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Introducio

O azeite de oliva extravirgem (AOEV) ¢ reconhecido por seus beneficios a satde,
atribuidos a presenca de compostos fenolicos, responsaveis por suas propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e antimicrobianas (Jimenez-Lopez et al., 2020). O perfil
nutricional, aliado a sua qualidade sensorial e ao baixo rendimento de produgdo, faz do AOEV
um oleo comestivel de grande valor comercial e, em contrapartida, o tornam um dos produtos
mais suscetiveis a adulteracdo, sendo a mistura com Oleo de soja, a pratica mais frequente
(Casadei etal., 2021). No contexto brasileiro, essa problematica adquire ainda maior relevancia,
uma vez que o Brasil figura entre os maiores importadores de azeite de oliva do mundo, ndo
possuindo produgdo interna suficiente para suprir a demanda nacional. Paralelamente, o pais ¢
também o maior produtor mundial de 6leo de soja, um insumo de baixo custo e ampla
disponibilidade, o que favorece economicamente a pratica de adulteracdo e dificulta a
rastreabilidade de fraudes no mercado interno (Barros et al., 2023).

Por conta da complexidade dessas amostras em termos de composi¢ao, a deteccdo de
adulteracdes ainda ¢ um desafio analitico, requerendo o uso de multiplas técnicas. Métodos
cromatograficos (a liquido e a gas), espectroscopicos (como espectroscopia Raman) e de
ressonancia magnética nuclear tém sido amplamente empregados (Hashempour-Baltork et al.,
2024; Lozano-Castellon et al., 2022), mas apresentam fragilidades relacionadas ao alto custo
de operacao e manutencao, elevados tempos de andlise e tratamento matematico complexo dos
resultados. Nesse contexto, a espectroscopia de fluorescéncia pode oferecer vantagens
significativas, por sua sensibilidade, seletividade e facilidade de execugdo. A
espectrofluorimetria 3D, em particular, permite gerar padroes de impressdo digital unicos,
conhecidos como assinaturas espectrais, Uteis para o controle de qualidade (Andrade-Eiroa;
Canle; Cerda, 2013). Essa técnica tem sido explorada com sucesso na caracterizacao de
alimentos, bebidas e farmacos, demonstrando grande potencial para diferenciar matrizes
complexas por meio da andlise de emissdo e excitagdo simultanea de multiplos fluoréforos
naturais. Para matrizes oleosas, no entanto, a aplicacdo dessa técnica € dificultada pelo risco de
contaminagao cruzada e pela interferéncia de cromoforos que reduzem a intensidade do sinal.

Devido as vantagens e, visando contornar as limita¢des, a utilizacdo de sistemas em
microemulsdo sem surfactante (SFME, do inglés surfactant-free microemulsion) € proposta
neste trabalho. As microemulsdes sdo dispersdes homogéneas, fluidas e termodinamicamente
estaveis formadas por fases imisciveis, apds adicao de surfactantes. Quando alcoois de cadeia
curta sdo utilizados para promover a interagdo das fases, esses sistemas sdo denominados
SFMEs (Hou; Xu, 2016). A formagdo dessas microemulsdes ocorre espontaneamente,
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resultando em sistemas transparentes e isotropicos (Figura 1), nos quais os componentes se
organizam em estruturas nanométricas capazes de solubilizar compostos de diferentes
polaridades. Considerando a aplicagdo proposta, as SFMEs podem oferecer vantagens
significativas como reducdo do risco de contamina¢do cruzada, diminuicdo do consumo de
amostra e aumento da sustentabilidade do método por conta da utilizagdo de dgua em sua
composi¢ao. Além disso, a simplicidade do preparo e a auséncia de surfactantes sintéticos
tornam as SFMEs alternativas promissoras devido a facilidade sem comprometer a
sustentabilidade que tem sido uma preocupacdo crescente na pesquisa cientifica.
Adicionalmente, as SFMEs podem reduzir o efeito do filtro interno, além de contribuir para o
aumento da intensidade de fluorescéncia por meio da redugdo da liberdade vibracional dos
fluoroforos, consequéncia da formagao de agregados pseudo-micelares (Macedo et al, 2023).
Dessa forma, a integracao da espectrofluorimetria 3D com sistemas SFME representa uma
estratégia inovadora e sustentdvel para a detec¢do de adulteracdes em azeite de oliva
extravirgem, contribuindo para o fortalecimento das praticas de autenticidade e rastreabilidade
no setor alimenticio.

Figura 1. Representagao ilustrativa da transi¢ao de um sistema bifasico para um SMFE
fluido, transparente e isotropico mediante adi¢do de alcoois de cadeia curta.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo desenvolver e aplicar um sistema em
microemulsio sem surfactante para analise espectrofluorimétrica de azeite de oliva extravirgem
e misturas adulteradas com 6leo de soja. Busca-se, com isso, estabelecer um método alternativo,
sustentavel e sensivel para deteccdo de fraudes, capaz de combinar simplicidade operacional,
baixo custo e potencial de automagao. A relevancia deste estudo reside na contribuicao para o
aprimoramento das praticas de controle de qualidade e autenticidade de azeites comercializados
no Brasil, fortalecendo a confianga do consumidor ¢ favorecendo o desenvolvimento de
métodos analiticos verdes aplicaveis a industria alimenticia.

Material e Métodos

Em estudos prévios conduzidos pelo mesmo grupo de pesquisa, combinagdes
hidroalcoolicas envolvendo amostras oleosas diluidas em n-octanol, 4gua e n-propanol como
solvente anfifilico demonstraram elevada efici€éncia para obtengdo de assinaturas espectrais
para Oleos essenciais (Bastos; Macedo; Aucelio, 2024; Macedo et al., 2023). No presente
trabalho, buscando definir a composi¢ao mais adequada para aplicagdo em amostras de AOEV,
foi realizada uma otimiza¢do univariada a partir das propor¢des previamente estabelecidas.
Nessa etapa, utilizou-se AOEV 100% puro como amostra e todos os experimentos foram
realizados em triplicata, de forma a garantir a reprodutibilidade dos resultados. A influéncia de
varidveis como a natureza do alcool a ser utilizado para estabilizagdo das fases (metanol, etanol
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e n-propanol), a propor¢do entre n-octanol e amostra na fase oleosa e a fracado volumétrica de
agua foi monitorada com base na intensidade de fluorescéncia emitida para cada condi¢do. Para
isso, utilizou-se um espectrofluorimetro (Perkin Elmer LS-55) e leitura em modo de varredura
variando inicialmente o comprimento de onda de excitagdo (Aex) de 200 a 500 nm com
intervalos de 50 nm. Em fung¢ao da clevada viscosidade das amostras, diferentes mecanismos
de coleta de volume (pipetagem direta e reversa) foram avaliados, visando garantir uma melhor
reprodutibilidade e a precisao na preparacao das SFME (Ewald, 2015).

A partir da defini¢ao da condi¢ao de compromisso, obtida apos o processo de otimizacao
univariada relatado acima, os sistemas foram analisados no mesmo equipamento, porém com
varredura tridimensional (espectrofluorimetria 3D) variando-se o comprimento de onda de
excitacdo (Aex) de 240 a 350 nm, em intervalos de 10 nm, e o de emissao (Aem) de 250 a 400 nm,
em intervalos de 0,5 nm sendo todas as matrizes de dados tratadas no Software R-Studio para
suavizagdo da regido de espalhamento. Cabe ressaltar que essa faixa de comprimento de onda
foi adotada para obtencdo das assinaturas espectrais com base nos resultados obtidos nas
analises exploratorias iniciais, buscando aliar detalhamento espectral a reducao do tempo de
analise. Neste segundo momento, foram analisadas ndo apenas amostras de AOEV, mas
também de 6leo de soja e amostras de 6leos compostos (formado por 95% de 6leo de soja e 5%
de azeite de oliva), todas adquiridas no comércio local, abrangendo diferentes marcas, lotes e
tipos de embalagem. Contaminag¢des em cinco niveis (0, 25, 50, 75 e 100% v/v) entre AOEV e
6leo de soja também foram simuladas, todas em quintuplicatas auténticas, visando verificar a
capacidade do método de detectar diferentes graus de adulteragdo. Por fim, a avaliagdo da
sustentabilidade foi realizada utilizando a métrica Analytical Eco-Scale (Gatuszka et al, 2015),
que considera penalidades associadas ao uso de reagentes, energia ¢ geracdo de residuos,
permitindo estimar o impacto ambiental global do método e sua conformidade com os
principios da Quimica Verde.

Resultados e Discussao

Ao iniciar a otimizagdo univariada, testando diferentes alcoois de cadeia curta,
observou-se que metanol e etanol ndo foram capazes de formar sistemas homogéneos
espontaneamente. Para o metanol, esse fato pode ser justificado pela insolubilidade da amostra
neste alcool, o que constitui uma das condi¢des primarias para a formacao de SFMEs (Hou;
Xu, 2016). Para o etanol, a homogeneizagao dos sistemas foi alcancada apenas ap6s 20 minutos
de sonicacdo (Unique NSC 2800), descaracterizando a formacdo espontianea. Esse
comportamento indica que a energia ultrassonica foi essencial para a dispersdo das fases,
evidenciando a necessidade de aporte energético externo para a formagdo do sistema,
caracteristica tipica de nanoemulsdes (sistemas cineticamente estaveis) € ndo de SFME
(sistemas termodinamicamente estaveis) (Kale; Deore, 2017). Por conta da necessidade dessa
etapa adicional e com o intuito de manter a sustentabilidade do método, esse alcool foi
desconsiderado para a aplicacdo proposta. Levando em consideracdo os apontamentos
apresentados, optou-se entdo por prosseguir os estudos utilizando n-propanol. Além da
capacidade de formagao de SFMEs estaveis, este alcool foi capaz de formar espontaneamente
dispersdes homogéneas em condigdes com maiores proporgdes de agua.
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Em prosseguimento, um sistema com propor¢des ja utilizadas pelo grupo em outras
aplicagdes (Bastos; Macedo; Aucelio, 2024) foi reproduzido a fim de compreender que novas
combinagdes poderiam ser propostas para a amostra em questio. Essa avalia¢do foi necessaria
porque a troca de matriz, acarreta alteragdes significativas nas condi¢des experimentais,
incluindo a regido de formacao dos sistemas homogéneos e o perfil de fluorescéncia observado,
uma vez que parametros como viscosidade, polaridade e composigdo sdo relevantes para definir
as regides de formagao de SFMEs. Deste modo, mesmo o grupo possuindo expertise em SFMEs
com composi¢des similares, uma otimizagao univariada se fez necessaria. A primeira avaliagdo
envolveu a escolha da propor¢do entre amostra e n-octanol a ser adotada. Diferentes condi¢des
foram avaliadas (1:1, 1:2, 1:3, 1:5, v/v), sendo selecionada a propor¢ao 1:3 (amostra:n-octanol,
v/v) por equilibrar estabilidade do sistema e intensidade do sinal. A adi¢ao de n-octanol na fase
oleosa, contribui para uma melhor estabilizacdo das SFMEs formadas e permite maiores
proporg¢des de fase oleosa mantendo a homogeneidade e estabilidade dos sistemas. No entanto,
optou-se por ndo ultrapassar a propor¢ao 1:3, pois dilui¢des maiores resultam em perda de
intensidade, o que poderia prejudicar as regides de detalhamento espectral o que € essencial
para o estudo. Em seguida e, partindo dessa consideragdo, a quantidade maxima de agua que o
sistema suporta foi avaliada. Para este estudo, quantidades de até¢ 1000 uL de agua ultrapura
formaram SFMEs, porém o volume de 750 pL foi adotado como condi¢do de compromisso,
visando evitar regides proximas a turvagdo. A partir dos resultados obtidos, foi possivel entdo
estabelecer uma nova condi¢ao de compromisso a ser levada para obtencao das assinaturas
espectrais (Figura 2).

25 uL
(fase oleosa)

A\ n-propanol

> 5,0mL

750 uL
(fase aquosa)

Figura 2. Condi¢ao de compromisso adotada no estudo. Como fase oleosa, uma mistura de
amostra com n-octanol (1:3, v/v) foi utilizada. Destaque para a foto real de um sistema com a
combinag¢do proposta.

Devido a viscosidade da amostra, houve problemas de reprodutibilidade de resultado e
por isso, foi adotado o processo de pipetagem reversa (Figura 3). Estudo comparativo, realizado
em quintuplicata, mostrou que a técnica escolhida ¢ mais adequada para coleta de amostras
oleosas, sendo capaz de melhorar os desvios entre as replicatas, pois minimiza perdas de volume
e formacao de bolhas.
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Pressionar o émbolo
da micropipeta até
a segunda trava

Aspirar o liquido
retornando ao
estagio inicial

Dispensar até
a primeira trava no
recipiente de destino

Figura 3. Mecanismo de pipetagem reversa testado no estudo.

Ap0s andlise por espectrofluorimetria 3D, as amostras de 6leo de soja e de AOEV
apresentaram diferentes perfis de impressdo digital atribuidos as distintas composigdes
quimicas de cada um. O o6leo de soja exibiu fluorescéncia intensa em 300/340 nm (Aex/Aem),
enquanto o AOEV apresentou sinal discreto em 290/320 nm (Aex/Aem) (Figura 4) e todos os
resultados foram reprodutiveis em todas as variedades de marcas e embalagens analisadas. As
amostras de 6leo composto apresentaram alteragdes caracteristicas nas assinaturas espectrais
obtidas, evidenciando o potencial da técnica como ferramenta de triagem em processos de
avalia¢do e controle de qualidade de AOEV (Figura 5). Esse comportamento refor¢a que o
método proposto pode permitir, com uma Unica analise, identificar de forma preliminar a
possibilidade de adulteragdo, uma vez que a assinatura espectral reflete diretamente as
diferengas na composi¢do quimica e nas propriedades Opticas das amostras. Assim, variagdes
sutis associadas a presenca de outros Oleos ou a diluigdo podem ser detectadas sem a
necessidade de etapas adicionais de preparo ou de instrumentos analiticos de alto custo,

tornando o procedimento uma alternativa promissora para aplicagdes de rastreabilidade e
autenticacao de azeites.
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Figura 4. Assinaturas espectrais obtidas por espectrofluorimetria 3D apods analise do (A)
branco analitico, (B) AOEV e (C) 6leo de soja em SFME.
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Figura 5. Assinatura espectral obtida por espectrofluorimetria 3D apods analise da amostra de
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6leo composto (95% o6leo de soja e 5% azeite de oliva em SFME.

Niveis diferentes de adulteracdo em laboratorio (25%, 50%, 75%, 100%) também
resultaram em alteragdes espectrais significativas com aumento progressivo da intensidade de
sinal, proporcional a concentragdo dos compostos fluorescentes (Figura 6). A curva analitica
obtida por meio dos resultados apresentou linearidade satisfatoria com equagdo y = (12,47 +
0,27)x + (134,77 + 16,38) e valor de R? = 0,9982. Além disso, os residuos apresentaram
distribuicao aleatdria, sem tendéncia aparente, e os baixos erros associados ao coeficiente
angular e ao intercepto reforcam a precisdo e reprodutibilidade da curva analitica. Os
coeficientes de variacdo obtidos por meio dos valores das quintuplicatas foram todos abaixo de
5%. A analise de variancia (ANOVA) da regressao linear indicou significancia estatistica para
o modelo proposto, com p < 0,05 e Fcalc expressivamente superior ao Ftab (o = 0,05),

confirmando a adequacao do ajuste linear.

Intensidade de sinal fluorescente (u.a.)

Figura 6. Valores de intensidade de sinal fluorescentes obtidos em 290/340 nm (Aex/Aem) para
amostras de AOEV adulteradas em laboratorio com 6leo de soja (0, 25, 50, 75 € 100% v/v).

A sustentabilidade do método proposto foi avaliada utilizando a métrica Analytical Eco-
Scale (Gatuszka et al., 2015), que considera penalidades relacionadas ao uso de reagentes,
energia e geracao de residuos. O procedimento apresentou 84 pontos como pontuagdo final,
refletindo boa conformidade com os principios da Quimica Verde. Segundo os autores da
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referéncia, valores acima de 75 sdo considerados satisfatorios, indicando que o método combina
eficiéncia analitica com baixo impacto ambiental. Os resultados detalhados estdo apresentados
na Tabela 1, evidenciando o reduzido consumo de reagentes e energia, sem comprometer a
qualidade das analises.

Tabela 1. Resultado obtido apds aplicagdo da métrica de sustentabilidade Analytical Eco-Scale
(Galuszka et al., 2015)

Reagentes Pontos por penalidade Total de penalidades

n-octanol Quantidade inferior a 10mL (1 ponto) IxIx1=1
1 pictograma (1 ponto)
Palavra de adverténcia: Atengao (1 ponto)

n-propanol Quantidade inferior a 10mL (1 ponto) I x3%x2=6
3 pictogramas (3 pontos)

Palavra de adverténcia: Perigo (2 pontos)

Instrumentos Pontos por penalidade Total de penalidades
Consumo de energia ~ <0.1 kWh por amostra (0 pontos) 0
Risco ocupacional Com emissdo de vapores (3 pontos) 3
Rejeito Entre 1-10 mL (3 pontos) 3
Sem tratamento (3 pontos) 3
Y16

Pontuacao: 100-16 = 84

Conclusoes

A metodologia proposta mostrou-se eficiente na obtengdo de impressOes digitais
espectrais, possibilitando a identificacdo simples e rapida da adulteracdo de AOEV com o6leo
de soja. O uso de SFMEs reduziu significativamente o volume de amostra necessario e
minimizou o risco de contaminacdo cruzada, refor¢ando a viabilidade e reprodutibilidade da
técnica. Além da deteccdo qualitativa, os resultados obtidos indicam a possibilidade de
quantificagdo do grau de adulteracdo por meio da relacdo linear entre a intensidade de
fluorescéncia e a concentragdo da amostra, demonstrando o potencial de aplicagdo do
procedimento em monitoramentos de rotina e em estratégias de rastreabilidade e controle de
qualidade de azeites. Por fim, a pontuacao obtida pela métrica Analytical Eco-Scale confirma
o carater sustentavel do método, evidenciando sua conformidade com os principios da Quimica
Verde.
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