.
Entretanto, a condi¢do dada no experimento 5, que proporcionou o maior resultado de
rendimento em massa bem como as demais condi¢des testadas no planejamento experimental,
ndo foram capazes de propiciar a condi¢ao ideal para a reacao tendo em vista os resultados
obtidos, que ndo alcangaram 100%, podendo ser explicado pela capacidade extratora limitada
do metanol, proporcionando menor disponibilidade de triglicerideos para a reagdo, propiciando
leve redugdo no rendimento da sintese. Partindo dessa premissa aplicou-se o projeto estatistico
para que se alcangasse a condi¢ao otimizada da sintese, através de equagao que descreva as
condicoes ideais.
Tabela 2- Matriz experimental desenhada para o planejamento de experimentos com o

rendimento da sintese de transesterificagdo in situ como resposta avaliada.

Experimentos Catalisador Metanol/Oleo Temperatura  Rendimento em massa
realizados (%) V(mL)/m(g)) (°C) da sintese (%)
1 1 4:1 40 24,38
2 1 5:1 50 55,37
3 1 6:1 60 34,24
4 2 4:1 50 60,66
5 2 5:1 60 66,17
6 2 6:1 40 49,59
7 3 4:1 60 39,88
8 3 5:1 50 42,28
9 3 6:1 40 48,44

Apos a realizagdo dos experimentos sugeridos pelo delineamento de Taguchi,os
dados foram processados no software estatistico Minitab®. Uma das principais vantagens na
utilizacdo de Taguchi como método de projeto estatistico ¢ a reducdo dosexperimentos
necessarios na modelagem (CHOWDHURY et al., 2014). Para a andlise, o rendimento da
sintese de BMOACC foi maximizado, pois a resposta desejada era “quanto maior o rendimento

da reacdo, melhor”.
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Estudos mostraram que quantidades excessivas de catalisadores alcalinos tendem a
reduzir o rendimento do biodiesel, pois proporcionam aumento na viscosidade aparente dos
reagentes, levando a formagdo de géis, um obstaculo na separacdo da glicerina, reduzindo o
rendimento da reacdo (BOKHARI et al., 2020). Porém, quantidades insuficientes de catalisador
proporcionam menor rendimento da reagdo de transesterificacdo, pois a quantidade de
catalisador pode ser menor que a necessaria para dar prosseguimento as reagdes (SINGH et al.,
2022). Baseado na premissa anteriormente citada, existem possibilidades nas quais a condigao

utilizada para a taxa de catalisador neste estudo esteja entre os valores minimo e maximo.

A andlise de variancia mostrou que o valor F para o catalisador como fator foi
significativamente maior do que o observado para temperatura e razdo metanol/OACC. Os trés
parametros foram avaliados através do fator P e apresentaram valor abaixo de 0,05, reforgando
sua importancia estatistica no rendimento como resposta, conforme a Tabela 4. Na analise da
parcela de efeito principal para médias mostrada na Tabela 3 e na Figura 7, o nivel 2 para os
parametros foi escolhido como a condi¢do 6tima, pois nesse nivel as trés variaveis estudadas
apresentaram os maiores resultados de rendimento em massa, logo o biodiesel produzido nesta

condig¢do foi submetido a caracterizacao quimica e fisico-quimica.

A Tabela 3 contendo as respostas para a relagdo sinal/ruido mostrou que o
catalisador foi o fator que mais impactou na resposta rendimento em massa da sintese, seguido
da temperatura e posteriormente da relagdo metanol/OACC. Contudo ao confrontarmos esses
resultados com dados publicados por (ESAN et al., 2021) utilizando o carbonato de dimetila ao
invés do metanol, percebeu-se que o fator mais impactante na sintese foi a temperatura,
explicitando como a utilizagdo de diferentes reagentes impactam na forma como os parametros

estudados influenciam na sintese.

Tabela 3- Resposta as relagdes sinal-ruido com relagdo ao rendimento em massa da sintese de

biodiesel.
Nivel Catalisador Metanol/Oleo Temperatura
Alto 31,10 31,80 31,39
Meédio 35,33 34,60 34,74
Baixo 32,75 32,77 33,04

Delta 4,23 2,80 3,35
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Rank 1 3 2

Maior é melhor

Tabela 4- Analise de variancia (ANOVA) para os pardmetros que afetam o rendimento do éster

metilico.
Fonte GL? Aj SQP Aj MQ¢ Valor - F¢ | Valor — P¢
Catalisador 2 696,99 348,493 65,22 0,015
Metanol/Oleo 2 284,74 142,369 26,65 0,036
Temperatura 2 387,53 193,765 36,27 0,027
Erro 2 10,69 5,343
Total 8

3Graus de liberdade. *Ajuste da soma dos quadrados. “Ajuste da média dos quadrados.

Figura 7- Grafico de efeito principal para médias

quando rendimento era a resposta.
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Em contrapartida quando comparamos os dados obtidos nesse estudo com os
resultados obtidos por (YESILYURT; CESUR, 2022), pode-se concluir que o perfil das
respostas envolvendo as varidveis também utilizando o método Taguchi, apresentou
comportamento similar, pois taxa de catalisador e temperatura respectivamente, foram os

fatores mais eficazes para proporcionar uma melhor resposta.

Conforme o processamento dos dados pelo software estatistico, o modelo linear
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geral previu uma equagdo de regressao para o modelo experimental, descrita na Equagdo 1, que
considerou os fatores e os niveis adotados no experimento. O coeficiente de regressdo linear (
2 )foi de 0,9923 e o coeficiente de regressdo linear ajustado -r’adj foi de 0,9660,
respectivamente. Esses valores estavam de acordo com o coeficiente de regressao linear predito

—r? pred pela analise de variancia (ANOVA) parao modelo sugerido, que foi de 0,8432.

Rendimento (%) =(46,779 - 8,78 catalisador; + 12,03 catalisador: - 3,25 catalisadors - 5,14
metanol/6leo; + 7,83 metanol/6leo; - 2,69 metanol/6leos - 8,03 temperatura; - 8,04
temperatura; - 0,02temperaturas.) Equacao 1.

Os niveis das condi¢des de reagdo apontadas pela abordagem de Taguchi na
presente pesquisa foram inferiores aos observados em outros estudos relatados na literatura
(NAYAK; VYAS, 2022). Nesse sentido, a abordagem de Taguchi foi extremamente eficiente
para fornecer a melhor condigdo de reacdo e identificar os fatores que afetam a transesterificagao

in situ.
1.5.2. Composi¢do quimica do dleo de coco catolé

O perfil de 4cidos graxos do material foi analisado pela técnica de CG-EM, cujos

resultados estdo detalhados na Tabela 5.

Tabela 5- Composigdo de &cidos graxos do 6leo de coco catolé.

Acidos graxos Simbolos  Resultados obtidos (%) (PASCOAL et al;. 2020) (%)

Acido Caprico C80 e 7,09
Acido Caprilico C10:0 e 5,74
Acido Laurico C12:0 41,58 45,66
Acido Miristico ~ C14:0 21,61 17,73
Acido Palmitico ~ C16:0 11,15 7,27
Acido Linoleico Cl82 e 0,79
Acido Oleico C18:1 16,74 11,86
Acido Estearico ~ C18:0 6,95 3,86
X saturados - 81,29 87,35
Y insaturados - 16,74 12,65

Total - 98,03 100,00
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A composicdo quimica do 6leo de coco catolé foi determinada por CG-EM e
apresentada na Tabela 5. A partir dos resultados coletados, observou-se que 0 OACC possui
81,29% de sua composicao formada por acidos graxos saturados, e 16,74% por acidos graxos
insaturados. Esses resultados obtidos na composi¢ao do 6leo sdo caracteristicos de oleaginosas
da familia Aracaceae. A massa molar média do 6leo de coco catolé foi estimada em 742,85
g.mol™!, resultado diferente do encontrado por (PASCOAL et al; 2020), devido a grande

presenca de acidos graxos saturados.

O 4cido graxo majoritario no o6leo de coco catolé foi o acido laurico,
correspondendo a 41,58% da composic¢do total, seguido do acido miristico com 21,61% e do
acido oleico com 16,74%. Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados por
(PASCOAL et al;2020), em que a fonte oleaginosa estudada apresentou perfil de composi¢ao
semelhante, principalmente em percentuais acima de 80% para a presenga de acidos graxos
saturados (CODEX, 2015). O 6leo analisado apresenta 2% de acidos graxos ndo listados na

Tabela 5 que sdo constituidos de fragdes minoritarias de varios acidos graxos com cadeia longa.

1.5.3.RMN'H

A técnica de ressonancia magnética nuclear foi utilizada para comparar as
diferencas nas estruturas do BMOACC e do OACC, além de propiciar o percentual de
conversao dos triglicerideos do coco catolé em éster metilico, de acordo com a equagdo 2. Os
sinais presentes entre 4,31 e 4,12 ppm para o 6leo de coco catolé foram relacionados aos
hidrogénios metilénicos da por¢do do glicerol presente no triglicerideo, e sua auséncia no
espectro para o biodiesel indica a total remocao do glicerol no produto final (YAAKOB et al.,
2014). Os sinais entre de 5,3 € 5,1 ppm no espectro do OACC foram correlacionados com os
hidrogénios olefinicos —C=C- indicando a presenca de insaturacdo na cadeia de acidos
graxos, € a baixa intensidade deste sinal corrobora o perfil de composicdo de acidos graxos
obtido por cromatografia gasosa além de concordar com estudos realizados com a mesma
oleaginosa, haja vista que a composi¢do de acidos graxos do o6leo de catolé¢ era
predominantemente saturada (DE OLIVEIRA et al., 2021). O sinal em 3,60 mostra a presenga
do grupo O-CHs, indicando que o processo de transesterificacdo in situ proprcionou a conversao
de triglicerideo em biodiesel metilico, confirmando assim a eficacia da rota escolhida no

trabalho.

Conversao = 100 x equacao 2

CH2
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Onde Conversdo = conversdo percentual de triglicerideos em ésteres metilicos
correspondentes, ACH» = valor de integracao de protons a-CH» carbonil e AMe = valor de

integragdo de protons metoxila de ésteres metilicos.

Figura 8- RMN 'H obtida a partir do 6leo de coco catolé e

do éster metilico do 6leo de coco catolé, respectivamente.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

A equagdo 2 previamente estabelecida na literatura, apresenta importancia para a
determinagio da conversdo de biodiesel usando o espectro RMN 'H (TARIQ et al., 2011). Com
base no RMN 'H (figura 8) e na equacio 2, concluimos que a transesterificagio in situ utilizando
catalisador basico obteve um resultado de 100% de conversdao dos triglicerideos em ésteres
metilicos para a formacao de biodiesel, ratificando a eficacia da rota sintética no que tange a
formagdo do produto, proporcionando alternativa viavel quimica e economicamente para a
producdo de biodiesel.

Viabilizar a sintese de um produto no contexto atual inclui o emprego de medidas
sustentaveis, o descarte do uso de co-solventes derivados de fontes ndo-renovaveis e poluentes
representando a ado¢do de uma pratica ecologicamente sustentdvel na sintese, bem como a
reducdo dos custos de produgdo. Representa também economia nas etapas de producio,
simplificagdo do processo de purificacdo e maior alinhamento com a quimica verde (DOBLE e

KRUTHIVENTI, 2007).
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1.5.4. Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico-quimicos, além de fornecerem evidéncias de que reagdo de
transesterificagdo transcorreu até o final, funcionam como pardmetros que avaliam a
qualidade do biodiesel sintetizado, sobretudo quando compara-se os resultados obtidos (Tabela

6) com as normas estabelecidas pela legislagao vigente.

Tabela 6- Parametros fisico-quimicos de BMOACC e OACC.

Parametros OACC BMOACC ANP ASTM

Densidade (Kg.cm™) 924.,4 872,3 850 a 900 850 a 900

Viscosidade dindmica 66,3503+0,0581 4,2748+0,0039
220 °C (mm?.s™)

Viscosidade 28,5300+0,0581 2,7802+0,0039 3,0a26,0 3,5a5,0
cinemadtica a 40 °C

(mm?. s

Viscosidade 6,0338+0,0110 1,1946+0,0028

cinematica a 100 °C

(mm?.s)

Indice de viscosidade  165,6+0,93 310,75+9,75

Indice de acidez (mg  2,5+0,32 0,48+0,02

KOH g oil)

indice de 200,68+0,57 228,6579+3,12

saponifica¢do mg

(KOH g)

Os resultados obtidos dos parametros fisico-quimicos foram comparados coma
legislacdo brasileira, que por sua vez também estd alinhada com a legislagdo internacional. Os
resultados da Tabela 6 mostraram que o indice de acidez do biodiesel diminuiu em relagdo ao
do OACC, fenomeno explicado pela neutralizagdo parcial dos acidos graxos livres (MEIRELES
etal., 2021). A redugdo do indice de acidez € primordial para a manuten¢ao da integridade das
pecas do motor que sofreriam corrosdo em contexto de indice de acidez elevado. Ambos os

resultados estdo em conformidade com as legisla¢des brasileira e internacional.

A viscosidade cinematica ¢ uma propriedade importante do combustivel, pois

influencia nos parametros de qualidade e velocidade da atomizagdo (SINGH et al., 2022)
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apresentando drastica redugdo a 40 °C. A diminiu¢do da viscosidade esta relacionada a
formagao do éster metilico, que apresenta uma viscosidade menor quando comparada ao

triglicerideo correspondente.

A densidade do combustivel ¢ um pardmetro que afeta a relagdo ar- combustivel,
pois exerce influéncia na quantidade de massa do combustivel injetada dentro da camara de
combustido. Comparando-se com o acido graxo que deu origem ao biocombustivel, nota-se que
ocorreu uma reducdo na densidade do produto, portanto este pardmetro ¢ um dos indicativos
de que a conversdo dos triglicerideos em biodiesel ocorreu por completo. O resultado obtido

esta dentro da margem estabelecida nas normas do biodiesel (ANP; 2019).

O indice de saponificagdo ¢ uma medida inversamente proporcional a massa
molecular do 6leo ou do biodiesel, isso acontece devido aos acidos graxos de cadeia média ou
longa apresentarem menor quantidade de moléculas de glicerideo por grama de 6leo, essas
moléculas reagem com 3 mols de KOH utilizados no teste de saponificacio (AZUMAH et al.,
2012). Podendo-se extrair dessa medida também informagdes acerca do tamanho da cadeia dos
acidos graxos. Ao comparar os resultados deste estudo com os dados publicados por LUGO-
MENDEZ et al., (2021), observa-se uma diferenga no indice de saponificagdo, que no estudo
anterior foi de 244 mg KOH g™'. Isso reforga que, apesar de ambos os 6leos pertecerem a familia
aracaceae, pequenas variacdes na composicdo podem influenciar as propriedades fisico-
quimicas do biodiesel produzido. Os resultados obtidos suscitaram a necessidade de uma
investigagdo sobre como o biodiesel se comportaria nos ensaios preliminares de estabilidade

térmica e oxidativa.
1.5.5. Estabilidade Termo-Oxidativa
1.5.4.1 Andlise termogravimétrica

As propriedades térmicas do biodiesel sdo determinadas em fun¢do dos parametros
de temperatura e perda de massa. Analises termogravimétricas foram realizadas em cinco
diferentes taxas de aquecimento e atmosfera oxidativa (ar sintético) com o intuito de
aprofundamento acerca do estudo cinético. Ambas as curvas TG e DTG (Figura 9) apresentaram
um evento térmico caracteristico para amostras de biodiesel. A partir das curvas

termogravimétricas obteve-se os resultados representativos que foram expostos na tabela 7.
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Tabela 7- Resultados representativos da curva de degradagao térmica BMOACC.

Taxa de aquecimento T onser (°C) T purmout (°C) “Tpico (°C) a (%)
(°C. min™)
5 119,0 172,5 142,8 96,8
15 129.4 202,8 176,3 95,7
25 150,1 2227 197,5 94,7
30 153,6 256.,4 2138 97,1
40 161,4 2649 222.8 97,7

*Tonset € utilizada para indicar a resisténcia do biodiesel a degradagdo térmica, sendo determinada a partir da
extrapolacdo da linha de base horizontal com degradacdo de 1% do termograma, esta linha possuira a interceptacdo
com a tangente da porgdo descendente da curva de massa. "Toumouw ¢ determinada quando a amostra estd
completamente queimada e a curva da TGA estabiliza em téndencia plana, havendo a interceptagdo entre a
extrapolagdo na mesma linha e a tangente a porgdo descendente. “Tpico € a temperatura do evento térmico.

Figura 9- Curvas TG e DTG do BMOACC em atmosfera oxidativa.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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O evento térmico que resulta na perda de massa do biodiesel esta relacionado com

a composicao da porcdo de acidos graxos e suscetibilidade a decomposig¢do. Portanto, a

resisténcia a degradacdo térmica do acido graxo esta associada as cadeias carbOnicas saturadas

do 4cido graxo, onde a suscetibilidade a degradac¢ao dos acidos graxos aumenta nesta ordem:
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saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (VOLLI; PURKAIT, 2014).

Este tnico evento pode ser correlacionado com a combustao de ésteres metilicos
em uma atmosfera oxidativa (MOREIRA et al., 2018), principalmente laurato de metila e
miristato, os componentes mais abundantes no BMOACC (KASIM; HARVEY; ZAKARIA,
2010). A faixa de decomposi¢ao térmica do biodiesel derivado do 6leo de coco catolé foi
investigada e constatou-se que este biodiesel apresentou uma faixa de decomposicao térmica
de 172,52 264,9 °C e Tonse:r de 119 a 161,4 °C, levando em consideragao as diferentes taxas de
aquecimento. Esses resultados s3o semelhantes aos obtidos por (JAIN; SHARMA, 2012) em
estudos realizados durante o processo de sintese de biodiesel a partir da fonte oleaginosa

Jatropha curcas.

A temperatura do evento térmico, bem como os dados termogravimétricos dele
retirados, sdo proporcionalmente maiores com o aumento do nimero de carbono nas moléculas
do combustivel e também aumentam a medida que a propor¢do de carbono e hidrogénio em
relagdo ao oxigénio aumenta. Outro fator que justifica a obtengao de temperaturas mais elevadas
para os parametros do termograma ¢ o perfil de dcidos graxos majoritariamente saturados, por
serem menos suscetiveis a degradagao térmica devido a auséncia de fatores desestabilizadores,
como a insaturacdo. Essa observacao na estrutura das cadeias também foi observada em
trabalho publicado por (SIA et al., 2020), estudando como o perfil de acidos graxos impacta na

estabilidade termo-oxidativa dos triglicerideos.

O percentual médio de perda da massa das amostras foi de 96,5%, indicando que a
formacao de residuos nas cdmaras de combustao ¢ irrisoria. As temperaturas de inicio, queima
e pico para cada taxa de aquecimento empregada na analise termogravimétrica e o percentual
de perda de massa (a) para o Unico evento de degradagdo térmica observado nas curvas TG

foram listados na Tabela 7.

Os dados termogravimétricos foram utilizados para determinar a energia de
ativacdo para a combustdo do BMOACC. A energia de ativacdo (E.) ¢ um parametro cinético
importante, pois estd correlacionada com o periodo de retardo da igni¢do do combustivel na
camara de combustao (FERREIRA et al., 2019), (FOCKE et al., 2012). Para o estudo cinético,
foi escolhida a equacdo proposta por Flynn-Wall-Osawa (LAKSHMINARAYANAN;
AGHAV,2010), (MOREIRA etal., 2018) haja vista que este método nao requer o conhecimento
do modelo cinético especifico que descreve a reacdo (model free). Portanto, a energia de

ativacdo segundo o modelo adotado ¢ obtida através da regressdao linear que relaciona a



40

respectiva temperatura da conversao considerada em estudo e o logaritmo neperiano da taxa de

aquecimento aplicada na andlise.

Outro aspecto importante que deve ser considerado ¢ a larga aplicagdo do método
Flynn-Wall-Osawa no estudo cinético de diversos tipos de combustiveis, inclusive o biodiesel
(OZAWA, 1965), (KOK, 2012). O resultado médio da energia de ativagao estimada para
BMOACC foi de 48,12 KJ.mol™! e este valor foi semelhante aos encontrados para outros estudos
com biodiesel (FERREIRA et al., 2019) incluindo biocombustiveis ndo saturados como
BMOACC (RAJAMOHAN et al., 2022). A regressao linear entre a temperatura reciproca € o
logaritmo neperiano da taxa de aquecimento obtida com os dados termogravimétricos do
BMOACC foi apresentada na figura 10 e os valores da energia de ativagdo e correlagdo linear

(R?) para cada conversdo considerada no estudo foram descritos na Tabela 8.

Figura 10- Regressdo linear usando o método Flynn-Wall-Osawa
a partir da andlise de dados termogravimétricos de BMOACC em

atmosfera oxidativa.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 8- Energia de ativagdo (Ea.) e correlagdo linear (R) obtida pelo método Flynn-

Wall-Ozawa para BMOACC em atmosfera oxidativa.

Conversao (%) Energia de Ativagdo E, (KJ.mol!)  r>— Coeficiente linear
10 52,26 0,9662
20 50,40 0,9419
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30 48,10 0,9303
40 49,17 0,9171
50 49,52 0,9308
60 46,82 0,9195
70 47,31 0,9125
80 44,72 0,9072
90 44,74 0,9409

Comparando-se com estudos realizados com o diesel de origem fossil
comrecializado, nota-se similaridade nos resultados de energia de ativagdo encontrados no
presente estudo, com os resultados obtidos por (ROCIO MORALES LEIVA; MANOEL
CRNKOVIC ANTONIO MOREIRA DOS SANTOS, 2006), que ao analisar trés amostras de
diesel comercial verificou que os resultados de Ea apresentaram-se entre 44,1 ¢ 63,0 KJ.

O método de Flynn-Wall-Osawa ¢ classificado como isoconversional, pois a
progressdo da conversdo ocorre através da reducdo de massa com taxa de aquecimento
constante, portanto as redugdes de E,, sdo proporcionais a evolugdo da conversao haja vista que

a massa de biodiesel se apresenta em constante reducao (POPESCU, 1996).

1.5.5.2. Estabilidade oxidativa

O grafico mostrado na Figura 11 representa a curva de condutividade elétrica
relacionando a mudanga na condutividade com o tempo. Demonstra-se o periodo de indu¢ao em
horas, tragando-se uma reta paralela ao eixo referente a condutividade representada em

vermelho.

A estabilidade oxidativa do biodiesel foi avaliada durante o periodo deinducao,
relacionando-se o processo de resisténcia a oxidagdo do biodiesel ao seu processamento e
principalmente a composi¢ao quimica do produto, majoritariamente formado por acidos graxos
saturados, que sao menos susceptiveis a degradacao por oxidacdo devido a menor presenca
de ligacdes duplas que sdo quimicamente mais instaveis diante da oxidagdo (HAO et al.,

2018).
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Figura 11- Grafico do teste Rancimat acelerado obtido da amostra BMOACC.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

O resultado obtido no teste conforme a Figura 11 foi de 18,37 horas, mostrando que
o biodiesel sintetizado pela rota adotada pode ser considerado promissor para aplicacdo como
combustivel, visto que além da redugdo de custos em sua produgdo, por ser uma espécie com
estabilidade oxidativa superior a 12 horas exigida por lei (MOREIRA et al., 2018), ndo requer
adi¢do de antioxidantes, o que torna o custo de produc¢ao ainda mais baixo.

As reacdes de oxidagdo no biodiesel sdo responsaveis pela formagdo de
hidroperdxidos com grandes quantidades de acidos, que podem promover corrosdo no sistema
do motor, levando a baixa eficiéncia e desempenho do motor (SIA et al., 2020). O resultado de
estabilidade oxidativa obtido neste estudo ¢ expressivo, pois dependendo da extensdo da
degradacdo oxidativa do biodiesel, podem ser produzidos polimeros insoltiveis de alto peso
molecular, que apresentam efeito deletério durante a utilizagcdo do combustivel, pois promovem
a formacao de sedimentos insoliveis, substancias capazes de bloquear linhas de combustivel e
filtros de motores, resultando em combustdo incompleta e coqueificacdo de injetores
(YAAKORB et al., 2014). Portanto mitigar os efeitos da oxida¢do do biodiesel dispensando a

utilizagdo de aditivo antioxidante, torna o material sintetizado promissor para aplicagdo.

A rota de sintese utilizada por transesterificacao in situ bem como o planejamento
experimental, proporcionaram a otimizac¢ao dos parametros de sintese, além de contribuir para a
producao do material que atende a legislagdo vigente no que tange aos parametros fisico-

quimicos e com resultados promissores de estabilidade termo-oxidativa.
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1.6. Conclusoes

A partir do estudo de otimizagdo envolvendo o planejamento experimental
utilizando método proposto por Taguchi, aplicado a transesterifica¢do in situ de coco catolé,
estabeleceu-se que a reagdo com 2% de catalisador, 60 °C e relagao metanol/OACC de 5:1
constitui-se como a condi¢ao experimental que propiciou o melhor resultado de rendimento em
massa, que foi de 66,17%. No estudo envolvendo o planejamento experimental, verificou-se
que os trés parametros avaliados apresentaram valor-p estatisticamente significativo sendo a

taxa de catalisador o fator que mais impactou no aumento do rendimento em massa da sintese.

A presente pesquisa conclui que o aprimoramento da rota de reacdo de
transesterificagdo in situ adotada para a sintese do biodiesel foi bem-sucedida, pois conseguiu
sintetizar o biodiesel com 100% de conversdo, ou seja, ndo héd vestigio de triglicerideos
remanescentes no produto final. Além disso, o produto sintetizado atende a todos os parametros
fisico-quimicos exigidos pela legislacdo. O biodiesel apresentou faixa de decomposi¢ao térmica
de 162 a 258 °C e Tonserde 133 a 162 °C, considerando as taxas de aquecimento avaliadas, além
de apresentar energia de ativagio de combustio de biodiesel de 48,12 KJ.mol'. Também
apresentou resultado de estabilidade oxidativa superior a 18 horas, acima do exigido pela
legislacdo e, portanto, eliminando a necessidade do uso de antioxidantes, gerando economia no
processo produtivo.

Atualmente, existem varios fatores que dificultam o desenvolvimento da produgao
biodiesel em larga escala, que incluem o preco das matérias-primas, os custos de produgdo e o
menor preco dos combustiveis fosseis. Entre estes fatores, uma das barreiras mais importantes
¢ o elevado custo de producdo em comparacdo com os combustiveis petroliferos,
principalmente devido ao custo de matérias-primas e reagentes quimicos, como oleos vegetais,
catalisadores e alcool.

Na perspectiva de mitigar os efeitos do uso de combustiveis fosseis, atender a uma
crescente demanda por fontes de energia, fornecer um combustivel renovavel com custos de
producao reduzidos e baixa complexidade na realizacdo da sintese, este estudo mostrou que a
sintese de biodesel oriunda do coco catolé estd apta para contemplar as solugdes para essas

demandas.
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A partir da pesquisa realizada, publicou-se os resultados obtidos na revista
Industrial Crops and Products. Devido a relevancia dos resultados publicados nesse estudo, em
2024 o artigo publicado, foi laureado com a comenda prof® Icaro de Sousa Moreira concedida

pelo programa de p6s graduagao em quimica.
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CAPITULO 11

SINTESE DE CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS A PARTIR DO
OLEO DE COCO CATOLE E CERA DE ABELHA
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2.1. Introducao

As infecgdes fungicas cutidneas sdo amplamente prevalentes em todo o mundo,
afetando aproximadamente 25% da populagio global (CORZO-LEON; MUNRO;
MACCALLUM, 2019). As regides mais suscetiveis a essas manifestacdes superficiais sao os
tecidos  queratinizados, que englobam a pele, as unhas e os cabelos

(KOVITWANICHKANONT; CHONG, 2019).

No contexto das infec¢des fungicas, a candidiase possui maior incidéncia, sendo
investigada através de vdrias espécies de Candida, incluindo Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis. A proliferagdo desses
microorganismos ocorre em tecidos imidos e quentes do corpo tais como: dobras cutdneas no
caso de individuos obesos, areas entre os dedos das maos e dos pés, genito crural e areas

perineais (NENE et al., 2021).

Atualmente, varias estratégias de tratamento estdo disponiveis para a administra¢ao
de medicamentos antifingicos por meio de formulacdes orais e tdpicas, contudo o emprego
indiscriminado destas plataformas de tratamento, resultaram na formacgdo de cepas mais
resistentes ao protocolo convencional. Nesse contexto a sintese de nanocarreadores lipidicos
que propiciam a liberacdo controlada de drogas antifingicas, se constituem em estratégias

promissoras e vantajosas quando confrontadas com a terapia convencional (ZEB et al., 2019).

Os nanocarreadores de base lipidica sdo compostos de lipideos biodegradaveis e
biocompativeis, possuindo semelhangas estruturais com os lipideos da pele. Eles alteram as
caracteristicas de solubilidade e permeabilidade, melhoram a biodisponibilidade, controlam a
liberagdo de farmacos, protegem os bioativos de enzimas metabolizadoras, promovem o
transporte dos bioativos através de varias barreiras bioldgicas, prolongam o periodo na faixa
terapéutica, aumentam a estabilidade fisico-quimica e bioldgica de farmacos, melhoram a

internalizacao celular (SALA et al., 2018).

A nanoformulagd@o tem o beneficio de superar uma série de limitagdes associadas a
farmacocinética, biodisponibilidade de medicamentos e seus efeitos adversos. Os sistemas em
escala nanométrica representam um método de encapsulacdao dos medicamentos para torna-los
adequados as mais variadas formas de administragdo (JAIN et al., 2016). Dentre os sistemas em
escala nanométrica empregados, destaca-se a utilizacdo dos carreadores lipidicos

nanoestruturados, que possuem como caracteristica aumentar a eficiéncia de encapsulamento e
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prolongar o tempo de encapsulacdo do bioativo durante o periodo de estocagem (COLA et al.,

2016).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo sistemas que contém lipideos
solidos e lipideos liquidos quimicamente diferentes a temperatura ambiente (MULLER;
RADTKE; WISSING, 2002). Esses sistemas foram desenvolvidos para superar limitagdes
como liberagdo de bioativos por ruptura do nucleo e baixa capacidade de carreamento de outras

nanoparticulas lipidicas (ZHANG et al., 2022).

Contudo para o emprego das CLNs em sistemas biologicos, necessita-se de estudar
a interagdo com sistemas bioldgicos de forma que se proporcione investigar toxicidade e avaliar
riscos biologicos frente aos novos agentes terapéuticos, considerar a suscetibilidade de agentes
terapéuticos nos processos de absor¢ao, distribuicao, metabolismo e excrecao. (LIN et al., 2003)
(LEMMENS et al., 2024).

Sistemas bioldgicos tais como o Zebrafish adulto sdo fundamentais como modelo
animal complementar ao uso de roedores em testes genéticos, neurobioldgicos e toxicoldgicos
(RESENDE e SOCCOL, 2015), pois apresenta baixo custo, adaptabilidade diversa, ciclo de
reprodugado curto (DAI et al., 2014). Quando os peixes apresentam menores tamanhos na fase
adulta, requerem diminui¢do da concentracao das substancias a serem testadas e dosadas, bem
como as quantidades de reagentes e materiais utilizados no tratamento e manutencdo dos
animais (HILL, 2005). A presenca de 6rgdos e vias metabdlicas do Zebrafish analogas as dos
humanos permite avaliagdes toxicologicas e de biocompatibilidade (HORZMANN e
FREEMAN, 2018) e, no campo da nanomedicina, este modelo esta sendo proposto para avaliar
a biocompatibilidade, toxicidade e eficicia terap€utica de varios nanomateriais (LEE et al.,
2017; SIEBER et al., 2019; PENSADO-LOPEZ et al., 2021).

Avaliando a problematica do aumento da resisténcia das cepas fingicas frente aos
protocolos de tratamento comumente empregados, notadamente as infec¢cdes provocadas por
microorganismos do género candida, o presente estudo propds a sintese de carreadores lipidicos
incorporando o bioativo isoquercitrina, avaliando suas propriedades de estabilidade, de
eficiéncia da encapsulagdo, toxicidade e avaliou-se as propriedades antifiingicas frente as cepas

do género candida spp.
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2.2.FUNDAMENTACAO TEORICA

2.2.1. Infecgoes fungicas

As infecgdes fungicas se consolidaram como um problema clinico importante,
sobretudo quando atreladas a resisténcia perante os medicamentos tradicionalmente
empregados no tratamento destas patologias (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). Dentre os principais fungos patogénicos de importancia
médica, destacam-se as leveduras do género Candida, devido a elevada incidéncia de infecgdes

provocadas por estes fungos. (BERMAN; KRYSAN, 2020).

A Organizacdo Mundial da Satde publicou em 2022 uma lista de patéogenos
fingicos prioritarios, classificando C. albicans no grupo critico, enquanto C. parapsilosis e C.
tropicalis foram classificados no grupo de patdégenos de alta prioridade, ressaltando a
necessidade de estudos direcionados para o tratamento de infec¢des causadas pelos agentes

patogenos citados (FERREIRA et al., 2024)

Atualmente para o tratamento de infeccdes fliingicas trés classes primarias de
agentes sdo largamente empregadas: polienos (por exemplo, anfotericina B), azbis (por
exemplo, fluconazol) e equinocandinas (por exemplo, caspofungina) (KRYSAN, 2017).
Todavia o recente aumento na quantidade de fungos resistentes a mais de uma classe de
bioativos antifingicos consolidou-se como um desafio, suscitando a necessidade de alternativas

para o tratamento atualmente utilizado.

A obtencdo de compostos antifingicos a partir de produtos naturais tem sido
explorada ao longo dos anos. Esses produtos podem conter compostos bioativos com atividade
antimicrobiana, representando uma alternativa promissora contra espécies antifungicas

resistentes (SOULAIMANI et al., 2021).

2.2.2. Carreador lipidico nanoestruturado (CLN)

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs), sdo estruturas obtidas em
dispersoes coloidais que apresentam tamanhos de particula em escala nanométrica (1-1000 nm)
(DE SOUZA et al., 2024). Os CLNs consistem em uma mistura de lipideos so6lidos e liquidos
na propor¢do que pode variar de 70/30 a 99,9/0,1. Ao misturar lipideos solidos e liquidos em
propor¢des diferentes, pode-se obter mais espago para encapsulagdo do componente ativo,

formando uma matriz lipidica desordenabda. Portanto, os CLNs apresentam intimeras
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vantagens,como alta porcentagem de eficiéncia de encapsulamento (%EE), elevada estabilidade
de armazenamento, biocompatibilidade aprimorada e biodisponibilidade melhorada em

comparag¢ao com outros sistemas de nanocarreadores (PATIL et al., 2018).

Os carreadores nanoestruturados apresentam em sua composicdo uma matriz
lipidica estabilizada com surfactante, podendo atuar como intensificadores de permeacao,
resultando em incremento na taxa de permeagdo do medicamento (BHOSALE et al., 2024).
Essa matriz apresenta uma camada externa, que define as caracteristicas da superficie, € uma
camada interna ou nucleo, que determina as caracteristicas tais como: forma, tamanho e

compartimento onde esta localizado o bioativo (BUNIJES, 2011).

A matriz lipidica composta por lipideos so6lidos e liquidos pode apresentar um
comportamento cristalino complexo, influenciado sobretudo por sua composi¢do. O processo
de cristalizagdo comeca apos o resfriamento da sintese, podendo continuar durante o
armazenamento dos nanossistemas, impactando inclusive nas caracteristicas dos
nanocarreadores, tais como: morfologia das particulas, a incorporagdo do bioativo e a

estabilidade deste tipo de nanocarreador (RIBEIRO et al., 2015).

O processo de formacgdo da matriz lipidica atrelada as diferentes proporcdes de
adicdo dos lipideos liquidos nos lipideos so6lidos, resultam na formagado de diferentes modelos

morfologicos de CLN, representados na Figura 12.

Figura 12- Esquema de representacdo dos diferentes modelos de CLN.
CLN

gotas de oleo
na superficie

Fonte: (adaptado de GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018)

O modelo de matriz A, demonstra um formato de estruturagdo da particula através
das formagdo de multiplas gotas de 6leo fundidas, em uma gota de dleo aderente proxima a
borda de uma particula do cristal de plaquetas. O modelo B, contempla a formacao de multiplas
goticulas de 6leo na superficie, resultantes da separagdo de fases dentro do cristal das plaquetas

principais, a representacdo C, contém estrutura homogénea devido a adicdo de uma pequena
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quantidade de 6leo em uma matriz cristalina de plaquetas com lipideos sélidos. A estrutura D,
apresenta a formacao dos nanocompartimentos de 6leo dentro de uma matriz sélida esférica e
a representagdo E, possui forma esférica uniformemente dispersa (GORDILLO-GALEANO;
MORA-HUERTAS, 2018).

2.2.3. Cera de abelha

A cera de abelha ¢ um produto que possui composi¢ao quimica rica em ésteres de
acidos graxos saturados e alcoois de cadeia longa, sobretudo: hidrocarbonetos, monoésteres,
diésteres, triésteres, acido miristico livre e quantidades variaveis de hidroxidcidos e diois, que
conferem a cera caracteristica soélida a temperatura ambiente, ponto de fusdo igual a 65 °C,
insolubilidade em agua e aspecto de aparéncia amarelada. A natureza hidrofobica da cera ¢
devida aos carbonos metilenos [int-(CHz)] da cadeia interna, que compreendem mais de 95%
dos carbonos presentes e aos carbonos das extremidades CH3 que compreendem o restante da
extensdo da cadeia carbonica (HOSSEINI; MOUSAVI; MCCLEMENTS, 2023).

A obten¢do da cera tem sido realizada através dos favos de mel das abelhas do
género (Apis mellifera) (ROSIAUX et al., 2014). Considerando sua alta disponibilidade e custo
industrial relativamente baixo, novas formas de aplicacdo da cera de abelha tornam-se de grande
interesse (SOUZA; DEFREITAS; MAIA CAMPOS, 2017). A cera de abelha tem sido
largamente utilizada na industria como espessante e umectante na fabricacdo de pomadas,

cremes, batons.

A cera de abelha ¢ um produto natural utilizado na industria cosmética,
farmacéutica e alimenticia. O carater altamente cristalino afeta negativamente a capacidade de
reten¢do do bioativo, sucitando a necessidade da formacao de blendas com lipideos em fase
liquida que possam quebrar esse perfil cristalino, propiciando uma melhora na eficiéncia de

encapsulagio do sistema (ATTAMA; MULLER-GOYMANN,2008).

Além da caracteristica que a cera de abelha possui em compor a sintese de
nanocarreadores lipidicos , estudos acerca da substancia apresentaram diversos resultados sobre
as propriedades terapéuticas SOLEIMANIAN et al., (2018), CORDEIRO et al., (2024) como
por exemplo, atividades cicatrizantes, antiestresse, antiinflamatoria, antioxidante e

antimicrobiana (FRATINI et al., 2016).

2.2.4. Isoquercitrina

A isoquercitrina ou quercetina-3-O -B-D-glucopiranosido (Figura 13), ¢ uma das



51

principais formas glicosidicas da espécie flavonodide quercetina, sendo encontrada em diversos
tipos de fontes vegetal, cereal e frutifera, além de apresentar ocorréncia em alimentos derivados
dos mesmos como chés e vinhos (HASUMURA et al., 2004).

Figura 13- Estrutura da Isoquercitrina.

HO

OH

HO

HO 0

OH (o] 0] OH
CH,0H

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Dentre as propriedades fisico-quimicas da isoquercitrina, destaca-se o incremento
na solubilidade que a mesma possui devido ao processo de glicosilagdo da mesma, possuindo
solubilidade igual a 206 pmol.L™! (MAKINO et al., 2009), o (log P) do bioativo descrito tem
magnitude determinada entre 0.76 e 0.77. As propriedades espectrais do composto, denotam
que as bandas de absor¢do no espectro de UV-Vis estdo localizadas do inicio do espectro até

400 nm, em termos de coloragdo a isoquercitrina apresenta cor amarela.

As propriedades bioldgicas listadas da isoquercitrina, sdo baseadas em sua agao de
combater radicais livres, espécies reativas de oxigénio (EROs) e reducdo dos niveis de
prostaglandina. Baseado em estudos dos mecanismos de a¢do do bioativo, sua utilizagdo em
testes in vivo, estdo direcionadas para pesquisas que avaliem: biodisponibilidade, metabolismo,
seguranga e posteriormente os ensaios sao focados nos potenciais atividades antioxidantes, anti-
inflamatérias, anticarcinogénicas, cardioprotetoras, antidiabéticas, antialérgicas e

neurofarmacologicas (VALENTOVA et al., 2014).
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2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo geral

Produzir carreadores lipidicos nanoestruturados a partir da cera de abelha e do

oleo de coco catolé com potencial antifingico.
2.3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar carreadores lipidicos nanoestruturados;

e Otimizar os pardmetros da sintese, utilizando o método Taguchi;
e Analisar os parametros de estabilidade dos nanocarreadores;

e Analisar a morfologia das nanoparticulas sintetizadas;

e Avaliar o comportamento térmico das amostras sintetizadas;

e Incorporar a isoquercitrina aos nanossistemas e determinar a eficiéncia de

encapsulacdo e capacidade de carreamento dos nanocarreadores;

e Investigar a toxicidade ndo clinica dos nanocarreadores;

e Investigar a atividade locomotora do Zebrafish quando submetido aos sistemas
sintetizados;

e Avaliar o potencial antifingico do bioativo e dos nanocarreadores sintetizados

frente as cepas candida spp.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Com o objetivo de realizar a sintese otimizada de carreadores lipidicos
nanoestruturados e avaliar o nanossistema na condigdo Otima, utilizou-se dos seguintes
reagentes: OACC (6leo da améndoa de coco catolé), cera de abelha (CA), brij 78® (estearil
éter de polioxietileno), isoquercitrina, o acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma,

EUA).
2.4. Metodologia
2.4.2.1. Sintese dos carreadores lipidicos nanoestruturados

As CLNs foram sintetizadas através da técnica de homogeneizagdao por fusdo a
quente. Para este estudo, um lipideo de matriz sélida (cera de abelha ) (CA) e outro de matriz
liquida (OACC) foram escolhidos juntamente com o surfactante (estearil éter de polioxietileno)
Brij 78® e 15 g de 4gua.

Logo apos a escolha, todos os reagentes foram cuidadosamente pesados conforme
as condi¢des fornecidas no planejamento experimental contidas nas (Tabelas 9 e Tabela 10), e
aquecidos até 65 °C, temperatura correspondente ao ponto de fusdo da cera. Posteriormente, 10
mg de Isoquercitrina foram adicionados e dissolvidos completamente. A homogeneizagio do
sistema foi realizada usando sonifier (Branson) utilizando 70% de amplitude com regime de
pulso de 10 s 0n/10 s off durante 3 min. A temperatura ambiente, a dispersio final foi resfriada

para solidificar nanoparticulas formando CLNss.

Tabela 9 - Codificagao dos fatores e seus niveis.

Nivel Teor de Brij 78® (mg) Teor de OACC(mg) Teor de CA(mg)
1 100 200 100

2 200 300 300
3 300 400 500
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Tabela 10 — Design experimental por Taguchi para formulagdo de CLNs

contendo 6leo de coco catolé (L9 3x3).

Experimento Teor de brij 78® Teor de OACC Teor de CA

(mg) (mg) (mg)
1 100 200 100
2 100 300 300
3 100 400 500
4 200 200 300
5 200 300 500
6 200 400 100
7 300 200 500
8 300 300 100
9 300 400 300

Partindo-se do planejamento experimental desenvolvido, sintetizou-se nove
carreadores para se avaliar a influéncia das massas de surfactante, cera de abelha e 6leo de coco
catolé na obtencdo de menores resultados de tamanho de particula, indice de polidispersividade

e resultados maiores de potencial zeta.

2.4.2.2. Tamanho de particula e indice de polidispersividade

As andlises foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern®). As amostras foram diluidas em &gua deionizada na proporgao (1:1000)
(CLN:H20) (v/v) e analisadas a um angulo fixo de 90° 4 25 °C. O tamanho médio das particulas
e o indice de polidispersividade dos nanocarreadores foram expressos através de uma média
formada por cinco repeti¢des. As medidas foram realizadas nos intervalos de 1, 8, 15e30d

apos a sintese dos nanocarreadores, com os resultados dispostos na Tabela 11 .

2.4.2.3. Potencial Zeta

A carga de superficie das amostras foi avaliada através da determinagdo de
potencial zeta utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern®). As analises foram
realizadas diluindo os carreadores lipidicos nanoestruturados dispersos na sintese em agua
deionizada na propor¢ao (1:1000) (CLN:H20) (v/v) e os resultados foram expressos como

médias de cinco determinacgdes. As medidas foram realizadas nos intervalos de 1, 8, 15 ¢ 30
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dias apos a sintese dos nanocarreadores, com os resultados dispostos na Tabela 11.
Tabela 11- Resultados de Tamanho de particula, Indice de polidispersividade e Potencial zeta

das nove formulagdes dos dias 1 ao 30.

Tamanho de Particula (nm)

Amostra | Dia 1 Dia 8 Dia 15 Dia 30
F1 258,9 276,5 253,9 264,2
F2 440,4 532,4 663,6 872,6
F3 976,5 --- 1189
F4 312,5 321 306,5 420,4
F5 653,1 --- 1375
F6 306,9 337,6 431,9 4493
F7 381,2 392,2 601,2 376,7
F8 236,8 249,5 254,8 230,7
F9 308,3 335,4 371,7 304,2

Indice de polidispersividade

F1 0,213 0,247 0,211 0,220
F2 0,314 0,247 0,281 0,322
F3 0,315 e 0,303
F4 0,279 0,267 0,255 0,246
F5 0,485 - 0,279
Fé6 0,252 0,227 0,242 0,223
F7 0,383 0,211 0,360 0,292
F8 0,275 0,259 0,287 0,231
F9 0,259 0,169 0,309 0,223
Potencial Zeta (mV)

F1 -33,6 -34,3 -30,6 -28,3
F2 35,5 e -32,8 -29,4
F3 -32,1 -31,5 -32,5 -30,3
F4 -32,8 -31,5 -32,5 -24

F5 -34,9 -33,2 -33,7 -30,9
Fé6 -34,7 -31,1 -33,7 -29,9
F7 -32,6 -32,2 -32,2 -32,7

F8 -35,7 -32,0 -29,1 -29,1
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F9 -39.,5 -29,7 -32,2 -27,9

2.4.2.4. Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)
Os espectros de FTIR das CLN B (carreador lipidico nanoestruturado sem

bioativo), CLN ISQC (carreador lipidico nanoestruturado com isoquercitrina), isoquercitrina,
cera de abelha e OACC foram obtidos por um espectrometro 620-IR (Varian, Inc., EUA) no
modo de reflexdo total atenuada (ATR) com cristal de seleneto. A varredura foi realizada na

faixa de 4.000 a 500 cm™ (DE SOUSA ET AL., 2025).

2.4.2.5. Microscopia eletronica de transmissdo

A técnica de microscopia eletronica de transmissdo realizada na EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa agropecuaria), foi empregada para analisar a morfologia de
CLN B e CLN ISQC seguindo a metodologia de (LV et al., 2016), com adaptagdes. Os
nanocarreadores sintetizados foram previamente diluidos em agua duplamente destilada na
seguinte propor¢ao de nanocarreador/ agua (1/200). Apds a diluicdo, essa solugdo foi depositada

nos suportes de cobre utilizados na analise, para posterior secagem no ambiente.

2.4.2.6. Calorimetria exploratoria diferencial

A analise térmica foi realizada por meio de um calorimetro diferencial de varredura
(Q20-V 24.9 Build 121) em atmosfera de nitrogénio (50 mL. min ~!). A massa das amostras
foram pesadas, obtendo-se 2,6 mg de cada amostra. Os carreadores lipidicos nanoestruturados
liofilizados foram aquecidos a uma taxa de 10 °C min

°C (DE MENEZES et al., 2025).

, com faixa de temperatura de 25 a 400

2.4.2.7. Eficiéncia de encapsulagdo e capacidade de carreamento

O método de eficiéncia de encapsulamento adotado foi estabelecido por (EL-
MENSHAWE et al., 2020) com algumas modificacdes. A curva de calibragdo padrdo da
isoquercitrina foi obtida medindo-se a absorbancia da solu¢do de isoquercitrina na faixa de
concentragdo preparada a partir de solugdes estoque em metanol a 207 nm em triplicata. A curva
de calibracdo foi entdo plotada com absorbancia no eixo y e concentragao de isoquercitrina no
eixo x (r=0,9998). Para remover a dispersdo de CLNs de isoquercitrina livre, foram misturadas
com acetato de etila (1:1, v/v) e depois submetidas ao vortex por alguns segundos. A mistura
foi centrifugada (5738 rpm por 10 min, 25 °C) e o sobrenadante, que incluia isoquercitrina livre,
foi removido. A dispersdo de CLNs de isoquercitrina restante foi misturada com metanol e a

parte central da dispersao de CLNs de isoquercitrina foi filtrada usando um filtro de seringa
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(0,45 pum) e, em seguida, determinou-se a absorbancia por espectrofotdmetro UV-Vis com
Amax = 207 nm. A eficiéncia de encapsulamento e a capacidade de carreamento da

isoquercitrina foram calculadas da seguinte forma:

WEE = [ISQC sobrenadante] 100%
8% = TTUSQC inicial]
%CC — [1SQC encapsulado] x100%

[massa da formulagéo]

Onde [ISQC sobrenadante], significa concentracdo de isoquercitrina ndo encapsulada,
[ISQC inicia1] corresponde a massa de isoquercitrina inserida na sintese dividida pelo volume da

sintese, [ISQC encapsulado] significa concentracdo de bioativo presente dentro da matriz lipidica.

2.4.2.8. Avaliagdo da seguranga ndo clinica

2.4.2.8.1. Zebrafish

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX),
através da utilizacdo do Zebrafish (Danio rerio) em fase adulta (ZFa), selvagens, de ambos os
sexos e com idade entre 60-90 d, possuindo tamanhos de 3,5 + 0,5 cm e com peso de 0,4 + 0,1
g, obtidos da Agroquimica: Comércio de Produtos Veterindrios LTDA, fornecedor local. Os
grupos de 50 peixes foram aclimatados por 24 h em aquarios de vidro (40 x 20 x 25 cm),
contendo agua desclorada (anticloro ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25
°C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam ragao
(Spirulina®) até 24 h antes dos experimentos. Apds os experimentos, os animais foram
sacrificados por imersdao em agua gelada (2-4 °C), por 10 minutos, até a auséncia de movimentos
operculares (CONCEA, 2018). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob
protocolo n® 04009489/2023.

2.4.2.8.2. Protocolo geral

Os testes com zebrafish foram realizados baseando-se em metodologias propostas por
(MAGALHAES et al., 2017). No periodo dos experimentos, os peixes foram randomicamente
selecionados, transferidos para uma esponja umida, tratados com as amostras de testes ou
controle, via oral (COLLYMORE; RASMUSSEN; TOLWANI, 2013). Posteriormente, os
animais foram acondicionados individualmente em recipientes de vidro com capacidade de
(250 mL) contendo 150 mL de dgua do aquario para repouso. Para os tratamentos através da

via oral, foram utilizadas pipetas automaticas variaveis de 20 pL com ponteiras estéreis. O
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comportamento dos animais no teste de campo aberto foi registrado por analisadores calibrados

e cegos (MAGALHAES et al., 2017).
2.4.2.8.3. Toxicidade aguda 96 h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente aos Zebrafish (D. rerio) adultos,
conforme metodologias propostas pela (OECD, 2019) e (SILVA et al., 2023). Os animais
(n=6/gupo) foram tratados com 20 pL, via oral (v.0.), de ISQC ou CLN B ou CLN-ISQC
(0,00006 ou 0,0006 ou 0,006 ou 0,06 ou 0,6 mg/mL). Um grupo de animais (n=6/gupo) foi
tratado com 20 pL (v.0.) de uma solugcdo de DMSO 3% (Controle ou Veiculo). Apos 96 h do
inicio dos tratamentos, foram anotados os niimeros de animais mortos em cada grupo e
determinado a concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLso) através do método
matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-

AGUILAR et al., 2015).
2.4.2.8.4. Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Foi realizado o teste de campo aberto (MAGALHAES et al., 2017), para avaliar
possiveis alteragdes na coordenacdo motora dos animais, seja por sedacdo e/ou relaxamento
muscular. No experimento 1, os animais (n=6/grupo) foram tratados com 20 pL (v.0.) de ISQC
ou CLN B ou CLN _ISQC (0,00006 ou 0,006 ou 0,6 mg/mL). Um grupo de animais
(n=6/grupo) foram tratados com 20 pL (v.0.) de DMSO 3% (Controle ou Veiculo) ou diazepam
(DZP; Controle sedativo; 10 mg/mL) (CHEN et al., 2021). Um grupo de animais (n=6/grupo)
sem tratamento (Naive) foram adicionados ao ensaio. Decorrido o periodo de uma hora dos
tratamentos via oral, os animais foram individualmente adicionados em placas de Petri de vidro
(10 x 15 cm) com a mesma agua advinda do aquario. As placas foram devidamente marcadas
com quatro quadrantes para a analise da atividade locomotora através da contagem do nimero

de cruzamento de linhas (CL) durante o intervalo de tempo entre 0-5 minutos.
Andlise estatistica

Os resultados do Teste de Campo Aberto foram expressos como valores da média
+ erro padrdo da média para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de
distribuicao e homogeneidade dos dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas
com o software GraphPad Prism v. 8.4.3. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido

em 5% (p <0,05).
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2.4.2.9. Ensaio Antifungico

O ensaio de atividade antifingica foi realizado no (LABIMAN) Laboratdrio de
Bioprospeccao de moléculas antimicrobianas através da técnica de microdiluicdo em caldo de
acordo com o documento M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH
7,0 £ 0,1) tamponado com 0,165 M do acido morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma,
EUA).

Para a realizacdo dos testes, foram consideradas as concentragdes de cada
componente na emulsdo. Experimentalmente determinou-se que a concentracdo de 6leo de
améndoa do coco catolé (OACC) presente nas emulsoes era de 21,04 mg/mL e de isoquercitrina
(ISQC) era equivalente a 616,2 pg/mL. O OACC foi testado na faixa 21,04- 0,041 mg/mL e a
ISQC foi testada na faixa de 616,2 - 1,20 ug/mL. As emulsdes foram testadas na faixa de 10 -
0,02 % frente as cepas candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258,
Candida auris 01256 P CDC e Candida albicans 1.

2.5. Resultados e discussao
2.5.1. Tamanho de Particula e Potencial Zeta

Os valores de tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta
(PZ) dos CLNs produzidos foram observados na faixa de 230 a 1189 nm, 0,211 a 0,485 ¢ -24 a
-39,5, correspondentemente, conforme relatado na Tabela 11. Os resultados exibidos
demonstraram que grande parte das formulagdes de CLNs produzidas tinham tamanhos de
particula inferiores a 500 nm, podendo ser classificadas como nanocarreadores (CARVAJAL-
VIDAL et al., 2019).

Quanto ao indice de polidispersidade, a maioria das emulsdes estudadas
apresentaram valores entre 0,1 e 0,4, por esta razdo podem ser classificados como
moderadamente polidispersas. Quando o parametro analisado ¢ o potencial zeta, sistemas com
intervalo de resultados entre £20 até +£30 mV, sdo classificados como moderadamente estaveis,

e sistemas com resultados entre +30 até +40 mV sdo classificados como estaveis.

Variagdes nos tamanhos de particula foram observadas em funcdo dos dias,
podendo-se inferir que o estresse causado pelo tempo de estocagem contribuiu de maneira
relevante para o aumento dos tamanhos (HYUN et al., 2022). Verificou-se que os menores
tamanhos de particula obtidos ocorreram em formulagdes com quantidades da cera de abelha

significativamente maiores, comportamento atestado pelos valores de P (ALOTAIBI et al.,
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2021).
2.5.2. Determinagdo de pariametros otimizados para a formulacdo de nanoemulsdo

utilizando dleo de coco catolé (Syagrus cearensis)

Os dados das CLNs produzidas utilizando 6leo do coco catolé como componente
lipidico liquido, foram analisados estatisticamente utilizando design experimental proposto por
modelagem por Taguchi. Para esta andlise foi utilizado programa de analise estatistica
Minitab®. Os fatores analisados para este experimento foram teor de surfactante, teor de 6leo
de coco catol¢ (lipideo liquido) e teor de cera de abelha (lipideo sélido). Todos os fatores foram
avaliados em trés niveis, estabelecidos em funcdo de levantamento bibliografico prévio para
formulagdo de nanoemulsdes (KATATA-SERU et al., 2017). Como respostas avaliadas para o
sistema de emulsdo nanométrica foram analisados o Tamanho de particula, Indice de
polidispersividade e o Potencial Zeta dos nanocarreadores, sendo consideradas as evolucdes das
respostas obtidas nos intervalos de 1, 8, 15 e 30 dias, apés a sintese das formulagdes. A
codificacdo dos fatores e dos niveis utilizados encontra-se na Tabela 9. O design estatistico
modelado por Taguchi utilizando estes trés fatores em trésniveis levou a conducdo de nove
experimentos com as condi¢des explicitadas conforme a Tabela 10.

2.5.2.1. Resposta — Tamanho de particula

O parametro de tamanho de particula ¢ fundamental para determina-se a
estabilidade coloidal dos nanossistemas, tendo em vista que menores tamanhos resultam em
maiores as possibilidades de aplicagdo das CLNs, como por exemplo a destinagdo dos
nanocarreadores a administracdo oral, que sdo consideradas ideais quando seu tamanho se
apresenta proximo de 300 nm (DE SOUZA et al., 2024).

A partir das amostras sintetizadas, F8 apresentou os menores tamanhos de particulas
do primeiro ao trigésimo dia de andlise. Estudo publicado por (DA SILVA et al., 2022) sugere
que a reducdo da viscosidade devido a menor quantidade de cera utilizada, influencia na
formagdo de uma fase organica de menor viscosidade, mais suscetivel a cavita¢ao ultrassonica,
gerando particulas menores.

Para andlise deste pardmetro foi escolhida como resposta do sistema “quanto menor
o tamanho de particula, melhor”, pois menores tamanhos de particula proporcionam ao sistema
maior estabilidade coloidal (KARAMI; SAGHATCHI ZANJANI; HAMIDI, 2019). A tabela
de resposta pararazao sinal-ruido Tabela 12 mostra que o teor de cera de abelha constitui-se como
parametro de maior impacto na sintese para esta resposta, enquanto que os deltas encontrados

para os fatores teor de surfactante e teor de 6leo de coco catolé, apresentaram similaridade,
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apontado portanto que esses fatores possuiram impacto semelhante na sintese para propiciar
menores tamanhos de particula, todavia o impacto realizado apresentou-se pouco expressivo
quando comparado ao teor de cera de abelha.

A andlise de variancia (ANOVA) dos dados estatisticos corrobora com a tabela de
resposta para razdes sinal-ruido, com valor de P inferior a 0,05 para o teor de cera de abelha,
demonstrando a relevancia estatistica deste parametro nesta resposta. Considerando que os
demais parametros nao causaram impacto estatistico significativo para esta reposta de acordo
coma Tabela 13 (ANOVA com valor de P maior que 0,05), e anélise conjunta de dados da figura
14, as condi¢des que levariam a um menor tamanho de particula dentro das condi¢des analisadas
seriam nivel 1 para os teores de surfactante e 6leo de coco catolé empregados na formulagao

dos nanocarreadores e nivel 3 para o teor de cera de abelha .

Tabela 12— Resposta para razdes sinal-ruido — tamanho de particula.

Teor Teor de 6leo de Teor de cera de
Nivel Surfactante coco catolé Abelha
Baixo -54,35 -50,59 -49,15
Médio -52,47 -53,00 -51,80
Alto -50,63 -53,87 -56,51
Delta 3,72 3,28 7,35
Posto? 2 3 1

indica qual variavel independente mais impacta na resposta estudada em ordem decrescente.

Tabela 13— Anélise de variancia para razdes S/R para a resposta tamanho de particula.

Fonte GL* SQSeq® SQ (Aj.r QM (Aj)¢! F¢ P
20,740 20,740 10,370 7,20 0,122

Teor de surfactante 2

Teor de 6leo de coco catolé 2 17,359 17,359 8,679 6,03 0,142
2 83,253 83,253 41,627 28,91 0,033
2 2,880 2,880 1,440

Teor de cera de abelha

Erro de Residuos

[o2e)

Total 124,231

3Graus de liberdade. BSoma dos quadrados sequenciais. ‘Ajuste da soma dos quadrados. ‘Ajuste da média dos

quadrados. ®Valor-F. FValor-P.
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Figura 14- Gréafico dos efeitos principais para a razao

sinal-ruido quando a resposta ¢ otamanho de particula.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

2.5.2.2. Resposta — Indice de polidispersividade

Utilizando os mesmos experimentos, avaliou-se de que forma as varidveis
analisadas influenciam o comportamento do indice de polidispersividade das CLNs ao longo
de 30 dias, assim como realizado anteriormente para o tamanho de particula. Este pardmetro ¢
importante na avaliagdo da homogeneidade do sistema, haja vista que quanto menor este valor,
mais homogénea a dispersdo pode ser considerada (SHARMA et al., 2018). Assim como
adotado para o tamanho de particula, para anélise dos dados foi escolhido como resposta para
este parametro “menores resultados de indice de polidispersividade, melhor”.

O IPD ¢ uma medida representativa da distribui¢do do tamanho da populagao
dentro da amostra. Para aplicacdes de distribuicdo dos bioativos utilizando nanocarreadores
lipidicos, valores de IPD até 0,3 sdao considerados aceitaveis (DANAEI et al., 2018). Os
resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os valores de IPD obtidos por (SUN et
al., 2024), em que sintetizaram NLCs com resultados entre 0,32 + 0,01.

De acordo com os resultados obtidos na analise, a amostra F8 apresentou menor
resultado de IPD, o que pode ser atribuido a reducdo da viscosidade nos nanocarreadores
causada pelo aumento na propor¢ao de OACC, resultando em tamanhos mais uniformes. O
diametro das particulas e o IPD foram reduzidos pelo aumento do OACC na proporc¢ao de
(matriz lipidica liquida com relagdo matriz lipidica solida). Portanto, o tipo de lipidio afetaria
a formacdo da emulsdo, o tamanho da cristalizacdo das particulas e a uniformidade dos

tamanhos (SUN et al., 2024).
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Tabela 14 — Resposta para razoes sinal-ruido — indice de polidispersividade.

Teor de Teor de oleo de Teor de cera de
Nivel Surfactante coco catolé Abelha
1 11,338 11,386 12,203
2 10,042 9,509 11,472
3 10,972 11,456 8,676
Delta 1,296 1,946 3,527
Posto 3 2 1

%indica qual variavel independente mais impacta na resposta estudada em ordem decrescente.

Tabela 15— Andlise de variancia para razdes S/R para a resposta indice de

polidispersividade
Fonte GL: SQ Seq® SQ (Aj.)c QM (Aj.)¢ Fe Pf
Taxa surfactante 22,6788  2,6788 1,3394 4,12 0,195

Teor de 6leode coco 27,3141 7,3141 3,6570 11,26 0,082

catolé

Teor de cera de 2 20,7920 20,7920 10,3960 32,01 0,030
abelha

Erro de Residuos 20,6496 0,6496 0,3248

Total 8 31,4345

Graus de liberdade. *Soma dos quadrados sequenciais. “Ajuste da soma dos quadrados. ‘Ajuste da média dos

quadrados. ®Valor-F. FValor-P.
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Figura 15- Gréafico dos efeitos principais para a razdo

J4

sinal-ruido quando resposta ¢ a polidispersividade da

nanoemulsdo.
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O delta encontrado para o fator teor de cera de abelha foi o maior dentre os fatores
avaliados (Tabela 14), evidenciando sua importancia para obtencdo de menores valores de
indice de polidispersividade da formulacdo. Os dados de andlise de variancia estatistica
(ANOVA) reforcam a importancia do teor de cera de abelha para uma polidispersividade 6tima
dos nanocarreadores sintetizados, com valor de P inferior a 0,05, no entanto o valor de P
encontrado para o teor de 6leo de coco catolé ser apenas levemente superior a este valor,sugere
que este ndo deva ser desconsiderado totalmente na determinacgdo das quantidades 6timas para
formulagdo das CLNs, quando considerada o IPD como resposta. Considerando os dados que
causaram impacto estatistico significativo para esta reposta de acordo com a Tabela 15
(ANOVA com valor de P maior que 0,05, ou neste caso ligeiramente maior que 0,05, como
observado para o teor de 6leo de coco catolé), e analise conjunta de dados da Figura 14, as
condi¢des que levariam a uma menor polidispersividade dentro das condi¢des analisadas seriam
nivel 1 para o teor de surfactante, nivel 1 para o teor de 6leo de coco catolé (uma vez que pela
Figura 15 os niveis 1 e 3 produziram resposta de polidispersividade muito semelhante) e nivel
3 para o teor de cera de abelha. Os resultados obtidos estdo em consonancia com aqueles obtidos

para a resposta tamanho de particula.

2.5.2.3 Resposta — Potencial Zeta

Considerando a utilizagio do Minitab® como recurso de andlise dos dados por
Taguchi, ndo permite-se a utilizagdo de valores negativos para o estudo, portanto aplica-se para

avaliacdo desta resposta, os modulos dos valores de potencial zeta obtidos dos mesmos
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experimentos que conduziram aos valores de tamanho de particula e indice de polidispersividade
discutidos anteriormente. Para este pardmetro, a resposta desejada ¢ “quanto maior for o
resultado de potencial zeta, melhor”, uma vez que resultados de potencial zeta superiores a =
30, indicam maior estabilidade para o sistema, devido a repulsdo -eletrostatica de

nanocarreadores com mesma carga (DOS SANTOS et al., 2020).

Analisando os resultados do potencial zeta, pode-se observar que as particulas
sintetizadas na condi¢do F8 apresentaram melhores resultados que as demais amostras, com
valores médios de potencial zeta acima de £30, mostrando que o método de sintese adotado
apresentou a capacidade de proporcionar estabilidade ao material sintetizado (OTAROLA et

al., 2021).

Muitos estudos demonstraram que sistemas de biodistribuicdo de bioativos
baseados em emulsdes estabilizados por surfactantes ndo i6nicos podem ser carregados (HAN
et al., 2008). A natureza das moléculas emulsificantes que cercam as goticulas lipidicas
influencia fortemente a densidade de carga superficial, que por sua vez depende do pH do meio
(MCCLEMENTS; GUMUS, 2016). A presenga de cargas pode ser atribuida a presencga de
impurezas anidnicas e outros lipideos com tamanhos menores no 6leo, tais como nos acidos
graxos livres ou no emulsionante, tal como acido oleico livre. Além disso, a adsor¢do de ions
hidroxila (OH") da fase aquosa também pode transmitir carga negativa a interface 6leo-agua

(LUDTKE et al., 2022).

Tabela 16 — Resposta para razdes sinal-ruido — potencial zeta.

Nivel Teor de surfactante Teor de 6leo de coco catolé Teor de cera de abelha

1 30,35 30,22 30,25
2 30,39 30,45 30,40
3 30,23 30,30 30,31
Delta 0,16 0,22 0,15
Posto 2 1 3

%indica qual variavel independente mais impacta na resposta estudada em ordem decrescente.

Tabela 17 — Analise de variancia dos resultados de potencial zeta para razdes S/R.

GL* SQ Seq® SQ (Aj.)c QM (Aj.)¢  Fe Pf
Teor de surfactante 2 0,04247 0,04247 0,02123 0,24 0,810
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Teor de 6leo de coco catolé 2 0,07811 0,07811 0,03906 0,43 0,698

Teor de cera de abelha 2 0,03477 0,03477 0,01739 0,19 0,838
Erro de Residuos 2 0,18051 0,18051 0,09025
Total 8 0,33586

3Graus de liberdade. *Soma dos quadrados sequenciais. “Ajuste da soma dos quadrados. ‘Ajuste da média dos

quadrados. *Valor-F. FValor-P.

A tabela de resposta para razdo sinal-ruido considerando o potencial zeta como
resposta (Tabela 16) indica que o fator mais influente para a obtengao de maiores resultados
desta resposta ¢ o teor de 6leo de coco catolé empregado na formulagdo dos nanocarreadores.
Contudo, para o conjunto de dados empregado na andlise, a Tabela 17 mostra que os todos
fatores analisados tiveram valor de P superior a 0,05, sugerindo que novos niveis deveriam ser
empregados na analise. Ainda assim, considerando os dados estatisticos obtidos nos niveis
empregados neste experimento, e os dados da Figura 16, uma vez que o teor de surfactante e de
cera de abelha ndo impactam nesta resposta, os menores niveis podem ser adotados e para o
teor de 6leo de coco catolé, que foi o fator que mais impactou nesta resposta, tem-se o nivel 2

como melhor resultado.

Figura 16- Grafico dos efeitos principais para a razdo sinal-ruido

quando a resposta € opotencial zeta da nanoemulsao.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Assim, analisando os fatores e as respostas conjuntamente, considerando os

parametros mais relevantes para cada resposta e sempre primando pela menor quantidade de
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matéria prima possivel, conforme a tabela 18, temos que:

Tabela 18 — Correlacao entre sinal x ruido de maior impacto para cada resposta avaliada na

obtencdo da nanoemulsdo usando 6leo de coco catolé.

) Teor de Teor de oleo Teor de cera
Sinal x ruido
surfactante  de coco catolé de abelha
Tamanho de particula
- - Nivel 3
indice de polidispersividade - - Nivel 3
Potencial zeta - Nivel 2 -

Deste modo, para formulagdes sintetizadas para os demais ensaios, tais como
estudos biologicos bem como testes de caracterizacao dos nanocarreadores, empregou-se o 6leo
de coco catolé como fonte lipidica liquida utilizada na quantidade 300 mg, utilizou-se 100 mg
de surfactante brij 78 e 500 mg de cera de abelha.

2.5.3. Espectroscopia de Absor¢do na Regiao do Infravermelho (FTIR)

A analise de FTIR para os componentes das CLNs e nanoformulacdes, foi realizada
com o objetivo de fornecer a caracterizagdo quimica tanto dos sistemas sintetizados quanto dos
materiais de partida, bem como complementar as informag¢des obtidas nas demais

caracterizacoes (PRABAKARAN et al., 2025).



68

Figura 17- Espectro comparativo na regido do Infravermelho,

entre CLN B, CLN ISQC e seus constituintes.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Os espectros de infravermelho foram obtidos conforme a Figura 17 utilizando a
faixa de 5004000 cm™!' de niimero de onda. No espectro referente a cera de abelha, as bandas
de absor¢io destacadas encontram-se em 696 cm™! referentes a tor¢do da ligagdo C—H; 1453
cm’! dobramento da ligagdo C—H; 1793 cm! estiramento da ligagio C=O (ZUBER et al., 2021).
Destacam-se nesse contexto as bandas em 1746 referente ao grupo C=0O dos acidos graxos
constituintes de OACC, 2934 cm! referente ao estiramento de ligagdo C—H; 1150 cm™ de
estiramento da ligagdo C—O (BAUER et al., 2020).

As nanoformula¢cdes CLN B e CLN _ISQC apresentaram bandas de absor¢do na
regido de 3327 cm’! relacionada aos modos vibracionais de estiramentos das ligagdes O—H
presente nas estruturas de OACC, cera e isoquercitrina e do tensoativo que compde a matriz;
1631 cm™! relacionadas ao grupo C=C referente aos acidos graxos insaturados presentes na cera
de abelha e OACC (SUN et al., 2024). Os espectros obtidos para as CLNs demonstraram que
as bandas mais relevantes para a isoquercitrina nao se destacaram, confirmando indiretamente
que o bioativo foi incorporado a matriz lipidica, além disso as bandas mais destacadas nos

demais excipientes nao foram observadas no espectro das CLNs (KHIAVI et al., 2025).

2.5.4. Microscopia eletronica de transmissdo

A morfologia das CLNs desempenha um papel fundamental no carreamento dos
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bioativos e com esse intuito de determinar as caracteristicas morfologicas do material
sintetizado bem como estimar-se os tamanhos de particulas dos nanossistemas produzidos,

realizou-se os ensaios de microscopia eletronica de transmissdo. Os resultados das imagens

estdo dispostos na Figuras 18 e Figura 19.

Figura 18- Imagens da CLN_B (A) e CLN_ISQC (B) obtidas através da técnica de

microscopia eletronica de transmissao.

SEM HV: 30.0 kV WD: 4.07 mm T T VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 4.32 mm vl VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 30.0 kx Det: TE Dark 2pm SEM MAG: 16.0 kx Det: TE Dark 2pm
View field: 6.92 ym Date(m/dly): 06/22/24 Embrapa Agroindustria Tropical View field: 13.0 pm Date(m/dly): 06/15/24 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

Figura 19- Grafico de distribui¢do dos tamanhos de particula
obtidas a partir de imagens extraidas da medida de microscopia

eletronica de transmissao.

[ 1 Grafico de distribuigio dos tamanhos de particula obtidas por MET
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Fonte: elaborado pelo autor, 2024.
As imagens oriundas do teste bem como o resultado demonstrado no grafico de

distribuicao dos tamanhos de particula obtidos por MET, atestaram que as CLNs produzidas
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apresentam moderada polidispersividade na distribuicdo dos tamanhos da particulas,
corroborando com resultados do ensaio de IPD. Além disso os tamanhos de particulas obtidos
da amostragem de uma imagem apresentaram valores médios entre 200 e 300 nm, resultados
compativeis aos obtidos no ensaio de tamanho de particula. Estudos realizados com CLNs
conjugadas a acido hialurénico publicados por (GARG; GARG, 2024) mostraram que 0s
nanocarreadores sintetizados apresentaram tamanho entre 176 e 340 nm, faixa de tamanhos de
particula encontrada no presente estudo.

As CLNs produzidas apresentaram formato esférico que esté atrelado a quebra do
perfil cristalino da cera de abelha apds a inser¢cdo do 6leo de coco catolé. A utilizagdo de
diferentes surfactantes, diferentes propor¢des de lipideos so6lidos e liquidos bem como a
natureza desses lipideos impactam na obtencdo dos mais variados tamanhos de particula e das

mais diversas morfologias (ABDULLAH et al., 2024).

2.5.4. Calorimetria exploratoria diferencial
Em formulagdes com varios componentes, tais como as CLNs, a utilizagdo de

técnicas como a analise térmica através da calorimetria exploratéria diferencial, tornam-se
fundamentais para os estudos de interag¢do entre os excipientes presentes na formulacdo e como
essa interacao impacta nas propriedades de absor¢ao ou emissao térmica durante o aquecimento
ou cristalizagdo da amostra analisada. As técnicas de analise térmica contribuem para a os
estudos dos impactos que os métodos de sintese das particulas baseadas no estresse mecénico e
térmico podem proporcionar aos carreadores sintetizados (ROCHA-MENESES et al., 2023).

Figura 20- Curvas de calorimetria exploratoria diferencial das amostras

CLN_B e CLN_ISQC.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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A partir dos resultados demonstrados na figura 20, as CLNs apresentaram picos de
carater endotérmico com temperatura correspondente 40 °C e 60 °C, correspondentes ao

processo de fusdo da cera de abelha empregada na formulagao.

A presenga de varios picos endotérmicos mostra que os nanossistemas sintetizados
possuem certa heterogeneidade e possivel desordem nas matrizes lipidicas que compde o
sistema. A desordem gerada pela utilizagdo de diversas matrizes lipidicas solidas e liquidas
contribuem para que os nanocarreadores obtenham morfologia esférica, corroborando com os
resultados verificados no MET. Os fatores supracitados contribuem para que as CLNs
apresentem maior capacidade de carreamento do medicamento quando utilizado em

formulagdes farmacéuticas (SOLEIMANIAN et al., 2018).

2.5.5. Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento da isoquercitrina

A realizagdo de uma varredura no espectrofotometro de UV-vis é primordial para
descobrir-se o valor de A max do bioativo isoquercitrina, mostrada na Figura 21, pois a partir
desse resultado obtido foi possivel construir uma curva de calibragdo em metanol conforme
demonstrada na Figura 22, capaz de gerar uma equacdo da reta essencial para os calculos de

eficiéncia de encapsulamento %EE e capacidade de carreamento %CC.

Figura 21- Espectro de varredura da isoquercitrina.

0.1494 —— Espectro de varredura da isoquercitrina
0.12 -
0.10 -
0.08 -

0.06 1

Absorbancia (u.a)

0.04 1

0.02 1

0.00+

200 300 400 500 600 700 800

comprimento de onda (nm)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Figura 22- Curva de Calibragdo da Isoquercitrina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A curva de calibracdo obtida revelou que o comprimento de onda maximo da
amostra ¢ de 207 nm. Apds essa medida construiu-se uma curva de calibragdo com 14
concentragdes diferentes variando-se de 1-14 ppm, gerando a seguinte expressdo: [Abs]=
0.09153x[concentracao]+0.04503, com r>= 0.99853.

Com base na curva de calibracao e comprimento de onda maximo obtidos chegou-
se ao valor de 93.99% de eficiéncia de encapsulamento e 1.16% de capacidade de carreamento.
Esses valores de %EE e %CC podem ser atrelados a interacdo lipofilica entre a matriz lipidica
formada e o bioativo. Os resultados obtidos estdo em consonancia com os obtidos por (GU et
al., 2022), que utilizaram a plataforma CLN para encapsular aphloretin obtendo resultado de
eficiéncia similar aos encontrados no presente estudo.

O sistema sintetizado em questdo apresentou elevada eficiéncia de encapsulamento,
quando comparado com os trabalhos publicados por (ALOTAIBI et al.,2021), onde foram
obtidos resultados de %EE igual a 68-87%, empregando a mesma plataforma para
encapsulacdo de bioativo.

Estudos demonstram como a composi¢do de CLNs influencia a carga de
1soquercitrina, relatando que CLNs preparados com Compritol® 888 ATO e MCT a0,75%p/p de
1soquercitrina na fase lipidica tiveram um EE de 88,34 +2,84% e LC de 2,22 £+ 0,01%. Em outro
estudo, CLNs preparados com Compritol® 888 ATO ou Precirol® ATOS5 como lipideo so6lido e
Labrasol® como lipideo liquido mostraram %EE variando entre 79,70 e 96,89% e CC entre

2,63 e 3,26% para 0,5% p/p concentracdo de isoquercitrina para lipideos utilizada; tanto %EE
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como %CC foram encontrados dependendo do tipo desurfactante usado (Tween® 80 ou

Poloxamer 407) (SAKELLARI et al., 2021).

2.5.6. Avaliagdo da segurancga ndo clinica
2.5.6.1. Toxicidade 96 h

Para todas as concentracdes de ISQC ou CLN B ou CLN ISQC (0,00006 ou
0,0006 ou 0,006 ou 0,06 ou 0,6 mg/mL), conforme determinado pelo método de Spearman-
Karber, sugere-se que a CLso para todas as amostras ¢ superior a 0,6 mg/mL. As amostras
sintetizadas no trabalho e posteriormente testadas se mostraram seguras, pois nao foram toxicas
frente ao zebrafish no intervalo de 96 h da analise (Tabela 19).

Tabela 19- Resultados dos testes de toxicidade aguda das amostras testes frente ao Zebrafish

adulto.
Mortalidades do Zebrafish Adulto (n=6/grupo) 96 h de
Amostra  Controle  Cl C2 C3 C4 C5 Analise
CLso (mg/mL)
/1IV
ISQC 1 0 0 0 0 1 >0,6
CLN B 1 2 0 0 1 1 > 0,6
CLN-ISQC 1 1 1 0 0 2 >0,6

Administragdo — 20 pL, via oral (v.0.); C- concentragdo; C1- 0,00006 mg/mL; C2- 0,0006 mg/mL; C3 - 0,006
mg/mL; C4 - 0,06 mg/mL; C5- 0,6 mg/mL; ISQC; CLN_B; CLN_ISQC; Controle — Veiculo (DMSO 3%).

CL50-concentracdo letal para matar 50% dos zebrafish adulto; IV — intervalo de confianga

2.5.6.2. Avaliagdo da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

A atividade locomotora ¢ um dos parametros de analise comportamental utilizados
para avaliar a acdo de drogas que podem atuar no sistema nervoso central do Zebrafish (Danio
rerio) adulto podendo causar comprometimento locomotor (KURTA; PALESTIS, 2010),
(GEBAUER et al., 2011) e (TAYLOR et al., 2017). O comportamento natural do Zebrafish no
teste de campo aberto ¢ caracterizado por atividade natatoria constante incluindo o cruzamento
das linhas, portanto manifestacdes de imobilidade sdo pouco observadas em condi¢des naturais
do zebrafish (CACHAT et al., 2011).

O tratamento do Zebrafish com bioativos ansioliticos, como benzodiazepinicos,
pode causar efeito sedativo e diminuir atividade locomotora (GUPTA et al., 2014), (BENNEH
etal., 2017), (CHEN et al., 2021) e (SILVA et al., 2023).
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Analisando as amostras testadas, somente uma concentracdo da ISQC ¢ de sua
nanoformulacdo, CLN ISQC, ndo causaram efeito sedativo no Zebrafish, pois os animais
tratados com ISQC ou CLN ISQC na concentragdo (0,00006 mg/mL; 20 uL; v.0.)
apresentaram efeito significativamente semelhante ao Naive (animais nao tratados), (ISQC: q
=0,6642, p>0,05; CLN_ISQC: q= 1,748, p>0,05) que apresentaram padrao de comportamento
significativamente semelhante ao Veiculo (Controle Negativo), (ISQC: q = 0,3496, p>0,05;
CLN _ISQC: q=1,433, p>0,05), todavia com efeito significativamente diferente do efeito dos
animais tratados com diazepam (DZP; 10 mg/mL; 20 uL; v.o.), (ISQC: q = 12,79, p<0,0001;
CLN_ISQC: q=11,71, p<0,0001) aos quais foram utilizados como controle sedativo (DZP: q
= 13,46, p000/1 vs. Naive ou: q = 13,14, p<0,0001 vs. Veiculo).

O carreador lipidico nanoestruturado (CLN_B), também ndo apresentou efeito
sedativo frente ao zebrafish, pois os animais tratados com CLN_B (0,00006; 0,006 ou 0,6
mg/mL; 20 pL; v.o.) apresentaram efeito significativamente semelhante ao efeito dos Naive
(animais ndo tratados), que foram significativamente semelhantes ao Veiculo (Controle
Negativo), bem como efeito significativamente diferente do efeito dos animais tratados com
diazepam (DZP; 10 mg/mL; 20 pL; v.0.).

No presente estudo, somente uma concentracdo da ISQC e sua nanoformulacao,
CLN _ISQC, nao resultou em diminui¢do atividade locomotora do ZFa, sugerindo-se, assim,
um possivel efeito ndo sedativo e/ou relaxante molecular das mesmas. Os resultados da
atividade locomotora sdo mostrados na Figura 23 (Fi1,60 = 19,94).

Figura 23- Efeito da ISQC ou CLN_B ou CLN_ISQC sob a atividade

locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo Aberto
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mg/mL; 20 pL; v.0.). Veiculo — DMSO 3% (20 pL; v.0.). Os valores representam a média + erro padrdo da média
(E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Naive ou Veiculo;
ap<0,01; bp<0,0001 vs. ISQC 0,00006 mg/mL; cp<0,0001 vs. CLN_ISQC 0,00006 mg/mL; # #p<0,01; # # #
#p<0,0001 vs. DZP).

2.5.7. Andlise antifungica
Com o intuito de verificar a sensibilidade das cepas Candida spp frente a ISQC,

bem como aos nanocarreadores, foram realizados testes de sensibilidade objetivando a
analise das respostas produzidas pelos nanocarreadores frente as cepas. Os resultados das
amostras OACC, ISQC, CLN_B e CLN_ISQC estao apresentados na Tabela 20 ¢ foram

expressos através da concentragdo inibitoria minima (CIMS50).

Tabela 20- Avaliagdo do efeito antifungico da isoquercitrina e dos nanocarreadores

sintetizados frente a isolados de Candida spp.

CIM 50
OACC ISQC CLN_B CLN_ISQC
C. parapsilosis >21,04 308,1 0,029% (0,615 0,029% (0,615
ATCC 22019 mg/ml pg/ml pg/ml de OACC) pg/mlde OACC e
0,18 pg/ml de ISQC)
C. krusei >21,04 102,8 0,019% (0,41 0,03% (0,615 pg/ml
ATCC 6258 mg/ml pg/ml pg/ml de OACC) de OACC e 0,18
pg/ml de ISQC)
C. auris 01256 >21,04 462,1 0,312% (6,57 0,625% (13,15 pg/ml
P CDC mg/ml pg/ml pg/ml de OACC) de OACC e 3,85
pg/ml de ISQC)
C. albicans 1  >21,04 462,1 0,234% (4,92 0,468% (9,86 pg/ml
mg/ml pg/ml pg/ml de OACC) de OACC e 2,88
pg/ml de ISQC)

Através dos resultados demonstrados na Tabela 20, pode-se inferir que
1soquercitrina isolada e as emulsdes CLN_ B e CLN _ISQC apresentaram atividade antifungica

dentro da faixa de concentragdo utilizada frente aos isolados testados. Além disso a
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isoquercitrina associada aos nanocarreadores, proporcionou melhores resultados de atividade
antifingica em compara¢do com os resultados obtidos pelo bioativo de maneira isolada,
sugerindo que possa haver uma agdo sinergistica entre sistema e bioativo. Quando compara-se
com os trabalhos publicados por (JANECZKO et al, 2022) e (ALIZADEH;
EBRAHIMZADEH, 2022), nota-se diferengas relevantes entre os resultados, pois a
atividade antifiungica dos derivados de quercetina aumenta conforme o aumento da
hidrofobicidade, justificando portanto o motivo pelo qual encontra-se diferencas entre os
resultados obtidos nesse trabalho.

O 6leo de améndoa do coco catolé ndo apresentou atividade antifingica na faixa de
concentragdo testada. O resultado obtido diverge do trabalho publicado por (DAYRIT, 2015),
que catalogou resultados de atividade antifungica do 4cido latrico, composto majoritario do
OACC frente a cepa Candida albicans. Essa divergéncia pode ser justificada pela menor

presenga de acido laurico no OACC quando comparado ao acido graxo isolado.
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2.6. Conclusoes

A sintese de carreadores lipidicos nanoestruturados a partir do 6leo de coco catolé
e da cera de abelha, dois produtos abundantes da nossa biodiversidade, mostrou-se viavel, pois
resultou na formagdao de nanocarreadores com tamanho de particula e potencial zeta que
conferem aos sistemas estabilidade coloidal. Esses resultados foram viabilizados devido a
otimizagdo da sintese. Nesse contexto, o método de Taguchi adotado nessa sintese foi
fundamental para gerar uma condi¢ao otimizada, a partir do estudo das variaveis de massa do
surfactante, da cera ¢ do OACC, analisando-se posteriormente como respostas, tamanho de
particula, IPD e potencial zeta.

Posteriormente a esse processo procedeu-se com as analises morfologcas que
confirmaram formato esférico das particulas bem como sua escala em tamanho nanométrico.
Através do cdlculo de %EE e CC% pode-se atestar que os nanocarreadores produzidos
incorporaram o bioativo isoquercitrina com eficiéncia de encapsulamento de 93.99% e
capacidade de carreamento de 1,66%, denota-se portanto a elevada capacidade destes sistemas
na incorporagao de bioativos com carater lipofilico. Os dados obtidos no presente trabalho
revelaram que a ISQC e sua nanoformulacdao (CLN_ISQC) testadas sdo consideradas seguras,
pois ndo foram toxicas frente a Zebrafish adulto até 96 h de andlise. Acerca da atividade
locomotora do Zebrafish, as CLNs produzidas apresentaram efeito ndo sedativo e/ou relaxante
muscular frente ao Zebrafish adulto. Por fim, os sistemassintetizados apresentaram resultados
de atividade antifingica, que tornam as esses nanocarreadores, materiais promissores para
tratamento de doencgas causadas por cepas Candida spp.

A partir dos resultados obtidos acerca da sintese das CLNs e da incorporagao da
ISQC obteve-se a possibilidade de depdsito da patente no Instituto nacional da propriedade

industrial.
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