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RESUMO

Obtencdo e caracterizacao de nano-emulsdes contendo o 6leo essencial de

Matricaria chamomilla L.

Introducéo: Matricaria chamomilla L. é uma espécie vegetal utilizada para o tratamento de
diversas afec¢Bes e como planta alimenticia. Seu 6leo essencial possui uma coloracéo
azulada caracteristica devido a presenca do sesquiterpeno camazuleno. No entanto,
devido a baixa solubilidade em agua seu uso em sistemas alimenticios, como matrizes
aquosas, € um desafio. Objetivo: Diante disso o objetivo deste trabalho foi obter nano-
emulsdes do tipo O/A contendo o 6leo essencial de camomila. Material e métodos: O OEC
foi obtido por hidrodestilacdo usando aparato do tipo Clevenger e analisado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foram preparadas nano-
emulsdes livres de tensoativo, com tensoativos derivados do polissorbato (polissorbato 20,
80 ,81 ou 85) e com pares de tensoativos (polissorbato 20/monooleato de sorbitano ou
trioleato de sorbitano e polissorbato 80/monooleato de sorbitano ou trioleato de sorbitano).
Todas as formulagdes obtidas foram caracterizadas quanto ao tamanho de goticula e indice
de polidispersdo. Apos a escolha da nano-emulsdo otimizada, andlises adicionais de
estabilidade foram realizadas. A atividade antimicrobiana desta nano-emulséo frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi avaliada através do teste de
microdiluicdo e também foi verificada a influéncia do armazenamento na relacdo de
metabodlicos secundarios. Resultados e discussdo: A composicéo fitoquimica do 6leo
essencial apresentou diversos sesquiterpenos, sendo encontrados os Oxidos de a-
bisabolol A e B, a-bisabolol, camazuleno e farneseno. As nano-emulsdes livres de
tensoativos apresentaram inicialmente um diametro médio de 185,3 a 238,8 nm (dia 0) e,
apoés 1 dia, de 227,7 a 268,8 nm. Em relacdo as nano-emulsfes preparadas com pares de
tensoativos, foram obtidos alguns sistemas com boa distribuicdo de goticula e baixa
variacdo, especialmente em pares que utlizaram polissorbato 20. No entanto,
considerando todos os parametros avaliados, o sistema que apresentou os melhores
resultados foi a nano-emulsédo obtida com polissorbato 20 (relacdo tensoativo:6leo = 1),
além da vantagem de utilizar apenas um tensoativo ndo iénico. Portanto, foi escolhida como
a nano-emulsdo otimizada, apresentando satisfatéria estabilidade térmica. Foi observado
que a nano-emulsificacdo induziu maior protecdo aos Oxidos de bisabolol, quando
comparados ao camazuleno. Em relacdo ao teste antibacteriano, se verificou que a nano-
emulsdo otimizada apresentou uma melhor performance, quando comparada ao 0leo
essencial bruto. Conclusao: Dessa forma, o presente trabalho demostrou a possibilidade
de obtencdo de nano-emulsdes a base do 6leo essencial de camomila por diferentes
métodos e composi¢des, sugerindo possiveis mecanismos envolvidos e diversas
vantagens e potencialidades desses novos sistemas coloidais a base de uma importante
matéria-prima vegetal.

Palavras-Chave: Espalhamento dinamico da luz; éleo volatil; oxido de bisabolol.

Agradecimentos: UNIFAP, CAPES, UFOPA.
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ABSTRACT

Obtention e characterization of nano-emulsions containing the essential oil of

Matricaria chamomilla L.

Introduction: Matricaria chamomilla L. is a species used for the treatment of several
diseases and as a food plant. The essential oil of this species possesses a characteristic
blue color due the presence of sesquiterpene chamazulene. Notwithstanding, due to low
solubility in water its use in food systems, such as aqueous matrix, is a challenge.
Objectives: Then, this work intends to obtain O/A nano-emulsions containing the EOC.
Methodology: EOC was obtained by hidrodistillation using a Clevenger apparatus and
analyzed by GC-MS. Free-surfactants nano-emulsions, polysorbates (P20, 80, 81 and 85)
based nanoemulsions and sets of non-ionic surfactant pairs. They were characterized by
DLS to measure the particle size and the polydispersity index. An optimized nano-emulsion
was chosen and submitted to additional stability analyses. The antibacterial activity against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli was performed through the microdilution
method and the influence of storage in the SMR was check. Results and discussion:
Phytochemical composition of EOC presented several sesquiterpenes, being a-bisabolol
oxides A and B, a-bisabolol, chamazulene and farnesene the major constituents. The free
surfactant nano-emulsions initially had an average diameter of 185.3 to 238.8 nm (day 0)
and, after 1 day, of 227.7 to 268.8 nm. In relation to the nano-emulsions prepared with pairs
of surfactants, some systems with good droplet distribution and low variation were obtained,
especially in pairs that used polysorbate 20. However, considering all the evaluated
parameters, the system that presented the best results was the nano-emulsion obtained
with polysorbate 20 (surfactant-oil ratio = 1), in addition to the advantage of using only a
non-ionic surfactant. Therefore, it was chosen as the optimized nanoemulsion, presenting
satisfactory thermal stability. It was observed that the nano-emulsification induced greater
protection to the bisabolol oxides when compared to the chamazulene. In relation to the
antibacterial test, it was verified that the optimized nano-emulsion presented a better
bioactivity when compared to the raw essential oil. Conclusion: The present work
demonstrated the possibility of obtaining nano-emulsions based on the essential oil of
chamomile by different methods and compositions, suggesting possible mechanisms
involved and several advantages and potentialities of these new colloidal systems based on
an important raw material.

Keywords: Dynamic light scattering; volatile oil; bisabolol oxide.

Acknowledgements: UNIFAP, CAPES, UFOPA.
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1 INTRODUGAO

1.1 Matricaria chamomilla L.

A espécie vegetal Matricaria chamomilla é descrita desde tempos antigos como uma
planta medicinal. Ela tem sido utilizada popularmente para o tratamento de diversas
afeccdes, como febre do feno, inflamacédo, espasmos musculares, distarbios menstruais,
insbnia, Ulceras, feridas, disturbios gastrointestinais, dores reumaticas e hemorroidas
(SRIVASTAVA; SHANKAR; GUPTA, 2010; LUMPERT; KREFT, 2017). Popularmente
conhecida como camomila (do portugués) ou camomille (do inglés), esse nome € derivado
de duas palavras gregas: Khamai, que significa no chao, e melon, que significa maca (DAS,
2015). Pertence ao género Matricaria e a familia Compositae (antes Asteraceae Bercht. &
J. Presl) (THE PLANT LIST, 2013).

E uma planta herbacea anual, nativa da Europa e Asia Ocidental (MCKAY;
BLUMBERG, 2006), que possui raizes finas em forma de fuso, haste ramificada e ereta,
crescendo até uma altura de 10-80 cm. As folhas sdo longas e estreitas, bi- ou tripinadas.
Os capitulos florais sdo inseridos separadamente e tém um didmetro de 10 a 30 mm e séo
pedunculados e heterogamicos. Os flosculos séo tubulares, amarelos dourados com 5
dentes e 1,5 - 2,5 mm de comprimento, terminando sempre em um tubo glanduloso. O
receptaculo possui de 6-8 mm de largura, plano e cénico no inicio, em forma de cone mais

tarde, oco e sem palea (Figura 1) (SINGH et al., 2011).

Figura 1 - Exsicata da espécie Matricaria chamomilla L.

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 05 Jul 2017 http://www.tropicos.org/Image/100361693
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E uma espécie que cresce naturalmente no norte e centro da Europa, especialmente
nos paises do leste europeu e mediterraneo, norte da Africa e Estados Unidos. Por ser uma
espécie de grande consumo, o cultivo da espécie € extensamente praticado em diversos
paises a fins de suprir a demanda (TSIVELIKA et al., 2018)

Diversos compéndios oficiais possuem monografias da camomila como a farmacopeia
europeia, comission E, organizacdo mundial da saude (WHO), farmacopeia britanica,
farmacopeia norte-americana, entre outras (FRANKE; SCHILCHER, 2015). A quinta edi¢céo
da farmacopeia brasileira, no seu segundo suplemento, possui 3 monografias para a
espécie. A da droga vegetal, de acordo com o texto, € composta por capitulos florais
estabilizados da planta, contendo no minimo 0,4% de 6leo volatil e no minimo 0,25% de
apigenina-7-O-glucosideo. J4 a da tintura, também obtida a partir dos capitulos florais
secos, deve conter no minimo 0,025% de apigenina-7-O-glucosideo, e a do Gleo volatil
obtido por hidrodestilacdo a partir das inflorescéncias frescas ou secas, deve conter no
minimo 0,4 % de 6leo volatil (BRASIL, 2017).

1.1.1 Constituintes quimicos

Por ser uma espécie vegetal utilizada ha milhares de anos e que possui a utilizacéo
popular bem documentada, a camomila tem sua composi¢cdo quimica extensamente
estudada. Os flavonoides sdo um grupo de destaque na espécie (RAAL et al., 2012;
ALIBABAEI et al., 2014; GARBOSSA et al., 2016). Acidos fendlicos e flavonoides, como
acido caféico e quercetina, respectivamente, além dos glicosideos de miricetina, luteonina
e apigenina foram encontrados no decocto de amostras comerciais de M. chamomilla
(CALEJA et al., 2015).

As cumarinas também sdo um grupo de destaque na espécie. Petrulova-Poracka et
al. (2013) descreveram a presenca de cumarinas glicosiladas e agliconas como: esquimina,
dafinina, dafinetina, acidos (Z) e (E)-b-D-glicopiranosiloxi-4-metoxicinamico, umbeliferona e
herniarina nos extratos hidrometandlicos de folhas e de capitulos florais.

Em infusdes obtidas de suas flores, foram identificados diversos compostos fendlicos,
sendo os majoritarios o acido criptoclorogénico, acido neoclorogénico, acido clorogénico,
acido ferulico, glicosideos de quercetina, luteonina e apigenina, e galactosideos de
quercetina (RAAL et al., 2012). No decocto das flores foram encontrados acidos fendélicos
como o acido gélico, protocatequeico, acido caféico e acidos derivados do acido quinico,

além dos flavonoides rutina, narigina, quercetina, canferol, epigenina e cirsiliol (JABRI et
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al., 2017). Mao et al. (2016) identificaram a presenca da apigenina-7-glicosideo e 7-
metoxicumarina no extrato seco padronizado dos capitulos florais.

No Oleo essencial das partes aéreas podem ser encontrados alguns monoterpenos
como o canfeno, sabineno, limoneno, 1,8-cineol, canfora e a-pineno (KAZEMI, 2015). No
entanto, destacam-se 0s sesquiterpenos, que sao a principal classe de terpenos que
compOde esse Oleo, como o oxido de bisabolol A, oxido de bisabolol B, a-bisabolol, (E)-B-
farneseno e (-)-germacreno, (IRMISCH et al., 2012; RAAL et al., 2012; ABDELHAMEED et
al, 2017), além do camazuleno (RAHMATI et al., 2011; GAWDE et al., 2014; TOMIC et al.,
2014).

O Oleo essencial dos capitulos florais possui uma coloracdo azulada, com odor
aromatico caracteristico (RAHMATI et al., 2011; TOMIC et al., 2014; WESOLOWSKA,;
GRZESZCZUK; KULPA, 2015). Essa aparéncia deve-se principalmente ao camazuleno,
gue é uma substancia produzida a partir da decomposicdo da matricina. Extremamente
instavel, a matricina se degrada com o aquecimento no processo de extracdo do Oleo
essencial, eliminando agua e acido acético e dando origem ao precursor imediato do
camazuleno, o acido carboxilico camazuleno, que com uma descarboxilacdo origina o
camazuleno (Figura 2) (DEWICK, 2002; DAS, 2015).

Figura 2 - Mecanismo de formacao do camazuleno a partir da matricina.

A
-HOAc,
-2H,0 CO,
R
HO,C
Matricina  © Acido carboxilico camazuleno camazuleno

Fonte: (DEWICK, 2002).

De acordo com Das (2014), além do camazuleno, 0s terpenos caracteristicos mais
importantes da espécie sdo o farneseno, bisabolol e os 6xidos de Bisabolol A e B. Os
sesquiterpenos tem uma origem biosintética comum, através das vias do mevalonato e do
deoxixilulose fosfato, se formando a partir da adicdo de uma molécula de C5-IPP a uma
molécula de pirofosfato de geranila (GPP). A molécula de GPP seré ionizada, com posterior

formacdo de uma dupla ligagdo no carbono 2 dando origem a molécula pirofosfato de
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farnesila (FPP). A partir do FPP, o (E)-beta-farneseno sera formado pela eliminacdo de um
difosfato (PP) do FPP (Figura 3) (DEWICK, 2002).

Figura 3 - Rota biosintética do (E)-beta-Farneseno.

GERAGAO DO CATION TERCIARIO PERDA ESTEREOESPECIFICA DO PROTON
POR ADICAO ELETROFILICA

Wﬂ )\/\/U\ /
\ \ d — \ (? OPP —» \ \ L ; opP
Hi  Hs Hﬂ,’ b

GPP
j Wow
PPi

FARNESIL PP (FPP)

(E)-beta-Farnesene

Fonte: Adaptado de (DEWICK, 2002).

A partir da configuragdo estereoquimica Z do FPP, via ioniza¢éo, temos a formacéo
do cation E,Z-farnesila, que a partir de uma ciclizacao dara origem ao cation bisabolila. Este
altimo através de diversas reagcfes quimicas dara origem aos sesquiterpenos (-)-p-
bisaboleno, y-bisaboleno, (-)-a-bisaboleno, (-)-a-bisabolol e os Oxidos de a-bisabolol A e B
(Figura 4).

Figura 4 - Rota biosintética do Bisabolol e os 6xidos de Bisabolol A e B

Bisabolil cation

E, Z - farnesil cation

y-bisaboleno

b/' Oxido de a-bisabolol B

OH

Oxido de a-bisabolol A

(-)-a-bisaboleno (-)-a-bisabolol

Fonte: Adaptado de (DEWICK, 2002)
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1.1.2 Atividades Bioldgicas

1.1.2.1 Extratos

Em um modelo de isquemia em ratos Sprague-Dawley, o extrato metandlico dos
capitulos florais apresentou um potencial neuroprotetor, evidenciado pela diminuicdo do
estresse oxidativo nos animais tratados. Esse efeito foi demonstrado pela diminuicdo da
lipoperoxidacao lipidica e aumento dos niveis das enzimas superoxidodismutase, catalase,
da glutationa e dos tidis totais (CHANDRASHEKHAR et al., 2010). Este mesmo extrato
também demonstrou atividade antialérgica em camundongos Balb/c, comprovada através
da diminuicdo da anafilaxia induzida pelo composto 48/80, que € capaz de causar
degranulacdo de mastdcitos, assim como a reducdo na liberacdo de mediadores alérgicos
e inibicdo de prurido nos animais sensibilizados com o composto e tratados com o extrato
na dose de 300 mg/kg (CHANDRASHEKHAR et al., 2011), demonstrando o potencial desta
espécie para o tratamento de doencas alérgicas.

Asgharzade; Rabiei e Rafieian-kopaei (2015) ao avaliarem o efeito do extrato
hidrometandlicos das folhas de camomila sobre ratos com comprometimento motor
induzido por escopolamina, verificaram que os animais tratados apresentaram um aumento
significativo da resisténcia motora quando comparados aos animais que nao receberam o
tratamento. Em outro estudo, o extrato hidroetandlico foi utilizado para avaliar se este
melhorava a memoria e diminuia o dano oxidativo em ratos com amnesia induzida por
escopolamina. Observou-se gue 0s animais tratados com o extrato nas doses de 200 e 500
mg/kg, durante 15 dias via oral, apresentaram sinais de reparo de memoéria. Além disso, foi
observada a diminuig&o nos niveis do indicador de estresse oxidativo malodialdeido (MDA),
sugerindo que o extrato possui um efeito neuroprotetor (ALIBABAEI et al., 2014).

Jabri et al. (2017) demonstraram que o decocto das flores de chamomila, em uma
dose de 100 mg/kg, inibiu a absorcéo intestinal de glicose, além de proteger da obesidade
0s animais submetidos a uma dieta rica em gordura, diminuindo o ganho de gordura renal,
hepatica e abdominal, quando comparados a animais que tiveram acesso a uma dieta
normal. Neste mesmo estudo, foi observado que os animais tratados com o decocto
apresentaram uma diminuicdo no estresse oxidativo causado pela dieta, indicado pela
diminuigcdo significativa dos niveis de MDA nos tecidos dos rins e figado. Também foi
observado um retorno a niveis comparados ao grupo controle das enzimas antioxidantes

superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.
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Em relacdo aos extratos, se pode observar que quanto maior a quantidade de
substancias fendlicas, maior a atividade antioxidante (FORMISANO et al., 2015). Através
do método de DPPH, Roby et al. (2013) avaliaram o potencial redutor dos extratos
metanolico, etandlico, hexanico e etérico (éter). Verificou-se que 0s extratos apresentaram
ECso variando de 0.00022 a 0.0041, sendo os extratos metanolico e etandlico os que
apresentaram as melhores atividades. Ao se avaliar o poder anti-radicalar, o extrato
metandlico foi o que apresentou o melhor resultado, o que pode estar associado com a sua
composicao quimica, uma vez que possui maior compostos fendlicos que o0s outros extratos
analisados.

Diversos estudos clinicos ja foram realizados com a camomila. Sharifi et al. (2014)
realizaram um ensaio clinico randomizado duplo-cego avaliando o efeito do extrato de
camomila na intensidade dos sintomas da sindrome pré-menstrual (SSPM). No estudo, um
grupo de mulheres receberam capsulas contendo 100 mg de extrato de camomila e um
grupo recebeu capsulas contendo 250 mg de acido menfenamico, sendo a posologia de 3
capsulas por dia, durante 5 dias, para os dois grupos. Ao final do tratamento, se observou
gue as participantes que utilizaram as capsulas contendo o extrato de camomila
apresentaram maior reducao da intensidade geral de sintomas, assim como a reducgéo dos
sintomas psicolégicos da SSPM, quando comparadas as que utilizaram as capsulas
contendo acido menfenamico, que € a droga padrao utilizada para o tratamento de SSPM.
Quanto ao alivio dos sintomas fisicos, ndo houve diferenca significativa na reducao destes,
guando comparado o grupo que utilizou a camomila com o que utilizou o &cido
menfenamico.

Outro estudo clinico avaliou a seguranca e eficacia de um 6leo tradicional utilizado
para o tratamento de osteoartrite de joelho e obtido através da mistura do extrato aquoso
das flores da camomila com o 6leo de sésamo, através de ensaio clinico randomizado. Nao
foram observados efeitos adversos locais ou sistémicos. Além disso, o uso topico do 6leo
diminuiu a necessidade de analgésicos pelos pacientes participantes do estudo (SHOARA
et al., 2015).

A avaliacdo do uso de capsulas contendo 500 mg de extrato seco das flores de
camomila, padronizado em 6 mg de apigenina-7-glicosideo, para o tratamento de desordem
de ansiedade generalizada (DAG), foi efetuada em um estudo clinico randomizado. Os
pacientes utilizaram capsulas de 500 mg do extrato seco das flores de camomila, trés vezes
ao dia. Foi verificado que o uso das céapsulas foi considerado seguro e que houve uma

melhora dos sintomas relacionados a DAG, além da melhora do bem-estar psicoldgico dos
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pacientes, melhora nos niveis pressoricos e perfis de peso dos pacientes que utilizaram as

capsulas contendo camomila (MAO et al., 2016).

1.1.2.2 Oleo essencial

O 6leo essencial de camomila possui um amplo espectro de atividades descritas na
literatura através de ensaios in vivo quanto in vitro. Can e colaboradores (2012) relataram
o efeito psicoestimulante em camundongos, apo0s tratamento com o Oleo essencial das
partes aéreas administrado por via oral. Na dose de 100 mg/kg de 6leo, verificou-se que o
efeito estimulante foi semelhante a cafeina em uma dose de 25 mg/ml.

O oleo essencial extraido dos capitulos florais de camomila foi avaliado quanto ao seu
poder analgésico e antiedematogénico através do modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. Em uma dose de 100 mg/kg se pdde observar que o 6leo
essencial da camomila apresentou um efeito de analgesia de 45.9%, valor semelhante a
droga padrao ibuprofeno (64.1%) na mesma dose. Verificou-se também que o éleo exibiu
uma atividade dose-dependente frente ao edema de pata, tanto em um esquema profilatico
quanto terapéutico (TOMIC et al., 2014).

A atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos também ja foi descrita para a
espécie M. chamomilla. Kazemi (2015) demonstrou a atividade antibacteriana do 0leo
essencial obtido das partes aéreas contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
através do método de difusdo em disco e microdiluicdo. Através do teste de disco-difuséo,
se observou que na concentracdo de 1,0 ug/ml o microrganismo mais sensivel ao 6leo foi
a bactéria gram-positiva Bacillus cereus. Foi observada uma zona de inibicdo de 36 mm,
bem superior a zona de inibicdo do controle positivo, a estreptomicina, que apresentou zona
de inibicdo de 22 mm. No teste de microdiluicdo, as bactérias gram positivas apresentaram
0s menores valores de concentracéo inibitéria minima (CIM), sendo que o melhor resultado
foi 0 observado para Staphylococcus aureus, que obteve um valor de CMI de 0,011 pg/ml,
bem inferior a CMI do controle positivo, estreptomicina, que apresentou um valor de 1 ug/ml.
Os compostos majoritarios deste 0leo essencial também foram testados contra as mesmas
bactérias. O composto que apresentou a maior zona de inibicdo no teste de disco difusao
e menor concentracdo minima inibitéria foi o oxido de bisabolol na concentracéo de 1 pug/mi,
sendo superior a zona de inibicdo da estreptomicina para todas as bactérias testadas.

O oleo essencial obtido das flores de camomila foi testado contra bactérias através do
teste de difusdo em disco. Apos 24h da adicao de 20 ul do Oleo essencial, foi verificada
zona de inibicdo de 31 mm frente a bactéria Eschericia coli, sendo semelhante a zona de
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inibicdo do controle positivo ciprofloxacino na concentragdo de 5 pg/disco. Para a bactéria
S. aureus, esta zona de inibicao foi superior (40 mm) ao do controle positivo ciprofloxacino
(STANOJEVIC et al., 2016).

O Odleo essencial extraido das flores de M. recutita também mostrou atividade
antifingica frente a fungos dermatofitos, como Microsporum gypseum, M. canis,
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum e T. tonsurans, além de agdo contra fungos
saprofiticos oportunistas, como o Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger. Observou-se
gue o O6leo inibiu o crescimento de forma dose-dependente em todos os fungos testados,
sendo que na maior concentragao testada, 80 pg/ml, houve inibicdo do crescimento de
100% dos fungos (JAMALIAN et al., 2012).

A atividade antioxidante do Oleo essencial desta espécie também é reportada.
Utilizando os métodos de DPPH e ABTS o poder redutor foi avaliado e o método do
fosfomolibdénio para avaliar a capacidade antioxidante do camazuleno, um dos
componentes majoritarios do 6leo essencial de camomila. O poder redutor do camazuleno
(ICso de 7,6 + 0,4 mg/mL™ foi superior ao do a-tocoferol (ICso de 238,9 + 3,6 ug mL?) e
semelhante ao BHT (ICso = 6,5 + 0,2 ug mL?) e ao acido ascorbico (ICso = 3.5 + 0.2 ug mL-
1), demonstrando alta capacidade antioxidante desta substancia. A capacidade antioxidante
total desta substancia feita através do teste do fosfomolibdénio mostrou uma ICso de 6,4 +
0,1 ug mL*, bem superior ao acido ascoérbico (ICso = 12,8 + 0,1 ug mL?), BHT (ICs0 = 30,8
+ 0,3 pg mL?Y) e a-tocoferol (ICso de 20,5 + 30,2 ug mL?). Através do método ABTS foi
demonstrada uma excelente atividade anti-radicalar do camazuleno (ICso = 3,7 £ 0,7 ug mL-
1) guando comparada ao a-tocoferol (ICso = 11,5 + 1,1 ug mL?) e valores entre BHT (ICso =
6,2 + 0,5 ung mL?) e acido ascérbico (ICso = 1,6 + 0,6 ug mL?). Frente ao teste do DPPH,
nao houve atividade atribuivel ao camazuleno, provavelmente devido a interferéncia desta
substancia com o reagente DPPH (CAPUZZO; OCCHIPINTI; MAFFEI, 2014). Em
contrapartida, Farhoudi, (2013) observou que 0leo essencial de camomila demonstrou um
aumento dose-dependente no efeito anti-radicalar, apresentando 78 % de inibicdo em uma
concentragdo de 350 ug mL1. Esse valor foi considerado semelhante ao do BHT (89 %) na
mesma concentracdo. Através do poder redutor do ferro, foi observado que a camomila
apresentou um valor de ECso (26,7 ng mL™?) ligeiramente inferior ao BHT (ECso = 19,5 pug
mL1).

A correlacdo da capacidade anti-radicalar e redutora de 13 Oleos essenciais e
extratos metandlicos das flores da camomila foi avaliada, respectivamente, através dos

testes DPPH e FRAP, sendo os resultados destes dois testes expressos como equivalentes
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a Trolox (ET) (umol/100 g planta seca). Verificou-se que os 13 extratos metandlicos no teste
DPPH demonstraram uma atividade mais pronunciada, quando comparados aos 13 Oleos
testados. O melhor valor obtido para extrato foi de 881,4 + 1 umol ET/100 mg, enquanto o
melhor valor obtido para 6leo foi de 273,5 + 4 umol ET/100 mg. Na avaliacdo da capacidade
anti-radicalar através do teste FRAP, se observou que alguns 6leos ndo apresentaram
atividade e que alguns tiveram valores semelhantes aos extratos. O melhor valor obtido
para 6leo foi de 657,1 + 5 umol ET/100 mg e o melhor valor obtido para extrato foi de 1200,3
+ 10 umol ET/100 mg. Se pode observar que entre 0s Oleos essenciais os melhores
resultados no teste FRAP foi nos 6leos ricos em substancias oxigenadas, particularmente

bisabolois e camazuleno.

1.1.3 Potencial em alimentos

Apesar de ser conhecida majoritariamente pelo seu uso medicinal, a camomila possui
grande importancia no setor alimenticio, tendo seu uso como cha altamente difundido
(PARDO-DE-SANTAYANA; MORALES, 2010; DAS, 2014; PIERONI et al., 2017). O
consumo mundial é de aproximadamente 1 milhdo de copos por dia (SRIVASTAVA,
SHANKAR; GUPTA, 2010), sendo usada principalmente devido ao seu potencial
antioxidante relacionado as substancias fendlicas presentes na espécie (RAAL et al.,
2012a; GUIMARAES et al., 2013; KOGIANNOU et al., 2013; FOTAKIS et al., 2016) Na
Europa € utilizada como erva aroméatica para cozinhar e realcar o sabor de alimentos
(RAVINDRAN; DIVAKARAN; PILLAI, 2012).

Além do uso tradicional como infuso, diversos trabalhos tém demonstrado a
potencialidade desta espécie no campo alimenticio. O enriquecimento de queijo cottage
com extrato obtido por decoccdo demonstrou potencial, pois melhorou propriedades
antioxidantes do alimento sem modificar as propriedades nutricionais. Além disso, melhorou
a conservacao do queijo enriquecido com o extrato, quando comparado com o controle sem
adicao do extrato (CALEJA et al., 2015).

A incorporacdo do oleo essencial desta espécie em filmes de caseina demonstrou
um potencial antibacteriano frente as bactérias Listeria monocytogenes, S. aureus e E. colli,
sugerindo a aplicacéo deste em embalagens alimentares para a prevencao de crescimento
de bactérias deterioradoras de alimentos (ALIHEIDARI et al., 2013). A adicdo do 6leo
essencial da espécie em iogurte demonstrou trazer beneficios sensoriais, com a melhora

de diversas caracteristicas deste alimento como: cor, aparéncia, sabor, textura, sinérese,
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odor, acidez e aceitabilidade geral, além de diminuirem o crescimento de microrganismos
deterioradores de iogurte (YANGILAR; YILDIZ, 2018).

1.2 NANO-EMULSOES

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que abrange uma gama de processos,
materiais e aplicagbes em diversas areas do conhecimento. Ela visa o melhoramento de
algumas propriedades intrinsecas através da manipulagdo em escala nanométrica da
matéria (HANDFORD et al., 2014). Diversos sistemas nanomeétricos tem sido citados na
literatura, como nanodispersdes (BITENCOURT et al., 2018; GARCIA; FERNANDES; DA
CONCEICAO, 2019), lipossomas (UMAGILIYAGE et al., 2017), nanoparticulas poliméricas
(ZANETTI et al., 2018), nanoparticulas lipidicas sélidas (SHTAY et al.,, 2019) e nano-
emulsdes (ARTIGA-ARTIGAS; LANJARI-PEREZ; MARTIN-BELLOSO, 2018; KWAN;
DAVIDOV-PARDO, 2018; NIRMAL et al., 2018; SEDAGHAT DOOST et al., 2018; SHU et
al., 2018).

Estas dltimas tém ganhado destaque devido as suas propriedades fisicas induzidas
pelo pequeno tamanho de goticula e grande area interfacial (SOLANS; SOLE, 2012), como
alta estabilidade cinética e transparéncia O6ptica quando comparadas as emulsGes
(SOLANS et al., 2005). As nano-emulsfes do tipo 6leo em agua apresentam como uma
vantagem a possibilidade de incorporacdo de ativos lipofilicos, como 6leos essenciais,
vitaminas lipofilicas, entre outros, em matrizes aquosas.

Neste trabalho se usara o termo nano-emulsdo ao invés de nanoemulsdo para
enfatizar a natureza deste tipo de sistema, ou seja, uma emulsdo com goticulas em escala
nanomeétrica e também para diferencia-la de microemulsdes, que apesar de possuirem esse
termo n&o sdo emulsdes (SOLANS; SOLE, 2012)

A adicao desses ativos em matrizes liquidas que utilizam o meio aguoso como veiculo,
melhoram a estabilidade tanto fisica quanto quimica (SAGALOWICZ; LESER, 2010). Desse
modo, a nano-emulsificagcdo destas possibilita contornar estes desafios, permitindo uma
maior protecdo dos mesmos (MOLET-RODRIGUEZ; SALVIA-TRUJILLO; MARTIN-
BELLOSO, 2018). Esta é uma vantagem adicional a estabilidade cinética pronunciada das
nano-emulsdes, notadamente maior quando comparada as emulsdes tradicionais.

As nano-emulsdes sdao um tipo de emulsdes, classicamente conceituadas como a
dispersédo de um liquido imiscivel em outro na forma de goticulas em escala hanométrica
(MCCLEMENTS, 1999), estabilizadas com auxilio de um ou mais agentes emulsionantes,
normalmente tensoativos (GHOSH; SUGUMAR; CHANDRASEKARAN, 2016). As
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emulsbes tradicionais, ou macro emulsdes, séo sistemas termodinamicamente e
cineticamente instaveis e que, por possuirem tamanho de goticula em escala
micrométrica/macrométrica, se apresentam como sistemas opticamente opacos. Ja as
microemulsfes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, que possuem particulas com
tamanho diminuto e possuem boa estabilidade quando comparadas as emulsfes
convencionais. Visualmente se apresentam como sistemas transparentes, no entanto, para
sua fabricacdo € necessaria a utilizacdo de uma grande quantidade de tensoativo,
acarretando maiores custos de producdo e alteragcdo de sabor (PIORKOWSKI;
MCCLEMENTS, 2013). Além disso, grandes quantidades de tensoativos podem causar
hemodlise e lise celular, inviabilizando o uso deste tipo de emulsdo em algumas aplicacdes
(MANAARGADOO-CATIN et al., 2016). J& as nano-emulsdes, assim como as emulsdes
tradicionais, sdo caracterizadas por serem sistemas termodinamicamente instaveis. Porém,
sdo sistemas cineticamente estaveis, por possuirem maior estabilidade a separacao
gravitacional e agregacdo de suas particulas. Essa é a principal diferenca quando
comparadas as emulsdes, devido ao seu tamanho diminuto, sem que haja necessidade de
uso de grandes quantidades de tensoativos, como no caso das microemulsoes.

Séao relatadas na literatura diversas faixas de tamanhos para as nano-emulsoes,
como: 10 a 100 nm (MCCLEMENTS, 2011), 20 a 500 nm (SOLE et al., 2006), 20 a 200 nm
(SOLANS et al., 2005), 100 a 400 nm (CALLENDER et al., 2017), podendo ter aspecto
transparente ou levemente turvo dependendo do tamanho das goticulas (OSTERTAG;
WEISS; MCCLEMENTS, 2012).

Apesar das definicdes classicas, recentemente novas nano-emulsdes tém surgido.
Dentre elas, algumas vem sendo preparadas sem o auxilio de tensoativos, sendo
compostas por dois liquidos imisciveis e um solvente miscivel ou parcialmente miscivel em
ambas as fases, chamado de anfi-solvente (HOU; XU, 2016). Estas formulacdes livres de
tensoativos tem chamado a atencédo devido a reducdo do uso de matéria-prima, sendo
importante do ponto de vista econdmico e ambiental (KNIGHT; CARUANA, 2007; SAKAI,

2008; HOU; XU, 2016).

1.2.1 Métodos de obtencéao

As nano-emuls@es podem ser obtidas por diversos métodos que basicamente podem
ser divididos em duas abordagens. Nos métodos de alto aporte de energia, a energia
necesséria para a formacéo de pequenas goticulas é obtida através de uma fonte externa
como: homogeneizadores de alta velocidade (ADHAVAN et al., 2017; TIAN et al., 2017)
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homogeneizadores de alta-pressédo (BENJEMAA et al., 2018), ultra-sonicadores (HASHEMI
GAHRUIE et al., 2017) e microfluidizadores (ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI,
MARTIN-BELLOSO, 2017; ARTIGA-ARTIGAS; LANJARI-PEREZ; MARTIN-BELLOSO,
2018). Ja4 os métodos de baixo aporte de energia fazem uso das propriedades fisico-
guimicas do sistemas para a formacdo das goticulas (SANCHEZ-DOMINGUEZ,
MARGARITA; RODRIGUEZ-ABREU, 2009; MAALI; MOSAVIAN, 2013). Os métodos de
baixo aporte de energia tém chamado a atencdo por serem mais baratos, quando
comparados aos de alto aporte, principalmente por ndo necessitarem de equipamentos de
alto custo e por permitirem a formacao de goticulas com tamanho diminuto usando somente
a energia quimica do sistema (SOLANS; SOLE, 2012). Suas principais classificacdes s&o

mostradas a seguir.

1.2.1.1 Inversao de fases

Esses métodos podem ser classificados a partir da mudanca ou ndo da curvatura
espontanea do tensoativo durante o processo de emulsificagdo (SOLANS; SOLE, 2012).
Quando ha a mudanca espontanea da curvatura do tensoativo do negativo para o positivo,
ou vice e versa, temos 0s meétodos de inversao de fases. Essa mudanca pode se dar através
da mudanca de temperatura do sistema, chamado de método de temperatura de inversao
de fases (PIT — do inglés Phase inversion Temperature) ou da mudanca da composi¢cao
(PIC — do inglés Phase Inversion Composition) (SOLANS; SOLE, 2012; PIORKOWSKI:
MCCLEMENTS, 2013).

1.2.1.2 Auto nano-emulsificagcéo

A auto nano-emulsificagcdo € um método de obtencdo de nanoemulsées que néo
envolve a mudanca da curvatura do tensoativo. As goticulas séo obtidas através da diluicao
da fase continua sem transicdo de fases. Esta diluicdo leva a difusdo do componente
miscivel da fase orgéanica para a fase aquosa, resultando em aumento dramético da area
interfacial e levando a formac&o de um sistema metaestavel (SOLANS; SOLE, 2012; SOLE
et al., 2012).

A obtencao de nanoestruturas em sistemas livres de tensoativos pode ser feita através
do gotejamento de agua sobre a mistura do solvente anfifilico com a fase oleosa (KAYALI

et al., 2016; LUCIA et al., 2017) ou através do gotejamento do solvente anfifilico sobre a
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mistura de agua com a fase oleosa (LIU et al., 2018). Diversos sistemas nanoestruturados

baseados em produtos naturais ja foram desenvolvidos.

1.2.2 Estratégias para a obtencéo

Na nano-emulsificacao tradicional, a escolha do(s) tensoativo(s) correto(s) é essencial
na obtencdo de um sistema estavel (BERNARDI et al., 2011), pois o tensoativo serd o
agente responsavel por criar uma forca repulsiva entre as goticulas, reduzindo a tenséo
interfacial na interface 6leo/agua e permitindo entéo a estabilidade (GHOSH; SUGUMAR;
CHANDRASEKARAN, 2016). Os tensoativos podem ser definidos como moléculas
anfifilicas, que possuem uma cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofobica (SINGH et al.,
2017). Estes ainda podem ter carateristicas especificas de acordo com a natureza de sua
cabeca ou cauda. O grupo que compdem a cauda pode ser anidnico, catidnico,
zwiteridnicos e nao idnico e a cauda geralmente é composta de uma cadeia hidrocarboénica,
podendo ser saturada ou insaturada, linear ou ramificada, alifatica ou aromatica
(MCCLEMENTS, 1999).

Um dos métodos para a classificacdo de tensoativos € o equilibrio hidréfilo-lipofilo
(EHL), que consiste no balancgo entre o tamanho e a for¢ca dos grupos lipofilicos e hidrofilicos
gue compdem um tensoativo. A utilizacdo da escala de EHL permite a predicdo do
comportamento de um tensoativo e reduz o tempo envolvido na selecdo de agentes
emulsificantes. Tensoativos com baixos valores de EHL tem caracteristicas mais lipofilicas
enguanto que tensoativos com valores de EHL maiores possuem caracteristicas mais
hidrofilicas (GRIFFIN, 1949).

Diversos estudos tem mostrado que a escala de EHL € uma ferramenta versétil na
escolha do melhor tensoativo para a formacdo de emulsdes, visto que através da
determinacdo do EHL requerido de um 6leo se podem obter formulacées com menores
tamanhos de particula (WANG et al., 2009), Diante disso percebe-se a importancia da
escolha de tensoativos para a obtencéo de nano-emulsdes e a utilizacao da escala de EHL
como ferramenta para a obtencao de formulagfes estaveis.

De acordo com dados da literatura, a composi¢cdo das nano-emulsdes pode variar e
consequentemente suas caracteristicas fisico-quimicas. O emprego de um tensoativo €
reportado na literatura assim como a associagao destes para a producao de nano-emulsdes
(ZHANG et al., 2017). Em relagdo ao emprego de um tensoativo, foi possivel obter nano-
emulsdes por baixo aporte de energia contendo 6leo essencial de alecrim utilizando

polissorbato 20 como tensoativo e obtendo goticulas com tamanho ao redor de 190 nm
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(DUARTE et al., 2015). Amrutha; Sundar e Shetty (2017) relataram a fabricacdo de nano-
emulsBes com 6leos essenciais de cominho e pimenta utilizando-se polissorbato 80 através
de método de alto aporte de energia, obtendo tamanho de goticulas entre 30 e 90 nm.

Ja em relacdo a associacdo de tensoativos, Moghimi; Aliahmadi e Rafati (2017)
obtiveram nano-emulsdes contendo trans-cinamaldeido e 1,8-cineol com tamanho de
goticula variando entre 30 e 150 nm, através de método de alto aporte de energia e
utilizando-se mistura de polissorbato 80 e polissorbato 20. Hilbig et al (2016) utilizaram
mistura de polissorbato 80 e alginato laurico para obter sistemas a base do 6leo essencial
da casca de canela, com tamanho de goticula entre 100 e 300 nm.

A variacdo de relacdo entre tensoativos e Oleos € uma estratégia que também é
utilizada para a obtengcdo de nanoemulsdes. A obtengdo de nanoemulsdes contendo
vitamina D foi relatada. Foi avaliado uma serie de parametros na formacdo das nano-
emulsdes, sendo a RTO um deles. Foram avaliados as RTOs de 0,5 a 1,75 e se pode e se
obteve nanoemulsées com pequeno tamanho de goticula utilizando polissorbato 80 na RTO
1, ou seja a mesma quantidade de tensoativo e 6leo (GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS,
2015; PETSCHENKA; AGRAWAL, 2016).

Em outro trabalho o SOR foi variado de 0,1 a 2,5 para a obtencédo de nano-emulsdes
por baixo aporte de energia. Se pode observar que maiores RTOs levavam a uma
diminuicdo no tamanho de goticula, sendo que a partir da RTO 0,65 ate a ultima analisada,
2,5, houve uma leve reducéo no tamanho (OSTERTAG; WEISS; MCCLEMENTS, 2012)

O uso de diagramas ternarios para determinacdo da regido onde s&o formadas
nanoestruturas € uma estratégia bastante utilizada nos estudos de obtencao de sistemas
livres de tensoativos, utilizando diferentes solventes anfifilicos para a construcdo destes
diagramas. Dois sistemas ternarios de limoneno/agua/l-propanol e limoneno/agualtert-
butanol foram preparados e suas atividades enzimaticas frente a enzima peroxidase foram
avaliadas. Foram obtidos agregados em escala nanométrica com potente atividade
enzimatica (KRICKL et al., 2018).

Misturas ternarias de agua/eugenol/etanol foram feitas, variando a proporcao de cada
componente, possibilitando a obtencdo de agregados na escala nanométrica. Se observou
gue houve formacao de uma regido de fase pseudo-Unica e uma regido multifasica em que

diferentes particbes de etanol em eugenol e agua foram encontradas (LUCIA et al., 2017).

Introdugdo 14



1.2.3 Nanoestruturas a base de camomila

Em relacdo a camomila, alguns poucos sistemas nanomeétricos tém sido citados na
literatura. Esmaeili et al., (2011) relataram a obtencdo de nanocapsulas contento o extrato
metanolico das partes aéreas de M. chamomilla. Foram obtidas nanocapsulas com
tamanho médio de particula entre 186 e 212 nm, sendo as nanoestruturas em formato de
esfera confirmadas por microscopia eletronica de varredura. Dogru et al., (2017) utilizaram
o0 extrato aquoso dos capitulos florais de M. chamomilla para a biossintese de
nanoparticulas de prata. As nanoparticulas obtidas apresentaram formato esférico, com
tamanho variando entre 37 e 70 nm. Neste estudo também foi avaliado o potencial
antimicrobiano das nanoparticulas obtidas, demonstrando que estas foram mais efetivas
contra 0s microrganismos testados que o extrato de sozinho.

Nanoparticulas de cobre foram obtidas utilizando o extrato aquoso das flores de
camomila. Foram obtidas nanoestruturas com formato esférico e distribuicdo monomodal,
com tamanho de 140 nm. Foi demonstrado que estas possuem potencial antioxidante
(DUMAN; OCSOY; OZTURK, 2016).

Uma nano-emulsédo contento o 6leo essencial de camomila foi obtida através de um
método de gotejamento de agua, utilizando como fase oleosa o migliol com 6leo essencial
a 2.5%, polissorbato 80 como tensoativo e etanol como co-tensoativo. Entretanto, este
trabalho ndo relata nenhum dado referente a caracterizacao fisica da nanoformulacéo
obtida (NAZ et al., 2015)
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2 OBJETIVOS

2.1

GERAL

Obter e caracterizar nano-emulsdes contendo o Oleo essencial de Matricaria

chamomilla L. através de técnicas de auto-nanoestruturacao e baixo aporte de energia.

2.2

ESPECIFICOS

a) Extrair e analisar os componentes do 6leo essencial de M. chamomilla (OEC) por
cromatografia em fase gasosa com deteccao por espectrometria de massas;

b) Avaliar a influéncia das propriedades fisico-quimicas in silico do OEC na nano-
emulsificacéo;

c) Avaliar a auto nano-nanoemulsificagéo do OEC;

d) Preparar nano-emulsdes contendo o OEC utilizando tensoativos nao iénicos;

e) Caracterizar as nhano-emulsées quanto a distribuicdo do tamanho de goticula;

f) Selecionar a nano-emulsdo contendo o OEC mais promissora, avaliar sua
estabilidade fisica e quimica da nano-emulséo contendo o OEC mais promissora

e determinar a atividade antibacteriana.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL
A droga vegetal, constituida por capitulos florais estabilizados de M. chamomilla
(Figura 5) foram obtidos comercialmente do fornecedor Nativa Produtos alimenticios Ltda.

(Senador Canedo — Goias).

Figura 5 - Capitulos florais de M. chamomilla.

Fonte: Autoria prépria.

3.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE M. chamomilla (OEC)

O OEC foi obtido por hidrodestilacdo dos capitulos florais, utilizando-se aparato do
tipo Clevenger por 3 horas. Apds a extracdo, o OEC foi filtrado em sulfato de sodio anidro

e armazenado ao abrigo da luz e sob refrigeracao (4°C).

3.3 ANALISE FITOQUIMICA DO OEC

3.3.1 Auto nano-emulsificacao

A caracterizacdo quimica do OEC utilizado para a etapa de auto nano-emulsificacao
foi realizada por cromatografia em fase gasosa com detector de espectrometro de massas
utilizando-se um cromatografo QP2010 (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) com
espectrometro de ionizacao eletrébnica. Uma aliquota (1 pL) do OEC foi dissolvido em

diclorometano e foi injetado em uma coluna RTX-5 (d.i.= 0.25 mm, comprimento: 30 m,
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espessura: 0.25 pum). As condicBes operacionais foram: temperatura do forno, 60-290°C
sob uma taxa 3°C/min; temperatura do injetor 260°C; modo de injecdo: split; gas de arraste,
He; fluxo 1 mL/ min; espectrdmetro de massas: impacto de elétron (El), potencial de
ionizacao, 70 eV, temperatura da fonte de ions, 250°C, e faixa de massa 40- 300 amu. Os
indices de retencao (IR) foram calculados por interpolacdo com os tempos de retencéo de
uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos (Ce-C30) analisados nas mesmas condigfes (VAN
DEN DOOL; DEC. KRATZ, 1963). A identificagcdo das substancias foi realizada por
comparacdo de seus indices de retencdo e espectros de massa com os relatados na
literatura (ADAMS, 2007). O padrao de fragmentacdo dos compostos também foi verificado
na biblioteca de espectro de massas do NIST (National Instituteof Standards and
Technology).

3.3.2 Nano-emulsdes contendo tensoativos

A andlise qualitativa e quantitativa do 6leo essencial utilizado nas etapas de
preparagdo das nano-emulsbes com tensoativos foi realizada utilizando-se um
cromatografo GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). Uma aliquota
(1 nl) do 6leo essencial foi injetado em uma colina Rxi-5ms (Restek Corporation, Bellefonte,
PA) com 30 metros de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura.
As condicbes operacionais foram: temperatura do injetor: 250 °C, gas de arraste He
(99,995%), temperatura do forno 60-240°C, com taxa de 3°C/min, fluxo de 1ml/min, Split
1:20. O espectrometro de massas operou no modo de impacto de elétrons, com potencial
de ionizagéo de 70 eV, temperatura da fonte de ions de 200 °C, linha de transferéncia a 250
°C. Os espectros de massa foram adquiridos usando varredura automatica de 0.3 segundos
e os fragmentos de massa foram gravados na faixa de 35-400 m/z. Os indices de retencao
(IR) foram calculados por interpolacdo com os tempos de retencdo de uma mistura de
hidrocarbonetos alifaticos (Cs-C20) analisados nas mesmas condi¢cdes (VAN DEN DOOL;
DEC. KRATZ, 1963). A identificagdo das substancias foi realizada a partir da comparagao
dos seus indices de retengdo e espectros de massa com as livrarias NIST 2011; ADAMS
2007 e FFNSC 2.

3.4 PROPRIEDADES MOLECULARES E FiSICO-QUIMICOS in silico

Os parametros moleculares e fisico-quimicos das substancias presentes no OEC
foram gerados da plataforma Percepta ACD/Labs (Modulo PhysChem) ou da US
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Environmental Protection Agency’s EPISuite™. Todas as propriedades foram coletas
usando o software ChemSpider. Os seguintes critérios foram utilizados: alto logP (> 4,3),
alta polarizabilidade (> 21 x1024 cm?), alto volume molar (>192 cm3/mol), baixa solubilidade
em agua (<0,05 mg/L), alta solubilidade em agua (>5 mg/L) (RAO; MCCLEMENTS, 2012a).

3.5 OBTENCAO DAS NANO-EMULSOES

3.5.1 Auto nano-emulsificacdo

O método de auto-nanoemulsificacdo foi feito de acordo com Maksimenko et al.
(2013), com algumas modificacdes. A solucédo estoque do Oleo essencial foi preparada em
metanol na concentracdo de 4 mg/mL. A fase organica (1 mL da solucdo estoque) foi
adicionada gota a gota sobre agua deionizada sob agitagdo constante em um agitador do
tipo vortex. Em seguida, foi adicionada uma quantidade adicional (3 g) de agua deionizada
para facilitar a difusdo do solvente organico para a fase externa e o sistema foi adicionado
por dois minutos adicionais. Em seguida, o sistema foi evaporado sob pressao reduzida por
20 minutos para remocéo do solvente e a nano-emulséo foi armazenada em frascos do tipo

vial. O procedimento foi realizado em triplicata.

3.5.2 Nano-emulsificagdo com tensoativos néo idnicos

As formulacdes foram preparadas para uma massa final de 4 g, contendo 0,5% (m/m)
de OEC e variando a relacdo tensoativo/dleo (item 3.5.4) e 4gua destilada (q.s.p. 4 Q).
Primeiramente o (s) tensoativo (s) e o OEC foram vigorosamente misturados e em seguida,

agua deionizada foi adicionada gota a gota.

3.5.2.1 Avaliacdo da formacdo e estabilizacdo de nano-emulsGes preparadas com

tensoativos nao idnicos individuais

Uma serie de formulagdes utilizando-se tensoativos ndo ionicos derivados do

polissorbato (Polissorbatos 20, 80, 81 e 85) foram preparadas.

3.5.2.2 Avaliacdo da formacédo e estabilizacdo de nano-emulsbes utilizando pares de

tensoativos nao ibnicos
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Uma série de formulacdes utilizando-se misturas de tensoativos ndo ibnicos
hidrofilicos (polissorbato 20 ou polissorbato 80) selecionados na etapa anterior e lipofilicos
(monooleato de sorbitano ou trioleato de sorbitano) foram preparadas em uma ampla faixa
de equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL). O EHL resultante de cada mistura de tensoativos foi
calculado de acordo com a de acordo com a equacao: EHLm=(EHLa x %A + EHLb x
%B)/100

3.5.4 Avaliacéo da influéncia da relacado tensoativo/6leo na formacao e estabilizagao

de nano-emulsdes preparadas com tensoativos ndo iénicos

O célculo da RTO foi realizado de acordo como descrito por (KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2016) através da formula: RTO= ms/mo, msé a massa do tensoativo e mo
€ a massa do OEC, sendo aplicado tanto para as nano-emulsdes preparadas com
tensoativos individuais quanto para as preparadas com pares de tensoativos. Foram

preparadas nano-emulsdes com igual quantidade e o dobro de tensoativo (S).

3.6 CARACTERIZACAO DAS NANO-EMULSOES

3.6.1 Aparéncia visual

As formulagdes obtidas foram armazenadas em frascos do tipo vial de vidro, com
volume sempre constante e avaliadas quanto ao aspecto visual (cremagem, sedimentacao,

separacao de fases, entre outros aspectos).

3.6.2 Distribuicdo de tamanho de goticula

O diametro médio de goticula e indice de polidispersédo (IPd) foram obtidos pela
técnica de espalhamento dindmico da luz (EDL) utilizando-se equipamento Zetasizer (Nano
ZS, Malvern, UK) equipado com laser vermelho de 10 mW (A = 632.8 nm). As medidas
foram feitas em um angulo de espalhamento de 173°. O tamanho foi expresso em funcéo
do raio hidrodinamico (Rn) de uma esfera hipoteticamente dispersa, obtido de acordo com
a equacao de Stokes-Einstein: Dt = ks T / (61TnRH), onde D: é o coeficiente de difusdo
translacional, ks é a constante de Boltzmann (1.38064852 x 10723 J/K), T é a temperatura,
n € a viscosidade absoluta e R € 0 raio hidrodindmico. Os resultados relacionados ao

tamanho foram expressos em termos das medidas de intensidade. Os valores de IPd na
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faixa de 0,1-0,4 foram considerados moderadamente polidispersos enquanto que valores
abaixo ou acima dessa faixa foram considerados, respectivamente, altamente
monodispersos ou altamente polidispersos (BHATTACHARJEE, 2016). As nano-emulsdes
foram diluidas em agua deionizada e as analises foram realizadas em triplicatas.

As variacdes de tamanho de goticula . (GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS, 2015;
MEHMOOD, 2015) foram expressas em funcéo da equacao a seguir: VTxy= 100 x [media
do tamanho (dy) — media do tamanho (dx)]/media do tamanho (dx), onde VTxy € a variacao
de tamanho apés Y dias de armazenamento, quando comparado ao tamanho apés X dias
de armazenamento. X = 0 para o diametro observado no dia da preparacdo. Valores
positivos indicam incremento de goticula (IG) e valores negativos indicam reducao de
goticula (RG).

3.7 ESTABILIDADE

A nano-emulsdo com melhores caracteristicas frente aos parametros avaliados foi

escolhida como nano-emulséo otimizada e utilizada para estudos estabilidade.

3.7.1 Fisica/térmica

A avaliagao do incremento gradual da temperatura foi realizada utilizando-se uma
rampa linear de temperatura, iniciando em 25°C até 80°C, com intervalos de 5°C. A
influéncia de ciclos de refrigeracao/restabelecimento de temperatura ambiente também foi
realizada, através da reducao da temperatura de 25 ° para 4°C (um ciclo) e aquecimento

para 25°C. Um total de quatro ciclos foram investigados.

3.8 RELACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS (RMS)

As condi¢fes cromatograficas previamente descritas no item 3.3.2 foram utilizadas
para andlise das substancias do o6leo essencial apds preparacdo da nano-emulsdo
otimizada. Foi determinada a RMS conforme a seguir: Oxidos de bisabolol. / Asesqz, onde Oxidos de
bisabolol € @ soma das areas dos (0xidos de bisabolol) e Asesqz € a area do a-bisabolol ou
camazuleno. A RMS foi calculada utilizando-se dados de andlise realizada no dia da
preparacao e apos 1 e 7 dias de armazenamento. Uma aliquota de 500 ul da nano-emulséo
foi adicionada em um funil de separacéo juntamente com 1500 ul de hexano. Essa mistura

foi agitada por 2 minutos e deixada em repouso ate a completa separacédo de fases. A
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fracdo hexanica foi coletada e o procedimento repetido 3 vezes. O pool de fracdes

hexanicas foi utilizado para a andlise cromatogréfica.

3.9 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

3.9.1 Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrao das bactérias gram positiva Staphylococcus aureus
(ATCC 29212) gram negativa Escherichia coli (ATCC 8739) que foram obtidas do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS-FIOCRUZ). Estas foram mantidas
em solucao de glicerol em ultrafreezer a -80°C no Laboratério de Bromatologia e Controle
de qualidade (UNIFAP). Para o teste as bactérias foram ressuspensas em caldo nutriente
e mantidas a 37 + 2°C por 24 horas para sua ativacdo e posteriormente semeadas em
placas de petri contendo 0 meio agar sal manitol, para a bactéria S. aureus, e Agar
MacConkey para E. coli, e incubadas a 37 + 2°C por 24 para induzir o crescimento

exponencial destes.

3.9.2 Preparo do inoculo

O inoculo foi preparado através da suspensao das cepas em fase exponencial em
caldo Mueller-Hinton (marca). Foram coletadas 3-4 coldnias bacterianas, ressuspensas no
caldo e a turbidez do inoculo foi ajustada para 0.5 na escala de McFarland
(aproximadamente 2 x 108 UFC/mL) através da diluicdo das culturas e entdo diluidas para
1 x 103 UFC/mL (CLSI, 2012).

3.9.3 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria e concentracdo minima

bactericida

Os ensaios de CMI e CMB foram feitos através do método de microdiluicdo em caldo
Muller-Hinton como descritos pelo Clinical and Laboratory Standards Intitute (CLSI, 2012).
O 6leo essencial de M. chamomiilla foi diluido em uma solucéao de dimetilsulfoxido (DMSO)
na concentracao inicial de 4000 ug/ml e a nano-emulsédo possuia uma concentracao inicial
na mesma concentracao do oleo.

Para o teste de microdiluicdo 100 uL do inoculo contendo 5 x 108 UFC/mL foi

adicionado em cada poco juntamente com 100 plL da diluicho seriada a partir da
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concentracéo inicial de 4000 pug/ml do 6leo essencial e da nano-emulsao, cada diluigéo foi
testada em triplicata. Foi utilizado como controle positivo o clorafenicol (50 ug/ml) para a
bactéria gram-positiva e gentamicina (10 ug/ml para a bactéria gram-negativa e solucéo de
tensoativo também foi testada. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C em estufa 30 uL de
resazurina 0,01% foi adicionada em cada poco e a placa foi incubada novamente a 37°C
durante 3 horas. Apoés, a leitura visual da placa foi realizada para a determinacdo da CMI,
considerando-se a manutengcdo da coloracdo azulada como auséncia de crescimento
bacteriano enquanto que a mudanca para a coloracdo rosa indicava a reacdo quimica de
oxido-reducdo da resazurina em resofurina, sendo interpretada como presenca de
microrganismo viaveis (SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007) . A CMI foi determinada
como a concentragcado mais baixa onde se pode observar mudanga de coloracéo.

A CMB foi determinada através da retirada de uma aliquota de 10 uL do caldo de
cada poco em que houve mudanca de coloracao apoés a determinacédo do CIM e semeadura

desta em placas contendo agar muller-Hinton a 37 + 2°C por 24 horas.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos experimentos estdo expressos como a meédia + desvio
padrao da média. Para comparacao dos dados aplicou-se analise de variancia de duas vias
(Two-way ANOVA), seguida do teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p< 0.05)

utilizando o software GraphPad Prism® (versao 7.0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise por cromatografia em fase gasosa permitiu a identificacdo das seguintes
substancias no OEC utilizado na etapa de auto nano-emulsificacdo, conforme a seguir: um
sesquiterpeno aciclico (E)-B-farneseno, trés sesquiterpenos ciclicos derivados do bisabolol
ou oxido de bisabolol e o camazuleno, um sesquiterpeno ciclico associado a cor azul do
OEC. As cinco substancias identificados e seus tempos de retencéo e indices aritméticos
estdo mostrados na Tabela 1. Os 6xidos de alfa-bisabolol e bisabolol sdo as principais
substancias do 6leo de camomila e Uteis para sua classificacdo. O camazuleno € um
sesquiterpeno tipico do 6leo de camomila e o (E)-B-farneseno também pode ser encontrado
em quantidades relativas (BRASIL, 2017).

Enquanto o camazuleno é um artefato da extragcéo e originado a partir do precursor
matricina, o (E)-B-farneseno é formado no inicio da biossintese sesquiterpénica do principal
precursor de compostos aciclicos e ciclicos desta classe, o chamado farnesil pirofosfato
(DEWICK, 2002). Esse Oleo foi utilizado para preparacdo de um sistema auto nano-
emulsificante livre de tensoativos, com o intuito de se correlacionar as propriedades in silico

moleculares/fisico-quimicas na geragao e estabilizacdo das nanoestruturas.

Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial de camomila utilizado na auto nano-
emulsificacao

TR
Substancias [Acalc [Aiit
(min)
(E)-B-Farneseno 34,840 1460 1456

Oxido de a-Bisabolol B 42 677 1660 1658
a -bisabolol 43,687 1687 1685
Camazuleno 45,313 1733 1731

Oxido de a-Bisabolol A 45958 1751 1749

TR — tempo de retencdo expresso em minutos

As diferencas estruturais do bisabolol, derivados do oxido de bisabolol, camazuleno
e farneseno podem contribuir decisivamente para a auto nano-emulsificacdo do OEC.
Algumas propriedades moleculares e fisico-quimicas desses sesquiterpenos sao

mostradas na Tabela 2. O menor valor de logP foi observado para o 6xido de bisabolol, que
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possui a maior solubilidade em agua. Por outro lado, o maior valor de logP e a menor
solubilidade em agua foram observados para o farneseno, que também apresentou a menor
tensdo superficial. Apenas o éxido de bisabolol foi considerado como apresentando alta
solubilidade em &gua, enquanto o segundo mais hidrofilico (alfa-bisabolol) e o segundo
mais hidrofébico (camazuleno) foram considerados com solubilidade intermediaria. Um
estudo prévio realizado com nano-emulsfes contendo 6leo essencial de limdo mostrou que
o limoneno pode nao se difundir facilmente de goticulas oleosas para a fase aquosa, uma
vez que tem uma solubilidade em &agua de aproximadamente de 5 mg/L (RAO;
MCCLEMENTS, 2012b). Portanto, ambas substancias poderiam contribuir para a
estabilizacdo do sistema. Além disso, o farneseno tem uma menor solubilidade em agua,
guando comparado com as outras substancias que compdem o OEC, sendo em torno de
9,022 e-03 mg/L (LogP = 6,62). A solubilidade em agua do esqualano é de 2,042 e-010
mg/L e o seu valor de logP é de 15,59. Este é um triterpeno aciclico que é reconhecido
como um inibidor da maturacédo de Ostwald (TADROS et al., 2004). O farneseno tem trés
unidades de isopreno a menos que o esqualeno, onde o primeiro € um precursor dos
sesquiterpenos e o ultimo é um precursor dos triterpenos. Considerando que o segundo
nao é um constituinte comum dos 6leos essenciais, podendo ser adicionado como um
aditivo para melhor estabilizacdo das nanoemulsdes, é de se esperar que a ocorréncia
natural do farneseno em oOleos essenciais possa desempenhar um papel essencial na
estabilizacdo da nano-emulsdo, utilizando um conceito mais verde, jA que o proprio

constituinte estabilizaria o sistema sem necessidade de outros aditivos.
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Tabela 2. Propriedades moleculares e fisico-quimicas in silico do 6leo essencial de
camomila utilizado na auto nano-estruturacao

Tensao Volume Solubilidade
Polarizabilidade
Substancia LogP superficial molar em agua
(cmd)
(dyne/cm) (cmd) (mg/L)
Camazuleno 536  25,1+0,5102% 36,1+3.0 188,9+3,0 0,2945
a-bisabolol 5,07  27,8+0,5102% 33,7+£3.0 240,9+3,0 1,688
Oxidos de
3,88  27,8+0,5102% 33,0£3.0 242,7+3,0 21,49
Bisabolol

Farneseno 6,62 28,0+0,5 102 25,8+3.0 253,0+3,0 0,009022
Esqualeno 15,59 55,8+0,5 102 28,0+3.0 526,0+3,0 2 04E-10
Metanol -0,72 3,3+0,5 10 18,9+3.0 42 ,5+3,0 1,00E+06

Etanol -0,19 5,1+0,5 10 18,9+3.0 59,1+3,0 7 92E+05

Os valores médios de polarizabilidade estavam na faixa de 25,1 (camazuleno) a 28,0
(farneseno), enquanto os valores médios do volume molar estavam na faixa de 188,9
(camazuleno) a 253,0 (farneseno). As propriedades moleculares e fisico-quimicas de 6éleos
essenciais, principalmente constituidos por monoterpenos, foram previamente associadas
ao comportamento de nano-emulsdes (RAO; MCCLEMENTS, 2012a, 2012b). O aumento
na concentracdo de substancias com baixa solubilidade em agua pode estar associado a
estabilizacao cinética (ou até mesmo termodinamica) frente ao incremento de goticulas de
uma nano-emulséo preparada com 6leo de limdo. Esta hipotese foi feita considerando que
eles estavam em concentracdes suficientemente altas e o efeito da composicao é a forca
motriz termodindmica que se opde ao crescimento de goticulas via maturacao
(RAO;MCCLEMENTS, 2012a).

Também foi levantada a hipotese de que as substancias presentes no 6leo de liméo
poderiam se localizar entre as caudas ndo polares das moléculas de tensoativo, em vez de
estarem localizados apenas como um nucleo separado no interior da goticula (RAO;
MCCLEMENTS, 2012b).

Os resultados que serdo apresentados a seguir sugerem que o OEC foi nano-
emulsificado com sucesso, estando de acordo com alguns achados e hipéteses quanto as

propriedades moleculares e fisico-quimicas que correlacionam as caracteristicas das
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substancias presentes em 0leos essenciais com o comportamento das nano-emulsées.
Apesar do etanol em si ndo se auto-estruturar (TURINA et al., 2006), ele é utilizado como
co-tensoativo na preparacdo de nano-emulsdes (SHEN; WANG; ZHANG, 2011). Neste
contexto, o metanol foi escolhido como solvente organico para a avaliacdo da viabilidade
de gerar a hano-emulséo por autoestruturacdo dos constituintes do OEC. Ele pode migrar
facilmente para a fase aquosa e ser facilmente removido na etapa de evaporacao, sendo
util para os objetivos desse trabalho.

A tabela 3 mostra o tamanho médio das goticulas e o indice de polidispersédo das
diferentes réplicas das nano-emulsées, juntamente com a variacdo de tamanho. Apesar da
sobreposicao geral dos graficos de distribuicao de goticulas (Figura 8) mostrar o aumento
do desvio padréo, que corresponde a cerca de 13% do valor médio, é importante destacar
gue os picos mais abundantes nas replicas estao na faixa entre os valores médios de 226,7.
- 334,1 nm conforme a segquir: réplicas | (100%), 11 (94,8 £ 4,5 nm,%) e 1l (97,0 £ 1,2 nm,%).
Um aumento geral do tamanho das goticulas foi observado em todas as réplicas,
evidenciadas por um incremento de goticulas no intervalo de 12 a 32% para as réplicas.
Um incremento de goticula de 21,46% foi observado quando o célculo envolveu o tamanho
médio das gotas do gréafico sobreposto de todas as réplicas. No entanto, o valor médio de
goticulas por si s6 ndo € um parametro conclusivo para afirmar que ha incremento de
goticulas, caso a distribuicdo de tamanho n&o estiver relacionada a um pico com base
estreita e/ou monomodal. Em todos os casos, o0 incremento de goticula foi acompanhado
por um aumento no indice de polidispersdo, que foi considerado moderadamente
polidisperso apenas no dia 0. Portanto, foi observada uma tendéncia, em todas as réplicas,
para uma distribuicdo mais polimodal apos 1 dia de armazenamento. No entanto, essa
variagdo em relacdo ao diametro do tamanho pode néao refletir uma diferenca significativa,
uma vez que a técnica de espalhamento dindmico da luz (EDL) sé distingue os picos
guando sua proporcao € de pelo menos 1:3 (BHATTACHARJEE, 2016).
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Tabela 3. Tamanho de goticula, indice de polidisperséo (IPd) e variacdo do tamanho (VT)
de goticulas das formulacdes obtidas por método de auto nhano-emulsificacao.

Dia O Dia 1
Réplica VT (%)
Tamanho (nm) IPd Tamanho (nm) IPd

N1 (1) 185,3+2,563 0,178 + 0,026 227,7+4,486 0,324 +0,032 22.88
N1 (1) 238,8 £ 2,722 0,359 + 0,008 268,8 +12,97 0,443+0,065 12.56
N1 (1) 182,6 +4,321 0,403 + 0,042 240,4 + 34,36 0,538 +0,105 31.65

Media + DP  202,2 + 27,60 0,313 + 0,107 2456 £25,95 0,435+0,113 21.46

A analise dos graficos de distribuicdo de tamanho obtidos no dia da preparacao das
nano-emulsdes (Dia 0) refletem o maior IPd das réplicas Il e Ill. Eles possuem uma base
da curva larga, com a maioria das goticulas em torno de 334,1 e 235,2 nm. Ha também
algumas goticulas maiores (> 4000 nm) que podem ser observadas, correspondendo a
menos de 5% da populacao de goticulas. Por outro lado, uma distribuicdo mais monomodal
€ observada na réplica I, que possui 100% de goticulas em torno de 200 nm. Pequenas
diferencas entre as réplicas podem ser devido a rapida difusdo de substancias mais
hidrofilicas no periodo entre a preparacdo e a analise das réplicas Il e Ill. Este
comportamento foi anteriormente descrito para nano-emulsfes baseadas em Oleos
essenciais, mesmo em sistemas contendo tensoativos (RAO; MCCLEMENTS, 2012a).

A andlise apos 1 dia de armazenamento mostra que a abundancia de goticulas com
tamanhos maiores observadas nas réplicas Il e lll permanecem em porcentagens préximas,
guando comparadas ao dia 0. Provavelmente, o crescimento das goticulas ocorreu no dia
0, sendo que as substancias alcancaram um equilibrio entre a fase interna e externa antes
do dia 1 e, portanto, evitando a disponibilidade de substancias para a migracdo e aumento
da maturacado de Ostwald. Uma ampla distribuicdo de tamanho de goticula (valor médio em
torno de 170 nm) foi observada apés a analise por EDL de nano-emulsfes a base de 6leo
de liméo e este resultado foi atribuido a uma alta concentracao de goticulas de emulsao
nao dissolvidas. No entanto, considerou-se que, mesmo em uma distribuicdo de tamanho
mais ampla, a maturacéao de Ostwald ocorreria em menor proporc¢do, quando comparado a
substancias soluveis em agua pura (RAO; MCCLEMENTS, 2012b). No caso da réplica |, as
goticulas maiores apareceram apos 1 dia, sendo em percentual semelhante ao observado
para as replicas Il e Ill. A auséncia destas goticulas maiores no dia 0 pode ser explicada
pela questdo acima mencionada, relacionada ao tempo desprendido entre a preparacéo e
a analise das nano-emulsdes.

Os graficos individuais de distribuicdo de goticulas de todas as réplicas apos 1 dia

de armazenamento (Dia 1) mostram uma tendéncia para a detec¢do de picos com um
Resultados e discussdo 28




tamanho inferior a 100 nm (seta azul) (Figura 6). Esta observacao pode ser notavelmente
observada especialmente nas réplicas Il e Il, em que picos < 100 nm representam uma
porcentagem consideravel (cerca de 20-30%) da distribui¢do total de goticulas. Este perfil
pode nédo ser consideravelmente diferente da distribuicdo de tamanho observada no dia 0,
sendo provavelmente um gréafico de melhor resolucdo. Neste caso, a distribuicdo inicial
mais ampla observada nos gréaficos anteriores pode ser devido a sobreposicdo de dois
conjuntos de populacdes de goticulas. A modificacdo na fase externa, com tendéncia a
formacdo de uma solucéo aquosa saturada de substancias do 6leo essencial mais soluveis,
pode afetar a andlise. Essa hipOtese pode ser considerada, uma vez que esta bem
estabelecido que o meio externo pode modificar a resolucdo dos graficos de EDL
(BHATTACHARJEE, 2016).

Figura 6 - Gréficos de distribuicdo do tamanho de goticula dos sistemas obtidos por meio
da auto nano-emulsificacao.
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Silva et al., (2011) sugeriram que a difuséo do solvente residual obtido durante a
preparacdo de nanodispersdes pode levar a reducdo de goticulas. Portanto, pode-se
esperar que a liberacdo de substancias mais hidrofilicas do 6leo essencial que constitui a
fase interna da nano-emulsao possa atuar por um mecanismo similar, reduzindo o tamanho

das goticulas. De fato, ap6s o armazenamento foi possivel observar claramente uma
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populacdo de goticulas com menor tamanho e essa reducdo pode estar associada a
explicacdo supracitada. Considerando que nao foi observado maior aumento na
abundéancia de goticulas maiores apos 1 dia de armazenamento, a maturacédo de Ostwald
pode néo ter ocorrido entre o dia 0 e o dia 1. Esse comportamento inesperado, no qual os
compostos liberados ndo migram para goticulas maiores, pode ser explicado por um
mecanismo adicional, conhecido como “compositional ripening” (do inglés), onde o a
migracao inicial de substancias mais hidrofilicas leva ao aumento na concentragdo de
substancias mais lipofilicas nas goticulas de menor diametro, inibindo a maturacdo de
Ostwald. Seria de se esperar que até mesmo os “compostos mais hidrofilicos” de um 6leo
essencial sejam volateis. Portanto, eles podem ser divididos entre a fase aquosa externa
(quando liberada por goticulas pequenas ou grandes) para headspace do frasco no qual
elas estdo armazenadas. Experimentos adicionais relativos a investigacdo da particao
desses sesquiterpenos entre a agua e o headspace, juntamente com o monitoramento dos
gréficos de distribuicdo de tamanho das goticulas, sdo necessarios para corroborar essa
hipétese ainda ndo descrita na literatura. Assim, considerando que a maioria dos estudos
gue correlacionam as propriedades moleculares e fisico-quimicas em nano-emulsfes estao
relacionados a monoterpenos (RAO; MCCLEMENTS, 2012a, 2012b).

Apesar do crescente interesse na preparacdo de nano-emulsdes com Oleos
essenciais, poucas informacdes podem ser encontradas sobre a auto nano-emulsificacao
dessas matérias-primas naturais. Alguns monoterpenos, como cineol, timol, geraniol,
mentol e céanfora, tiveram sua concentracdo micelar critica (CMC) determinada,
demonstrando a capacidade desses compostos em se autoestruturarem. No entanto, o tipo
de sistema auto-estruturado depende de varios aspectos. Devido a restricbes
termodinamicas e/ou geométricas e considerando que alguns terpenos nao possuem anéis
planares e/ou ndo sdo claramente estruturas anfipaticas, pode ser dificil determinar se
micelas ou outro tipo de estruturas sdo formados (TURINA et al., 2006).

A conjugacdo de compostos isoprenoides com farmacos, permitindo assim a
obtencdo de compostos anfifilicos que se auto-estruturaram ja foram reportados.
Conjugados preparados com unidades esqualenoila induziram a formagdo de
nanoestruturas em torno de 100-300 nm (COUVREUR et al., 2006) e investigacdes
adicionais com conjugados preparados com acetato de farnesil, geranilacetil e outro
composto de poliisoprenol permitiram a formacéo de nanoestruturas com tamanho em torno
de 112 - 270 nm, o que esta de acordo com a faixa nano observada no estudo anterior do

mesmo grupo. Apesar de alguns de acidos poliisoprénicos auto-estruturados também terem
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sido preparadas para o controle dos ensaios farmacoldgicos, sua caracterizacdo por DLS
nao foi observada (MAKSIMENKO et al., 2013).

Devido ao fato de que sesquiterpenos ou o0s Oleos essenciais contendo
sesquiterpenos ndo sao bem estudados em relacdo aos sistemas livres de tensoativos, 0s
achados descritos nesse trabalho sdo de suma importancia, embora investigacfes
adicionais devem ser estimuladas. Apdés a confirmacdo da possibilidade de auto-
nanoemulsificagcdo do OEC, uma quantidade adicional foi obtida para preparacao da nano-
emulsbes com tensoativos ndo-idnicos. A hidrodestilacdo das partes aéreas permitiu a
novamente obtencdo do OEC caracteristico da espécie. O rendimento de extracdo foi de
0,07% (p/p) e a analise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas permitiu a identificagdo de 41 substéncias (tabela 4). A maioria foram
sesquiterpenos oxigenados, além de alguns sesquiterpenos hidrogenados. As substancias
majoritarias no OEC foram o oxido de o- bisabolol B (19,3%), B-farneseno (19,6%), o-
bisabolol (11,6%), 6xido de a- bisabolol A (11,1%), Z-spiroeter (7,7%) e espatulenol (4.6%).
O camazuleno, sesquiterpeno responsavel pela coloragdo azul caracteristica do OEC,
também foi identificado e correspondeu a 1,9% da abundancia relativa. Dois tipos de OEC
podem ser encontrados, o 6leo rico em 6xidos de bisabolol (29-81%) e o 6leo rico em a-
bisabolol (10-65%) (BRASIL, 2017). Portanto, pode-se sugerir que o OEC utilizado no

presente estudo pertence ao tipo rico em 6xidos de bisabolol.

Tabela 4. Composicao quimica do 6leo essencial de camomila utilizado na preparacao de
nano-emulsdes com tensoativos n&o ibnicos.

IR (C) IR (L) Substancia %
985 981 6-metil-5-Hepten-2-ona 0,18
999 999  Alcool Yomogi 0,11
1372 1364 Acido Decanoico 1,14
1386 1387 a-Isocomeno 0,12
1458 1454 (E)-p-Farneseno 19,56
1460 1464  9-epi-(E)-Cariofileno 0,1
1469 1466 F Sesquicineol 2,26
1481 1478 od-Muurolene 0,87
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1486

1494

1496

1499

1507

1523

1553

1562

1567

1570

1573

1577

1583

1593

1597

1604

1611

1616

1625

1629

1634

1636

1639

1644

1648

1489

1500

1505

1504

1522

1557

1567

1559

1561

1570

1576

1582

1596 F

1608

1602

1619

1630

1634

1636

1638

1652

1652

B-Selineno

NI

Biciclogermacreno
a-Cupreneno
E,E-a-Farneseno
y-Cadineno
Silphiperfol-5-en-3-ol A
Longipinanol
Cis-Muurol-5-en-4-alpha-ol
E-Nerolidol
Dendrolasina
Espatulenol

Oxido de Cariofileno
Salvial-4(14)-en-1-ona
NI

Epoxido de humuleno I

Ledol

Helifolen-12-al C (anti-syn-syn-)

Muurola-4,10(14)-dien-1-beta-ol

NI
B-Cedren-9-ona
Gossonorol
Epi-a-Cadinol
o-Cadinol

Himachalol

0,42
0,1
0,3
0,32
0,6
0,16
0,14
0,65
0,17
0,53
0,59
4,57
0,37
0,4
0,14
0,2

0,85

0,38
1,02
0,12
0,52
0,91
0,28

0,38
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1655 1656 Oxido de a-Bisabolol B 19,33

1667 NI 0,84
1681 1685 a-Bisabolol 11,16
1685 NI 0,15
1687 NI 0,16
1724 1730 Camazuleno 1,9
1742 1748 Oxido de a-Bisabolol A 11,1
1761 1765 pB-Costol 0,36
1766 1773 a-Costol 0,11
1794 NI 0,36
1840 1841 Fitona 0,23
1878 1879 Z-Espiroeter 7,74
1890 1895 (E)-Tonghaosu 0,1
1924 1924 F Metil-Hexadecanoate 0,19
1949 NI 0,43
1960 1959 Acido Hexadecanoico 0,19
2030 2027 F (E,E)-Geranil linalool 0,15
2091 2095 Methyl linoleate 0,16
2142 2141  Acido oleico 0,64
2296 2300 Tricosane 0,34
2349 NI 0,1
2397 2400 Tetracosane 1,44
2594 2600 Hexacosane 0,28

985 981 Hepten-2-one<6-methyl-5-> 0,18

Monoterpenos hidrocarbonados -
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Monoterpenos oxigenados 0,4

Sesquiterpenos hidrocarbonados 24,0
Sesquiterpenos oxigenados 49,4
Outros -

Total (%) 97,9

IR (C) = indice de retencéo calculado; IR (L) = Indice de retenc&o da literatura.

A figura 7 mostra o aspecto macroscopico de nano-emulsdes preparadas com o OEC
e tensoativos individuais. Um aspecto azulado foi observado em todas as nano-emulsoées,
sendo mais pronunciado naquelas preparadas com polissorbato 20 ou 80, especialmente
nesta primeira devido sua aparéncia mais transparente/translicida. As nano-emulsdes
preparadas com polissorbato 80 ou polissorbato 85 se mostraram mais opacas e
apresentaram um aspecto leitoso mais pronunciado. As preparadas com polissorbato 85
(RTO 1 e 2) e polissorbato 81 (RTO 1 e 2) apresentaram certo grau de cremagem apos 1
dia de armazenamento. ApGs 7 e 14 dias de armazenamento foi observado que estas nano-

emulsdes apresentaram cremagem e aderéncia a parede dos frascos.
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Figura 7 - Aspecto das nano-emulsdes preparadas com tensoativos nao iénicos individuais.
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A figura 8A mostra o tamanho de goticula das nano-emulsdes em diferentes RTO.
Uma reducéo significativa no tamanho (p<0.0001) na RTO 2, quando comparada a RTO 1,
foi observada em todos os dias analisados para a nano-emulsdo preparada com
polissorbato 20. Esta diferenca com relagdo a RTO também foi observada nas nano-
emulsbes preparadas com polissorbato 81 e polissorbato 85. No entanto isto, ndo é um
ponto critico devido ao limite de sensitividade das medidas de EDL. N&o foram observadas
grandes alteracdes no tamanho meédio associado aos diferentes RTOs para a nano-
emulsdo preparada com polissorbato 80 nos dias analisados. Apesar de que reducao
significativa (dia 0, p <0,05) ou aumento significativo (dia 1, p <0,05) foram detectados sob
a forma de pequenas variagdes de tamanho, uma manutencéo geral do perfil foi observada,
independentemente da RTO. No dia da preparacao, observou-se menor tamanho médio de
goticula para as nano-emulsdes preparadas com polissorbato 20 (RTO1 = 122,0 + 0,2 nm;
RTO 2 = 37,2 £ 0,8 nm). As nano-emulsdes remanescentes apresentaram tamanho medio

em torno de 150 - 220 nm no dia da preparacdo. O tamanho de nanocapsulas preparadas
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com o extrato metandlico das partes aéreas da camomila foi em torno de 186-212 nm
(ESMAEILI et al., 2011), enquanto que nanoparticulas de prata preparadas com o extrato
aquoso das flores apresentaram tamanho médio em torno de 37-70 nm (DOGRU et al.,
2017). Portanto, pode-se observar que os valores obtidos no presente estudo estdo na
mesma faixa dos observados para outros sistemas nanoestruturados preparados com
derivados de camomila. A Figura 8B mostra que o menor IPd foi observado para a nano-
emuls&o preparada com polissorbato 20 na RTO 1. Os valores permaneceram em torno de
0,165-0,185 durante todo o periodo de armazenamento. Para a nano-emulséo preparada
com este tensoativo no SOR2, foi possivel observar uma reducédo no IPd para valores mais
baixos (em torno de 0,154-0,124) ap0s 7 e 14 dias de armazenamento. As nano-emulsfes
restantes apresentaram maiores valores de IPd, no entanto, todas ficaram abaixo de 0,500.
Os gréficos de distribuicdo das formulacbes feitas com pares de tensoativos estdo

mostrados no anexo Il.
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Figura 8 - Tamanho de goticula e indice de polidispersédo das nano-emulsées preparadas
com tensoativos nédo idnicos individuais.
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A variacdo do tamanho de goticula (VT) permitiu a observacdo do comportamento
das goticulas durante o periodo de armazenamento. Auséncia de variacao foi observada
apos 1 dia de armazenamento somente para a nano-emulsao preparada com polissorbato
20 na RTO 1. A maior VT para esta nano-emulsdo foi observado somente apds 7 dias de
armazenamento. Entretanto, esta foi considerada como um valor muito baixo, de 4,7%.
Baixas VT também foram observadas para as nano-emulsdes preparadas com polissorbato

80 na RTO 1, onde as maiores alteracbes foram expressas como um crescimento no
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tamanho de goticula de 1,87% apo0s 1 dia de armazenamento. Um aumento da VT foi

observada para a nano-emulséo preparada com polissorbato 20 na RTO 2. Todos os

valores de VT estédo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Variagdo do tamanho de goticula das nano-emulsfes preparadas com
tensoativos ndo idnicos individuais.

Tensoativo RTO VTO,1 VTO,7 VTO,14 VT1,7 VT1,14 VT7,14

1 0 -4,18 -2,46 -4,18 -2,46 1,80
P20

2 19,89** 50,27****  83,06****  25,34**** 52 69**** 2] 82****

1 1,87 0,32 0,32 -1,52 -1,52 0
P80

2 8,55%*** 2,54 2,26 -5,54x*** -5,80%*** -0,27

1 19,13**** -1,32 -3,01* -17,17%%%% -18,59%*** -1,71
P81

2 7,52%%** 10,12%%%* 4 58**** 2,42 -2,73 -5,03***

1 11,31%%** 2,99 -8,87**** S7, 47 218,13 S]] 52
P85

2 -14,09**** 4,40** -0,06 21,53**** 16,34**** -4,27**

*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001

A analise dos graficos de distribuicdo do tamanho de goticula mostra a manutencao

da distribuicdo monomodal (Figura 9) da nano-emulsao preparada com polissorbato 20

(RTO 1). quando comparada as outras nano-emulsdes (Anexo 1), incluindo aquela

preparada com polissorbato 20 na RTO 2.
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Figura 9 - Gréficos de distribuicdo do tamanho de goticula da nano-emulséo feita com
polissorbato 20 (RTO 1).
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O tamanho de goticula das nano-emulsGes preparadas com polissorbato
20/monooleato de sorbitano estdo mostrados na figura 10A. As maiores goticulas (na faixa
micrométrica) foram encontradas no EHL 10 (RTO 1), com tamanho ao redor de 400-500
nm quando a RTO foi aumentada. A reducéo no tamanho de goticula em fungdo do aumento
da RTO também foi observada no EHL 15, alcancando o menor valor neste par, com
tamanho ao redor de 80-90 nm. Em relacdo aos valores de EHL de 11-14 foi possivel
observar que o aumento da RTO induziu o aumento do tamanho de goticula. Essa diferenca
foi menos pronunciada no EHL 14, onde o menor tamanho de goticula foi observado na
RTO 1 (< 100 nm).

Os valores de IPd (Figura 10B) da nano-emulsdo no EHL 13 (RTO 1) alcangaram
valores baixos (ao redor de 0,100) e tiveram um ligeiro aumento de aproximadamente
0,115-0,250 do dia 7 para o dia 14 de armazenamento. Apesar dos valores atribuidos as
nano-emulsdes preparadas com esse par na RTO 2 serem superiores ao RTO 1, estes
forma menores do que 0,200. No entanto, as nano-emulsdes de EHL 15 (RTO 2) e EHL 14
(RTO 1) apresentaram uma ligeira tendéncia a diminuicdo apés 7 dias de armazenamento,
alcancando valores abaixo de 0,200. De modo geral foi observado que uma manutencao
nos valores de IPd para a nano-emulsédo de EHL 15 (SOR 1), permanecendo abaixo de
0,200. A tabela 6 mostra a VT das nano-emulsGes preparas com polissorbato
20/monooleato de sorbitano. Uma baixa VT foi observada nas nano-emulsdes de EHL 13 e
15 (RTO 1 e 2), enquanto somente na RTO 1 (EHL 14) esses valores baixos foram

observados.
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Figura 10 - Tamanho de goticula e indice de polidispersdo das nano-emulsdes preparadas
com polissorbato 20 e monooleato de sorbitano.
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A figura 11A mostra o tamanho médio das goticulas das nano-emulsdes preparadas
com polissorbato 20/trioleato de sorbitano. Independente da RTO, nenhuma alteragao foi
observada no EHL 13, que permaneceu com tamanho abaixo de 200 nm. Na nano-emulsao
preparada no EHL 12 (RTO 2), foi possivel observar tamanho similar de goticula aquelas
observadas no EHL 13, na mesma faixa e com o0 mesmo comportamento. No EHL 14, o

aumento da RTO induziu a formacdo de goticulas 50% maiores na RTO 2, quando
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comparadas aquelas relacionadas a RTO 1 e embora o tamanho tenha sido de
aproximadamente 150 nm.

Na figura 11B estdo ilustrados os IPd das nano-emulsdes preparadas com
polissorbato 20/trioleato de sorbitano. A nano-emulsdo no EHL 12 (RTO 2) ndo apresentou
grandes alteracfes no IPd, com valores abaixo de 0,200. Apesar dos valores atribuidos a
nano-emulsdo de EHL 13 (RTO 1) serem levemente superiores a 0,200, ela foi menos
suscetivel a alteragbes quando comparada aos valores de IPd relacionado a RTO 2 do
mesmo EHL. Esta ultima apresentou uma leve tendéncia a aumento, se estabilizando por
volta de 0,165. Por outro lado, os valores de IPd para a hano-emulsédo de EHL 15 mostraram
uma tendéncia a diminuigdo de seus valores na RTO 2, alcangando um valor abaixo de
0,100. Independente da RTO, os valores de IPd da nano-emulsdo no EHL 14 foram
proximas a 0,200. Baixas VT foram observadas nas nano-emulsdes de EHL 12 (SOR 2) e
EHL 13 (tabela 6)
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Figura 11 - Tamanho de goticula e indice de polidispersao das nano-emulsdes preparadas
com polissorbato 20 e trioleato de sorbitano.
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Tamanho de goticula proximo ou superior a 200 nm e alto IPd foram observados
para todas as nano-emulsdes preparadas com polissorbato 80/monooleato de sorbitano,
conforme mostrado nas figuras 12A e 12B. A menor VT foi observada nos valores de EHL
10 e 13 na RTO 2. De forma geral, o tamanho de goticula dos sistemas preparados com
polissorbato 80/trioleato de sorbitano (Figura 13A) foram menores quando comparados aos
preparados com o sistema polissorbato 80/monooleato de sorbitano. O menor tamanho de
particula foi observado no RTO 1 nos EHLs 10 e 11, quando comparados a RTO 2. Por
outro lado, independente da RTO, poucas alteragdes foram observadas nos outros EHLs
desse sistema em funcdo da quantidade de tensoativo. Os valores de IPd mais baixos foram
observados no EHL 10 (SOR 1), aproximadamente 0,10-0,170, enquanto os valores
observados para o EHL 11 (RTO 1), EHL 12 (RTO 2) e EHL 13 (RTO 1 e 2) permaneceram
ao redor de 0,250 (Figura 13B). Baixos valores de VT foram observados nos EHL 10, 11 e
14 (RTO 1), EHL 13 (RTO 2) e EHL 12 (RTO 1 e 2).
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Figura 12 - Tamanho de goticula e indice de polidispersao das nano-emulsdes preparadas
com polissorbato 80 e monooleato de sorbitano.
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Figura 13 - Tamanho de goticula e indice de polidispersao das nano-emulsdes preparadas
com polissorbato 80 e trioleato de sorbitano.
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Tabela 6. Variacdo do tamanho de goticula das nano-emulsdes preparadas com pares de tensoativos nao iénicos.

EHL 10

EHL 11

EHL 12

EHL 13

EHL 14

EHL 15

EHL 16

RTO

P8O/MS P8O/TS P20/MS P20/TS

VGoa VGo,7 VGo,4 VGo,1 VGo7 VGo,14 VGo,1 VGo7 VGous VGo1 VGo7z  VGous
-1138  -1513"  -1437 0,26 0 0,06 76,19 -1339 -2431 22,02 -148  -10,80

-3,83 0,24 -1,45" 1445 (12.46™ <1520 2065 -375 -16,08 885 -0,10 -0,08

3,16 -1,64 17,31 -0,60 -1,26 -0,84 243 558 3178 -0,005 -18,86  -0,10
16,42 -4,20 3,57 222,697 22377 27,117 532  -1194 -043 16,51 -12,59  -12,00
0,87 0,87 -12,40 0,64 -1,40 -0,40 9,81 -1368 -9,86 17,02 -20,86 -36,09"

33,70 1,31 -5,80 -0,61 -0,12 1,28 076  -3,86 9,47 1,39 -1,02 0,60

492 8,727 10,92 6,007 -6,29"" 524" 339 0,77 1,034 043 -1,99  -1,49

3,76 -0,24 2,99 -1,39 -2,32 1,12 124  -036 1,08 126 -1,32  -0,36

31,53™  38,44™ -19,71" -0,68 -1,79 -3,58 227 =219 -2,69 181 029 586

-2,10 3,65 -12,48 -1,66 4,627 7,007 546  -1592 -16,548 2,88 650  -4,53

- - - - - - 0,74 3,63  -4.47 2455 -107E 30,13

- - - - - - 472 -182 254 323 193 21,20

- - - - - - 365 993 -11,83 760 2748 3599

- - - - - - 472 1987 29,55 562 -301 20,78

*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001
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De acordo com Surh; Decker; Mcclements, (2017) é desejavel que nano-emulsdes
estaveis contenham a menor quantidade de tensoativos possivel. Os resultados obtidos
nesse trabalho mostram que de forma geral, a nano-emulsdo com melhores caracteristicas
foi aquela preparada com polissorbato 20 e a mesma quantidade de OEC (RTO 1). Além
do baixo tamanho de goticula e baixa variacdo de tamanho, valores de IPd baixos sugerem
nano-emulsdes monodispersas com uma tendéncia maior a estabilidade cinética, enquanto
gue valores de IPd mais altos s&o indicativos de nano-emulsdes polidispersas com baixa
estabilidade (KATSOULI; POLYCHNIATOU; TZIA, 2017, 2018). Por conseguinte, a nano-
emulsdo preparada com polissorbato 20 na RTO 1 foi escolhida como a nano-emulsao
otimizada.

A nano-emulsdo otimizada foi submetida a uma rampa linear com o aumento de
temperatura. Foi observado que esta ndo induziu alteragGes significativas de 25 a 35 °C (25
°C=121,5+1,0; 30°C =122,6 + 0,7 e 35°C = 120,6 + 0,9) (Figura 14A). Nas temperaturas
superiores foi observada uma tendéncia de reducdo do tamanho de goticula até 65 °C,
guando permaneceu sem grandes alteracfes. O indice de polidispersao permaneceu quase

constante durante toda a rampa de temperatura (Figura 14B)

Figura 14 - Tamanho de particula e indice de polidispersdo da nano-emulsé@o otimizada
submetida a rampa linear de aumento da temperatura.
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A influéncia de ciclos de refrigeracao/restabelecimento de temperatura ambiente
também foi avaliada na formulagdo otimizada (Figura 15). No primeiro ciclo ndo foram
observadas grandes alteracdes, tanto no tamanho de goticula (= 110 nm) quanto no IPd (+
0,250) para ambas as temperaturas. No segundo e no terceiro ciclos, o tamanho médio de
goticula aumentou ligeiramente para aproximadamente 175 nm na temperatura de 25°C,
enquanto o IPd aumentou cerca de 2x o seu valor quando comparado com o inicio do

experimento. Valores maximos de tamanho de goticula e IPd foram observados na
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temperatura de 25°C no quarto ciclo, respectivamente ao redor de 470 nm e 0,500. Na
temperatura de 4°C, em todos os ciclos, ndo foram observadas alteragdes tanto no tamanho
de goticula quanto no IPd, quando comparados aos valores iniciais.

Figura 15 - Tamanho de goticula e IPd da nano-emulséo otimizada submetida a influéncia
de ciclos de refrigeracéo/restabelecimento de temperatura ambiente.
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Em relacdo a RMS, uma diferenca estatistica foi observada somente na relacao
oxidos de Bisabolol/camazuleno (p<0,05) (Figura 16). A analise do grafico leva a sugestao
de que ha uma perda maior de camazuleno, quando comparado aos marcadores quimicos
do OEC. O o6xido de bisabolol tem um logP menor (3,88) e solubilidade em agua maior
(418,89 mg/L) do que o camazuleno, que possui 0s respectivos valores de 5,36 e 0,2945
mg/L. Portanto, seria de se esperar que a migracdo dos marcadores quimicos para a fase
externa aquosa fosse facilitada, quando comparada ao camazuleno. Partindo-se dessa
premissa e considerando-se que tanto a facilitacdo de reacdes de degradacao quanto a
perda por volatilizacao destas substancias levariam a uma diminuigcdo mais pronunciada da
area dos picos do oxido de bisabolol do que da area dos picos do camazuleno, esta hipétese
poderia levar a um incremento do valor da RMS atribuida a relacdo Oxidos de
Bisabolol/camazuleno. Assim, pode-se sugerir que os marcadores quimicos do 6leo
essencial usado neste trabalho (6xidos de Bisabolol) sdo mais protegidos que o

camazuleno, outro sesquiterpenos encontrado no 6leo essencial.

Resultados e discussdo 48



Figura 16 - Variacdo da relacdo de metabdlitos secundarios na hano-emulsdo otimizada.
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A nano-emulséo otimizada e o OEC apresentaram valores de concentragdo minima
bactericida (CMB) acima de 2000 pg/mL para ambas as bactérias testadas, sendo assim
nenhuma diferenca pdde ser observada. No entanto, apesar dos valores de concentracao
minima inibitéria (CMI) do OEC também serem superiores a 2000 pg/mL frente a S. aureus
e E. coli, foi possivel observar que os valores de CMI para a nano-emulsao foram de 2000
pg/mL e 1000 pg/mL, respectivamente, para esses dois microrganismos (Tabela 7). O
tensoativo utilizado para fazer a nano-emulsédo também foi testado na maior concentracéo

da nano-emulséao e do OEC e ndo apresentou nenhuma atividade.

Tabela 7. Concentragdo minima inibitoria (CMI) e concentracdo minima bactericida da
nano-emulsao e do OEC.

CMI and CMB (ug mL™)

Staphylococcus aureus Escherichia coli
MIC MBC MIC MBC
Nano-emulséo 2000 > 2000 1000 > 2000
OEC > 2000 > 2000 > 2000 > 2000

A nano-emulsificacdo de 0leos essenciais concede diversas vantagens quando
comparado a este em sua forma ndo nano-estruturada. Além da notavel melhora na
estabilidade fisica, a atividade biolégica (como a atividade antibacteriana) pode ser
otimizada (DONSI; FERRARI, 2016). Estudos recentes tém demostrado que a CMI de
nano-emulsdes apresentam valores menores quando comparados aos 6leos essenciais
nao nano-emulsionados (MOGHIMI et al., 2016; MOGHIMI; ALIAHMADI; RAFATI, 2017;
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JEMAA et al.,, 2018; NIRMAL et al., 2018). Além disso, em relacdo a produtos
nanoestruturados a base de derivados de camomila, observou-se que nanoparticulas de
prata apresentaram atividade antimicrobiana melhor do que o extrato utilizado para a
sintese destas (DOGRU et al., 2017). Neste contexto pode ser observado que a nano-
emulsificacdo do OEC melhorou a atividade antibacteriana, evidenciada pelo fato que a
nano-emulséo apresentou atividade antibacteriana ao menos duas vezes maior frente a
E.coli do que o 6leo essencial.

Acreditamos que a auto-nanoemulsificagdo sem necessidade de utilizagdo de
tensoativos pode fornecer informacfes valiosas relacionadas ao desenvolvimento desse
tipo de sistema coloidal, 0 que pode nortear o desenvolvimento de outros sistemas. Alguns
parametros do processo podem ser modificados para obter goticulas com distribuicdo mais
estreita e sistemas mais estaveis ou até mesmo facilitar o método de nano-emulsificacdo
e/ou tipo de tensoativo usado se uma nano-emulsao livre de tensoativo desejavel nao for
alcancada. No entanto, algumas perspectivas podem ser abertas com este trabalho, como:

“I” a avaliagao do etanol ou outros solventes verdes / alimenticios como um solvente
anfifilico;

“II” caracterizagao do perfil de terpenos da fase externa até que seja atingido um
equilibrio;

Este trabalho também possibilitou a obtencdo de uma série de nano-emulsdes com
indicativo de estabilidade cinética, onde aquela preparada com 6leo essencial de camomila
e polissorbato 20 mostrou-se vantajosa em termos de custos pela questado do tensoativo
individual envolvido e boas caracteristicas. As suposicfes de uma possivel protecédo das
substancias majoritarias da espécie (0xidos de bisabolol) quando comparadas ao
camazuleno, boa performance em estudos de estresse térmico e que a nano-emulsificacao
do OEC levou a uma melhora de performance em relac&o ao teste antibacteriano

Desse modo, esperamos ndo apenas contribuir para o primeiro relato de um estudo
sobre as propriedades de nano-emulsdes a base dessa importante matéria-prima vegetal,
mas abrem-se perspectivas para utilizagdo de nano-emulsdes obtidas nesse estudo como

protétipos promissores para produtos inovadores.
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ANEXOS

Anexo | - Gréaficos de distribuicdo de tamanho de goticulas das formulacdes feitas
com Polissorbatos individuais
Polissorbato20 (RTO 1) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato20 (RTO 2) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato80 (RTO 1) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato80 (RTO 2) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato81 (RTO 1) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato81 (RTO 2) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato85 (RTO 1) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Polissorbato85 (RTO 2) — A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e D (Dial4)
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Anexo Il - Graficos de distribuicdo de tamanho de goticulas das formulac¢des feitas
com pares de tensoativos

Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 10— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 10— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 11— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 11— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e

D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 13— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 13— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 15— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 15— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 1) EHL 16— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Monooleato de sorbitano (RTO 2) EHL 16— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 10- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 10- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 11- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 11- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 13- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 13- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 15— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 15- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 16— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)

e A
=)
o
g 10
L
=
2 =
o
E
] T et
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}
10
£ 8
o
s
& [
£
w
C
o
E 2
D T
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

10 C

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm}

10

Irntensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Anexos 95



Polissorbato 20/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 16— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 1) EHL 10— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 2) EHL 10— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 1) EHL 11— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 2) EHL 11— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 1) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 2) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 1) EHL 13- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 2) EHL 13- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 1) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Monooleato de sorbitano(RTO 2) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e
D (Dial4)
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 10— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia 7) e

(Dial4
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 10- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 11- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 11- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)

10 A

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Intensity (Percent)

10

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

=)
T 5
2
o
o,
= 4
[
&
£ 2
D +
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}
15 D
£
o
£ 10
o
Ey
2 s
o
E
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Anexos 110



Polissorbato 80/Trioleato de Sorbitano (RTO 1) EHL 12 — A(Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dia 14).
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 12— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dia 14).
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 13— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4).
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 13- A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4).
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 1) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4).
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Polissorbato 80/Trioleato de sorbitano(RTO 2) EHL 14— A (Dia 0), B (Dia 1), C (Dia7) e D
(Dial4)
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