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RESUMO

OTIMIZAGCAO DE NANOEMULSOES CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE
TOMILHO: ESTABILIDADE, ATIVIDADE ANTIFUNGICA E LIBERACAO IN
VITRO

AUTORA: Roberta da Silva Rosso
ORIENTADORA: Cristiane de Bona da Silva
COORIENTADOR: Roger Wagner

Este trabalho teve como principal objetivo a otimizacdo de nanoemuls6es contendo 6leo essencial de tomilho —
Thymus vulgaris (20 mg/mL) obtidas a partir do método de homogeneizagéo sob alta velocidade, sem o emprego
de solventes organicos e elevadas temperaturas, visando explorar a atividade antiflngica do 6leo, decorrente da
presenca de timol e carvacrol em sua composicgdo. O 6leo essencial de tomilho foi identificado quanto ao género
e espécie, caracterizado e quantificado por cromatografia gasosa. Duas nanoemulsdes foram desenvolvidas a
partir de um delineamento experimental utilizando a metodologia de superficie de resposta, diferindo entre si
pelas concentracfes de tensoativos. As nanoemulsdes foram avaliadas quanto a suas propriedades fisico-
quimicas, como tamanho médio de goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e teor de timol, o qual
foi determinado a partir da co-validacdo de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As
formulacgBes apresentaram goticulas de tamanho nanométrico (<150 nm), baixo indice de polidispersdo (0,21 —
0,26), potencial zeta negativo (em torno de -8,0 mV), pH levemente acido (cerca de 5,0) e teor de timol préximo
ao tedrico. Os mesmos pardmetros foram analisados para o estudo de estabilidade (temperatura ambiente e 5 °C)
até 100 dias de armazenamento. Os pardmetros mantiveram-se para a nanoemulsdo com maior concentragéo de
tensoativo, em ambas temperaturas de armazenamento. A fim de investigar a protecdo exercida pelos sistemas
nanoestruturados frente a volatilizagdo dos componentes do 6leo essencial, um segundo estudo de estabilidade
foi realizado a partir da extragdo e concentracdo de amostras das nanoemuls@es pela técnica de microextracdo em
fase sélida (HS-SPME) e posterior quantificagdo por cromatografia gasosa. Para este ensaio, as nanoemulsées
foram armazenadas as temperaturas de 5, 20 e 40 °C, ao abrigo da luz, pelo periodo de 30 dias. Devido ao
volume de dados obtidos e para melhor compreensdo dos resultados, foi aplicada a Analise de Componentes
Principais (ACP). Foi verificado um comportamento distinto para as formulagdes contendo diferentes
concentragdes de agentes emulsionantes. A formulagdo com maior quantidade de tensoativo apresentou
caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas ao sistema nanoestruturado. Deste modo, foi verificado diferenca
significativa (p <0,05) para as formulagBes mantidas a 40 °C, pois apresentaram maior concentracdo de
compostos volateis no headspace no final do estudo, incluindo timol e carvacrol, o que demonstrou maior
desestabilizagdo do sistema. Concomitante a este estudo, foi realizada a avaliacdo da atividade antifingica in
vitro pelo método de difusdo em &gar frente a levedura Candida albicans, com as mesmas formulagBes
armazenadas a 5, 20 e 40 °C, no inicio e no final do periodo de armazenamento. Este ensaio objetivou verificar
se quebras da nanoemulsdo e consequente diminuicdo do Oleo na nanoestrutura influenciava a atividade
antimicrobiana das formulagdes. Ap6s 30 dias, foi observado uma redugdo do halo de inibicdo para todas as
formulagBes quando comparados ao tempo inicial de armazenamento, porém, a menor atividade antifingica foi
verificada para as nanoemulsdes armazenadas a 40 °C, o que € explicado pela maior desestabilizacdo da
nanoemulsdo quando armazenada nesta temperatura. O estudo de liberagdo in vitro do timol a partir das
nanoemulsdes evidenciou a capacidade dos sistemas nanoestruturados em controlar a liberagdo do timol quando
comparado ao 6leo livre (ndo associado).

Palavras-chave: Thymus vulgaris. Timol. Candida albicans. Nanotecnologia. Headspace.






ABSTRACT

OPTIMIZATION OF NANOEMULSIONS CONTAINING ESSENTIAL OIL OF
THYME: STABILITY, ANTIFUNGAL ACTIVITY AND IN VITRO RELEASE

AUTHOR: Roberta da Silva Rosso
ADVISOR: Cristiane de Bona da Silva
CO-ADVISOR: Roger Wagner

The main objective of this work was the optimization of nanoemulsions containing Thymus vulgaris essential oil
(20 mg/mL) obtained from the high speed homogenization method, without the use of organic solvents and high
temperatures, aiming to explore the antifungal activity due to the presence of thymol and carvacrol in its
composition. Thyme essential oil was identified according to genus and species, characterized and quantified by
gas chromatography. Two nanoemulsions were developed from an experimental design using the response
surface methodology, differing among themselves by surfactant concentrations. Nanoemulsions were evaluated
for their physicochemical properties, such as average droplet size, polydispersion index, zeta potential, pH and
thymol content, which was determined by co-validation of analytical methodology by high performance liquid
chromatography. The formulations had nanometer size droplets (<150 nm), low polydispersity index (0.21 -
0.26), negative zeta potential (around -8.0 mV), slightly acidic pH (about 5.0 ) and thymol content close to the
theoretical. The same parameters were analyzed for the stability study (room temperature and 5 °C) up to 100
days of storage. The parameters were maintained for the highest surfactant nanoemulsion at both storage
temperatures. In order to investigate the protection exerted by nanostructured systems against volatilization of
essential oil components, a second stability study was performed from the extraction and concentration of
nanoemulsion samples by the solid phase microextraction technique (HS-SPME) and later quantification by gas
chromatography. For this assay, nanoemulsions were stored at 5, 20 and 40 °C, protected from light for 30 days.
Due to the volume of data obtained and for a better understanding of the results, Principal Component Analysis
(PCA) was applied. A distinct behavior was found for formulations containing different concentrations of
emulsifying agents. The formulation with the highest amount of surfactant presented physicochemical
characteristics more adequate to the nanostructured system. Thus, a significant difference (p <0.05) was
observed for the formulations maintained at 40 °C, as they presented higher concentration of volatile compounds
in the headspace at the end of the study, including thymol and carvacrol, which demonstrated greater system
destabilization. Concomitant to this study, in vitro antifungal activity was evaluated by the agar diffusion method
against Candida albicans yeast, with the same formulations stored at 5, 20 and 40 °C, at the beginning and end
of the storage period. This study aimed to verify if nanoemulsion breakdown and consequent decrease of oil in
the nanostructure influenced the antimicrobial activity of the formulations. After 30 days, a reduction in the
inhibition zone was observed for all formulations when compared to the initial storage time. However, the lowest
antifungal activity was observed for nanoemulsions stored at 40 °C, which is explained by the greater
destabilization of nanoemulsion. when stored at this temperature. The in vitro release study of thymol from
nanoemulsions showed the ability of nanostructured systems to control thymol release when compared to free
(unassociated) oil.

Keywords: Thymus vulgaris. Thymol. Candida albicans. Nanotechnology. Headspace.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas mundialmente pela populacdo ha milhares de anos como
alternativa para tratar diversas patologias em decorréncia das atividades bioativas exercidas
por muitas espécies (SOUSA et al., 2008; CUNHA et al., 2016). Essas atividades bioldgicas
sdo derivadas de compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas (CUNHA et
al.,, 2016) em decorréncia de diversas condicdes ambientais, tornando esses compostos
essenciais para a sobrevivéncia e reproducdo da especie vegetal (ROCKENBACH et al.,
2018).

Os principais grupos de metabdlitos secundarios formados nas espécies vegetais sdo 0s
terpenos, compostos fenolicos e alcaloides (CUNHA et al., 2016; ROCKENBACH et al.,
2018). Os terpenos sdo constituidos de ligagdes de unidades isoprénicas (cinco carbonos),
dando origem aos grupos: hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterpenes, triterpenos e tetraterpenos, que diferem entre si pela quantidade de &omo de
carbono em sua estrutura (SOUZA, 2008; FELIPE; BICAS, 2017). Os monoterpenos e
sesquiterpenos, devido ao menor tamanho de suas cadeias carbdnicas, com 10 e 15 carbonos,
respectivamente, apresentam propriedades de volatilizagéo e, desta forma, sdo os principais
constituintes dos 6leos essenciais (FEHLBERG, 2011; ALMEIDA, 2015).

Por sua vez, os Oleos essenciais sdo substancias apolares, liquidas, levemente
amareladas ou incolores, termoléabeis, com odor caracteristico, extraidas de uma variedade de
plantas (DAMASCENO, 2007). A composicdo dessas substancias volateis sofre interferéncia
de diversos fatores, como alteragfes climaticas, mudancas ambientais ou até mesmo a forma
de cultivo (RAI et al., 2017). Os 6leos essenciais possuem diversas atividades bioldgicas ja
comprovadas e, devido a isso, despertam o interesse de indUstrias farmacéuticas, alimenticias,
agroguimicas e cosméticas (ALMEIDA et al., 2015; MOREIRA et al., 2015).

Dentre a diversidade de 6leos essenciais existentes na natureza, encontra-se o 6leo
essencial derivado da familia Laminaceae, Thymus vulgaris, mais popularmente conhecido
como Oleo essencial de tomilho (BERWICK, 1996). Este Oleo possui atividades
farmacoldgicas ja comprovadas, dentre elas a atividade antifingica (ASPREA et al., 2017),
devido a presenga dos monoterpenos timol e carvarol em sua composi¢do (FLORES, BECK,
SILVA, 2016; ASPREA et al., 2017). Apesar do popular consumo dos 6leos essenciais pelo
mundo, esses compostos apresentam caracteristicas inconvenientes que podem dificultar sua
utilizacdo, como a alta volatilidade, baixa polaridade, odores fortes e muitas vezes
desagradaveis, além de sua instabilidade frente ao calor e umidade (DAMASCENO, 2007).
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Como alternativa para controlar essas desvantagens dispomos de carreadores com dimensdes
nanométricas para veiculago de substancias, denominados sistemas nanoestruturados.

Os sistemas nanoestruturados séo caracterizados por apresentarem tamanho inferior a
1 pm. Este tamanho reduzido proporciona diversas vantagens ao contornar problemas
apresentados por determinadas substancias ativas, como aumentar a superficie de contato e,
deste modo, favorecer as atividades bioativas; proporcionar o aumento da solubilidade de
substancias apolares; mascarar odor e sabor e controlar a liberacdo dos componentes a eles
associados (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; HUYNH et al., 2009; MISHRA;
PATEL; TIWARI, 2010). O tipo de nanocarreador utilizado depende das propriedades fisico-
quimicas das substancias em estudo e da via de administracdo, de modo que possibilite sua
aplicacdo. Desde modo, os principais sistemas para incorporacdo de substancias de interesse
farmacéutico sdo os lipossomas (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007), as
nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocapsulas) (CONTRI et al.,, 2014), as
nanoparticulas lipidicas (nanoparticula lipidica sélida e carreador lipidico nanoestruturado)
(CHEN et al., 2014) e as nanoemulsées (BOUCHEMAL et al., 2004).

As nanoemulsdes, sistema nanoestruturado utilizado neste trabalho, sdo formadas pela
mistura de dois liquidos imisciveis estabilizados por agentes emulsionantes, sendo estes 0s
responsaveis por diminuirem a tensdo interfacial entre as fases do sistema (PEREIRA, 2011;
PISOSCHI et al., 2018; PRAKASH et al., 2019). Esses sistemas podem ser formados por dois
processos: métodos que empregam baixa energia de emulsificacdo a partir da energia quimica
pertencente ao sistema ou que utilizam alta energia de emulsificacdo, fornecendo energia
mecanica ao sistema (BRUXEL et al., 2012). As goticulas formadas apresentam tamanho na
faixa de 100 a 600 nm (POHLMANN et al., 2013).

Levando em consideracdo o exposto, este trabalho visou estudar o desenvolvimento
tecnolégico de nanoemulsdes para a veiculacdo do 6leo essencial de tomilho, excluindo a
utilizacdo de altas temperaturas e o emprego de solventes organicos, a partir de um método
rapido e econémico, visando explorar sua acentuada atividade antifungica sem a associacao

com substancias sintéticas para possivel aplicacdo no tratamento topico de infeccdes fungicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e otimizar nanoemulsdes contendo 6leo essencial de tomilho (Thymus

vulgaris) empregando metodo de alta energia de emulsificacdo e avaliar aspectos relacionados

a estabilidade, liberacdo in vitro e atividade antifungica das formulagdes desenvolvidas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar e quantificar os componentes volateis do 6leo essencial de tomilho;

e Realizar um estudo de pré-formulacgdo utilizando um delineamento composto central;

e Preparar nanoemulsdes contendo 6leo essencial de tomilho;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das formulacGes em relacdo ao diametro

médio de goticulas, indice de polidispersao, potencial zeta, pH e teor de timol;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes armazenadas a 5 e 25 °C por
até 100 dias;

e Auvaliar a abundancia dos componentes volateis do 6leo essencial de tomilho no
headspace das nanoemulsfes desenvolvidas apos serem armazenadas a temperaturas

de 5, 20 e 40 °C por 30 dias como preditivo de estabilidade das formulacdes;
e Avaliar a influéncia da temperatura na atividade antifingica das nanoemuls6es
contendo 6leo essencial de tomilho, apds submeter as amostras as temperaturas de 5,

20 e 40 °C, por um periodo de 30 dias;

e Auvaliar a liberag&o in vitro do timol a partir das nanoemulsoes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS E METABOLISMO VEGETAL

A utilizacéo de plantas na cultura mundial é datada deste o inicio da civilizag&o, pois o
homem desde o comeco da histdria as utilizavam para fins medicinais (CARNEIRO et al.,
2014). Mesmo com o passar dos anos, este recurso natural é ainda explorado e estudado
devido a variedade de atividades bioldgicas presentes nesses vegetais, sendo este interesse
comum em diferentes areas, como farmacéuticas, cosméticas, alimenticias e agroquimicas
(ATHAYDES, 2010).

As plantas fazem parte da biodiversidade, sendo que o Brasil detém 20% da
biodiversidade mundial, tornando-se o pais com maior diversidade de espécies do mundo.
Toda essa riqueza vegetal estd disposta em seis biomas terrestres contabilizando,
aproximadamente, 43.020 espécies vegetais conhecidas no pais (BRASIL, 2019). Com o
patrimdnio genético nacional tdo rico, diversas pesquisas cientificas com plantas vem sendo
realizadas, objetivando explorar positivamente os bioativos presentes nas espéecies vegetais
(CARNEIRO et al., 2014).

Diversas substancias bioativas sdo responsaveis pela atividade bioldgica dos vegetais,
substancias estas proveniente da biossintese do metabolismo vegetal das plantas (CUNHA et
al., 2016). O metabolismo vegetal, definido como o conjunto de rea¢cdes quimicas que ocorre
permanentemente em cada célula, gera compostos quimicos transformados ou degradados,
denominados metabdlitos. Os metabdlitos compreendem dois grupos: os metabolitos
primarios, que sdo indispensaveis a vida e comum ao seres Vivos, e 0s metabolitos
secundarios, que sdo compostos sintetizados sem carater essencial, mas que asseguram
vantagens para o desenvolvimento e permanéncia da planta no meio ambiente, atuando como
mecanismo de defesa, protegendo das mudancas de temperatura, exposicdo a luz e raios
ultravioletas, niveis de a4gua e até mesmo na deficiéncia de alguns minerais, além de repelir
predadores. Estes metabolitos secundarios sdo normalmente substancias de baixo peso
molecular, encontradas em baixas concentracbes e com atividades farmacoldgicas
pronunciadas (STEFFENS, 2010; SILVA, 2013; ROCHA, 2013).

A partir do metabolismo secundéario vegetal ha a formacdo de trés grandes grupos:
terpenos (com origem a partir do acido mevalénico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato),

compostos fenolicos (derivados do acido chiquimico ou &cido mevaldnico) e os alcaloides
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(com origem dos aminoacidos arométicos, como o triptofano e a tirosina) (ROCHA, 2013;
TEIXEIRA, 2017), como ilustra a Figura 1.

Figura 1 — Principais vias do metabolismo secundario das plantas
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Fonte: (Adaptacdo de TEIXEIRA, 2017, p. 20).

Tendo em vista que a abordagem principal e o material de estudo deste trabalho foi a
utilizacdo de um oOleo essencial para o desenvolvimento de nanoemulsbes, € importante

destacarmos a origem terpénica e fenilpropandide dessas substancias volateis.

3.1.1 Terpenos

Os terpenos sd&o um dos principais grupos formados a partir do metabolismo
secundario das plantas. Estes compostos apresentam uma dupla ligacdo carbono-carbono,
caracterizando-se como um hidrocarboneto insaturado. Existem terpenos que possuem em sua
estrutura moléculas de oxigénio, estes passam a ser denominados terpenoides. Sua
constituicdo se baseia em unidades de isoprenos (cinco carbonos) que se ligam por ligacdo 1 —
4 (“cabega-cauda”) conforme ilustrado na Figura 2. Existem terpenos que formam ligacoes
quimicas diferentes, como € o caso do B-caroteno, considerado um terpeno irregular, pois as
unidades de isoprenos sdo unidas por ligacdo 4 — 4. Outros terpenos se unem por ligacGes
cruzadas, no caso de terpenos ciclicos, como o limoneno (FELIPE; BICAS, 2017).
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A ligacdo das estruturas isoprénicas possibilita a formacdo dos grupos de terpenos,
sendo eles, hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyp),
sesterpenes (Cys), triterpenos (Cgp) e tetraterpenos (Cs) (PETERSEN, 2006; JAKIEMIU,
2008; SOUZA, 2008; FELIPE; BICAS, 2017).

Figura 2 — Representacdo da (a) estrutura quimica do isopreno (CsHsg) e (b) ligacdo 1 — 4
(“cabeca-cauda”) de isoprenos

(@) :

“Cabecga™ “Cauda”

(b)
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Fonte: (Adaptacdo de FELIPE; BICAS, 2017, p. 122).

Os terpenos podem ser sintetizados por duas rotas metabdlicas, a partir da via
mevalonato (MVVA) ou da via metileritritol fosfato (MEP), proveniente do piruvato e 3-
fosfoglicerato, como é possivel observar na Figura 3.

A sintese dos terpenos a partir da via do MVVA em plantas, ocorre no citoplasma e na
mitocondria. Esse processo se inicia pela condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA que
apos a atividade da enzima HMG-CoA-sintase, forma o éster 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA). Este produto é entdo reduzido pela enzima HMG-CoA redutase para produzir
MVA. Em sequéncia o MVA é convertido a mevalonato-5-fosfato (MVAP) pela enzima
MVA quinase e, apds, a MVAP é fosforilada, agora pela enzima MVAP quinase, para
produzir o mevalonato-5-difosfato (MVAPP). A enzima MVAPP descarboxilase converte o
MVAPP em isopentil-pirofosfato (IPP). Esta molécula sofre isomerizagdo e é convertida em
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) pela enzima IPP isomerase. A condensacdo dessas duas
moléculas origina geranilpirofosfato, pela acdo da enzima preniltransferase, sendo esse o
precursor de todos os isoprendides (JAKIEMIU, 2008; SOUZA, 2008; ATHAYDES, 2010).
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Figura 3 — llustracdo das rotas metabdlicas precursoras dos metabdlitos secundarios das
plantas
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Fonte: (Adaptacdo de SOUZA, 2008, p. 100).

Outra rota que sintetiza terpenos em uma variedade de plantas é a via do metileritritol
fosfato (MEP) (DUBEY; BHALLA; LUTHRA, 2003). O piruvato e o 3-fosfoglicerato (3-
PGA) sdo os precursores desta via e as enzimas que realizam as reacfes localizam-se nos
plastidios. A condensagdo destes compostos a 1-desoxixilulose-5-fosfato (DXP) pela enzima
DXP sintase € a reacdo de inicio dessa rota bioquimica para formacdo dos terpenos. Em
seguida, a enzima DXP redutoisomerase catalisa a reacdo convertendo DXP em MEP que
posteriormente sofre acdo da enzima 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintase e é
transformado em 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol (CDP-ME). Seguindo a rota, ocorre a
fosforilagdo da CDP-ME pela enzima 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol quinase (CMK)
dando origem a 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-ME2P), a qual ¢
substrato para a formacgdo de 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (ME-cPP) pela enzima
ME-cPP sintase. A rota chega ao fim quando a molécula anterior é convertida a IPP e
DMAPP por meio do intermediario 1-hidroxi-2C-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato (HMBPP),
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sendo as enzimas HMBPP sintase e HMBPP redutase as catalisadores destas reacOes
(ATHAYDES, 2010). A Figura 4 ilustra essas duas rotas bioquimicas da sintese dos terpenos.

Figura 4 — Sintese de terpenos pela rota biogquimica do acido mavalénico e do piruvato e 3-
fosfoglicerato
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Fonte: (Adaptagdo de PETERSEN, 2006, p. 37).

A volatilidade dos terpenos esta associado ao tamanho da sua cadeia carb6nica, por
IS0, 0S monoterpenos e sesquiterpenos, com 10 e 15 carbonos, respectivamente, sdo
substancias volateis. Por essa caracteristica, sdo mais frequentes nos 0leos essenciais as
unidades isoprénicas monoterpénicas (cerca de 90% dos Oleos essenciais) e sesquiterpénicas
(FEHLBERG, 2011; ALMEIDA, 2015). A ocorréncia dos monoterpenos se da em diferentes
orgdos das plantas, podendo ocorrer em pélos glandulares no caso da familia Lamiaceae,
canais oleiferos como nas Apiaceae, células parenquimaticas diferenciadas como na

Lauraceae, Piperaceae e Poaceae, entre outros (SANTANA, 2013).
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3.1.2 Fenilpropanoides

Os fenilpropandides costumam ser substancias volateis, sendo considerados,
juntamente com 0s monoterpenos e sesquiterpenos, constituintes dos Oleos essenciais
(JAKIEMIU, 2008), pois algumas espécies possuem quantidades significativas destes
compostos (BIASE; DESCHAMPS, 2009).

Os derivados fendlicos também sdo provenientes do metabolismo secundario vegetal
(VELOSO et al., 2014). Estes compostos sdo constituidos por um anel aromatico unido a uma
cadeia de trés carbonos, como por exemplo o eugenol (ROCHA, 2013), demonstrado na
Figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica do fenilpropanoide eugenol
0
X .

OH

Fonte: (Proprio autor).

A obtencdo deste composto ocorre pela unido de dois metabdlitos: o fosfoenolpiruvato
(PEP) decorrente da glicdlise e eritrose-4-fosfato, da via pentose-fosfato. Uma série de
reacOes sdo realizadas para a formacdo do corismato, produto final da via do &cido
chiquimico, sendo este o precursor dos trés aminoacidos aromaticos: triptofano, tirosina e
fenilalanina (JAKIEMIU, 2008) como mostra a Figura 6.

A fenilalanina perde uma molécula de aménia pela acdo da enzima fenilalanina
amonia-liase (FAL), enzima esta considerada chave da regulacdo da via metabdlica dos
fenilpropanoides, formando acido cindmico, o qual é a origem da biossintese da maioria dos
compostos classificados como fenilpropanoides (GOMES, 2011; LOPES, 2015).
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Figura 6 — Metabolismo dos compostos fenolicos em plantas
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Fonte: (Adaptagdo de LOPES, 2015, p. 37).
* FAL: Fenilalanina amonia-liase

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Formados a partir do metabolismo secundario das espécies vegetais, 0s Oleos
essenciais, também conhecidos por outras denominacdes como Gleos volateis, 6leos etéreos
ou esséncias, diferenciam-se dos 0leos vegetais fixos (formados por triglicer6is provenientes
normalmente de sementes) pela sua alta volatilidade (ROCHA, 2013). Sdo formados por uma
associacdo complexa de substancias naturais, visto a diversidade de grupos funcionais dos
seus constituintes, dentre eles, hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, ésteres, aldeidos, fenois e
éteres (LIMA et al., 2010; ALMEIDA, 2015). Os 0leos essenciais sdo misturas aromaticas
lipofilicas, que se apresentam na forma liquida, levemente amarelada ou incolor, instaveis na
presenca de calor e umidade, com forte odor caracteristico, soliveis em solventes organicos,
baixa polaridade e extraidas de diferentes partes da planta (folhas, flores, frutos e raizes)
(DAMASCENO, 2007). A obtencdo destes dleos se concentram normalmente em paises
tropicais e na regido do Mediterrdneo (BAKKALI et al., 2008). A composi¢do dos 6leos pode
ser afetado por diversas razdes, dentre elas, mudancas ambientais e de cultivo, fazendo com
gue uma mesma espécie apresente diferentes composicoes devido a fatores como temperatura,
umidade, luz, latitude e altitude (RAI et al., 2017).

Estes compostos aromaticos além de serem bastante utilizados nas induastrias

cosméticas e na fabricacdo de perfumes, por apresentarem aromas marcantes e caracteristicos,
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também possuem atividades farmacoldgicas importantes, como analgésica, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antibacteriana, anticonvulsivante e inseticida (ALMEIDA et al., 2015;
MOREIRA et al., 2015).

Estudos vem sendo realizados com diversos 6leos essenciais na busca de alternativas
para novas terapias farmacoldgicas e emprego em outras areas de interesse. Khaleque e
colaboradores (2016) analisaram a acdo dos 6leos essenciais de cravo (concentragdo de 5 e
10%) e canela (concentracdo 2,5 e 5%) na inativacdo da bactéria patogénica Listeria
monocytogenes em carne moida. Apos executado o protocolo teste e obtido os resultados, foi
possivel verificar que a utilizacdo do dleo de cravo a 10%, aliado a outros métodos de
conservacao, como por exemplo a refrigeracdo, pode favorecer o controle de patdgenos em
produtos carneos.

Flores e colaboradores (2015) investigaram a atividade antiflngica de suspensdes de
nanocépsulas e nanoemulsdes contendo Oleo essencial de Melaleuca alternifolia no
crescimento de C. albicans a partir da avaliacdo in vitro do perfil de inibicdo da levedura apds
0,5, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. O estudo demonstrou que as nanoestruturas foram capazes de
reduzir o crescimento de C. albicans, no entando as nanocépsulas poliméricas reduziram e
controlaram o crescimento do fungo por mais tempo, chegando a 72 horas.

Moreira e colaboradores (2016) avaliaram, por meio de analise in vitro, o potencial
acaricida do oleo essencial extraido de folhas do alecrim-pimenta (Lippia sidoides) na
mortalidade de abelhas Apis mellifera L. e do acaro que parasita essas abelhas, denominado
Varroa destructor. As andlises demostraram que o Oleo essencial do alecrim-pimenta
apresentou uma mortalidade progressiva significativa do &caro, simultaneamente, uma menor
mortalidade das abelhas, se apresentando como um promissor acaricida.

A fim de investigar alternativas de terapias farmacoldgicas, Zimath e colaboradores
(2017) avaliaram o efeito do 6leo essencial da planta Piper amplum no sistema nervoso
central de camundongos fémeas Swiss (doses de 50, 100, 150 mg/kg, v.0) e verificaram
atividade antidepressiva no teste do nado forgado nas doses testadas.

Baldim e colaboradores (2019) desenvolveram sistemas lipidicos nanoestruturados
contendo Oleo essencial de Lippia sidoides (alecrim-pimenta) e investigaram sua atividade
frente a C. albicans. Os resultados encontrados demonstraram que as formulacGes e 0 6leo
essencial puro apresentaram potente atividade contra a levedura, com Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) entre 156 e 312 pg/mL. Os autores sugerem que €ssa tecnologia é uma
alternativa eficaz para melhorar a estabilidade do 6leo e desenvolver sistemas antimicrobianos

promissores contra agentes patdgenos resistente a multiplos farmacos.
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3.2.1 Obtencao de 06leos essenciais

O processo de obtencdo dos Oleos essenciais das plantas aromaticas se da por
diferentes métodos de extracdo. A escolha do método empregado é importante pois pode
influenciar a composicdo dos Oleos e haver alteracdo de suas caracteristicas bioativas.
Dependendo da localizagdo do 6leo essencial no vegetal, é escolhido 0 método que deve ser
empregado, para que ndo haja influéncia e as caracteristicas fisico-quimicas nao sejam
alteradas (BUSATO et al.,, 2014; JAKIEMIU, 2008). Os métodos mais comumente
empregados sdo arraste direto por vapor d’agua, hidrodestilagdo, extragdo com solventes
organicos e extracdo com fluidos supercriticos (ROCHA, 2013). As técnicas de prensagem a
frio e enfloragao (“enflourage”) ndo sdo tdo usuais, mas em alguns casos ainda sdo
empregadas (BIASE; DESCHAMPS, 2009).

O método de arraste por vapor d’agua ¢ uma técnica relativamente mais econdmica se
comparada a outros métodos. Baseia-se na vaporizacao de temperaturas menores do que as de
ebulicdo de cada um dos componentes por uma corrente direta de vapor d’agua (STEFFENS,
2010). Na pratica, o material vegetal é colocado em uma placa perfurada, esta € mantida a
uma certa distancia do fundo do extrator, de modo que ndo entre em contato com a agua em
ebulicdo e assim passe por uma corrente de vapor, condensando a mistura de vapores do 6leo
e da agua para que ocorra a separacdo por diferenca de densidade (JAKIEMIU, 2008). O
inconveniente deste método € a possibilidade dos constituintes dos éleos sofrerem degradacéo
térmica ou hidrélise, causando mudancas no aroma e até mesmo afetar a reproducdo de
fragrancias caracteristicas desses vegetais aromaticos (STEFFENS, 2010).

Outro método muito utilizado é o processo de hidrodestilagdo. Essa técnica é a mais
difundida nas industrias para extracdo de compostos volateis (ROCHA 2013). A agua e 0
material em ebulicdo ficam em contato, o vapor faz com que haja a abertura das paredes
celulares e o 6leo que esté entre as paredes evapore juntamente com a agua e se direcione para
0 condensador, onde acontece o resfriamento e a separacdo por diferenca de densidade. Em
escala laboratorial este processo é realizado em aparelho de Clevenger (JAKIEMIU, 2008).

A extracdo com solventes organicos permite maior extracdo a menores temperaturas.
Esta técnica consiste em separar compostos que apresentam diferenca de solubilidade. Deste
modo, é necessario adicionar um solvente que seja capaz de solubilizar as substancias e ao
mesmo tempo ndo seja solivel em agua (ROCHA, 2013). Normalmente solventes apolares
sdo utilizados, como por exemplo, diclorometano, éter, etanol e hexano, e devem ser

cuidadosamente escolhidos, uma vez que o solvente interfere na composicéo, qualidade e
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rendimento da extracdo. Esta técnica possui a desvantagem de nédo ser seletiva, pois além de
extrair os Oleos essenciais, também remove compostos lipofilicos (JAKIEMIU, 2008;
ROCHA, 2013).

A obtencdo dos 6leos essenciais pela extracdo com fluido supercritico € outra técnica
atualmente utilizada. Os fluidos supercriticos caracterizam-se por serem fluidos densos néo
condensaveis (BRUNNER, 2004), os quais atingem o estado supercritico quando sua pressao
e temperatura sdo maiores que seus valores criticos (ABAIDE, 2016). Para melhor
compreensdo, define-se temperatura critica sendo a mais alta temperatura na qual um gas
pode ser convertido em liquido pelo aumento da pressdo, e pressdo critica é a mais alta
pressdao na qual um liquido pode ser convertido a um gas pelo aumento de temperatura
(PEREIRA, 2015). O estado supercritico é obtido por meio do aumento simultaneo da
temperatura e da pressdo da substdncia, modificando a aglomeracdo entre as moléculas e,
desta forma, a densidade da substéncia é alterada. Assim, o poder de solvatacdo é modificado,
alterando o comportamento quimico da mesma (ROCHA, 2013). O solvente mais utilizado é
o dioxido de carbono por apresentar menor custo, estar facilmente disponivel e ser
considerado mais seguro, mas existem outros que podem ser utilizados, como hexano, butano,
pentano, 6xido nitroso (ABAIDE, 2016). Essa técnica associa algumas vantagens, como a
facilidade do solvente ser removido do soluto a partir da reducdo de pressdo e ajuste de
temperatura, além de ser um processo relativamente rapido por causa da baixa viscosidade e
emprega pouco ou nenhum solvente organico (PEREIRA, 2015). O alto custo do processo € a
Unica desvantagem para implementacédo da técnica (JAKIEMIU, 2008).

A técnica de prensagem a frio é normalmente utilizada para extracdo de Oleos
essenciais citricos, como o de laranja. Neste processo, as frutas sdo prensadas e entdo
extraidos tanto o suco como o 0Oleo essencial. Apds, é realizada a decantacdo, centrifugacéo ou
destilacdo fracionada para a obtencdo dos compostos volateis. Ja a técnica de enfloracdo
extrai 0s Oleos a partir da deposicdo manual de pétalas ou flores sobre placas de gordura, em
temperatura ambiente e por um determinado periodo de tempo, ja que a gordura possui uma
grande capacidade de absorver os constituintes volateis. Esta operacdo se repete até que a
camada de gordura esteja completamente saturada e seja retirada com auxilio de espatulas.
Em seguida, o material contendo a gordura e o 6leo é derretido e armazenado. Para extrair o
6leo da matriz gordurosa utilizam-se solventes. Essa extracdo é utilizada para flores que
continuam suas atividades fisiologicas com producdo de 6leo essencial por um certo periodo
de tempo, como o jasmim (BIASE; DESCHAMPS, 2009).
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3.2.2 Oleo essencial de Thymus vulgaris L.

A planta popularmente conhecida como tomilho e cientificamente denominada T.
vulgaris é uma planta aromatica, ja usada pelas antigas civilizacbes como planta medicinal,
além de ser também utilizada na culinaria (ROCHA et al., 2012). Pertencente a familia
botanica Laminaceae, possui cerca de 150 géneros e, aproximadamente, 2800 espécies
distribuidas mundialmente, sendo a regido do Mediterraneo o maior centro de disperséo desta
planta (JAKIEMIU et al., 2010). O T. vulgaris se desenvolve na forma de um subarbusto
perene, ereto, ramificado, atingindo no maximo 50 cm de altura, com os ramos cobertos por
folhas simples, pequenas, verde escuras, com formato oval, apresentando entre 6-12 mm de
comprimento e suas flores sdo brancas ou lilas (ROCHA, 2013; LIMA. W., 2018). Pode-se
destacar a salvia (Salvia officinalis), o0 manjericdo (Ocimum basilicum), o orégano (Origanum
vulgaris L.) e a manjerona (Origanum majorana L.) como espécies também pertencentes a
essa familia (ROCHA et al., 2012; ROCHA, 2013).

O tomilho é utilizado pela populacdo como aditivo alimentar, como conservante de
alimentos e, devido as suas propriedades bioldgicas, estd sendo cada vez mais explorado seus
beneficios medicinais (OLIVEIRA, 2016). Na literatura cientifica diversas atividades
farmacoldgicas deste 6leo sdo relatadas, como atividades antimicrobiana, antibacteriana,
antioxidante, expectorante, pesticida, anti-espasmodica e carminativa (JAKIEMIU et al.,
2010; ROCHA et al., 2012; ASPREA et al., 2017).

Como principal abordagem deste trabalho, a atividade antifingica do éleo essencial de
tomilho esté relacionada com a presenca de timol e carvacrol (ROCHA et al., 2012; ROCHA,
2013; FLORES, BECK, SILVA, 2016; ASPREA et al., 2017), cujas estruturas quimicas

podem ser visualizadas na Figura 7.
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Figura 7 — Estrutura quimica dos compostos timol (a) e carvacrol (b)
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Fonte: (Proprio autor).

O timol, também conhecido por 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol, e seu isdbmero carvacrol,
com a denominacdo de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol, diferem estruturalmente apenas pela
posicdo do grupo hidroxila no anel fendlico (ALMEIDA, 2015). Ambos sdo monoterpenos,
possuem a mesma férmula molecular (C10H140) e peso molecular de 150,22 g/mol (NIST,
2019); entretanto, o timol apresenta-se como um pd branco cristalino, em temperatura
ambiente e o carvacrol na mesma temperatura apresenta-se na forma liquida (ALMEIDA,
2015; MORAES, 2015). O timol apresenta baixa solubilidade em agua e baixa palatabilidade,
isso devido ao seu sabor e odor desagradaveis (MARCHESE et al., 2016).

O oleo essencial de tomilho esta sendo cada vez mais estudando em diferentes areas de
interesse. Em 2007, Santoro e colaboradores investigaram o efeito dos 6leos essenciais de
orégano e tomilho contra o parasita Tripanossoma cruzi. Os testes foram realizados com
cultura de epimastigotas e tripomastigotas da corrente sanguinea, que foram incubados por 24
horas com diferentes concentracbes dos Oleos essenciais. Os dados encontrados foram
referentes a concentracdo inibitdria 50 (ICsp) determinada pela contagem celular. Ambos os
Oleos apresentaram atividade contra o parasita, sendo que o 0leo de tomilho apresentou uma
maior atividade, pois apresentou 1Cso menor. Este trabalho abriu perspectivas para o estudo
mais aprofundado de novas substancias de origem vegetal para o tratamento de doencas
parasitarias.

Em 2014, Giarratana e colaboradores investigaram a atividade larvicida do o6leo
essencial de tomilho no tratamento da doenca anisaquiase, causada a partir da ingestdo de
frutos do mar e peixes cruz ou mal cozidos, pelo parasita da familia Anisakinae. O primeiro

passo dos testes in vitro foi manter as larvas em contato com uma solucéo agua:vinagre (1:1),
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3% de cloreto de sodio e 1% de &cido citrico, simulando a solu¢do marinada utilizada por
diversos produtores, acrescidas de concentragdes testes do leo (0,1%, 0,5%, 1%, 5% e 10%);
0 segundo passo experimental foi realizado em sementes de girassol com as mesmas
concentracdes de 6leo para reproduzir a embalagem normal pds-marinada e armazenamento
que normalmente € feito com 6leo. Os testes demonstraram que a concentracao de 5 e 10% de
6leo essencial causaram a morte de todas as larvas apds 14 horas de experimento e sugerem
maiores estudos na investigacdo do 6leo e no possivel processo industrial.

Nunes e colaboradores (2016) realizaram um estudo evidenciando a atividade
antifungica do 6leo essencial de tomilho contra isolados clinicos de Cryptococos neoformans,
responsavel por causar meningoencefalite em paciente imunocomprometidos. Testes de
microdiluicdo em caldo comprovaram a eficacia contra os isolados flngicos, com
concentracdes inibitérias minimas variando de 32 a 128 pg/mL; os testes de interacdo in vitro
do 6leo e fluconazol demonstraram ndo haver potencializagdo da atividade antifungica do
farmaco. O efeito no metabolismo celular fungico foi, também, avaliado e os resultados
mostraram alteracGes na atividade enzimatica mitocondrial apenas em concentracdes > 1.024
pg/mL e os resultados da acdo do 6leo em eritrocitos humanos indicaram que ele possui baixa
atividade citotoxica. Esses resultados mostram potencialmente este 6leo como uma alternativa
para o tratamento da criptococose.

Reyes-Jurado e colaboradores (2019) verificaram a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais comerciais de orégano (Lippia berlandieri), tomilho (T. vulgaris) e mostarda
(Brassica nigra) contra uma série de bactérias e fungos por meio do teste de difusdo em fase
de vapor por cromatografia gasosa, na qual os microrganismos testados foram expostos aos
vapores dos Oleos essenciais e 0s resultados expressos como concentragdes inibitorias
minimas (CIMs). Os 0leos apresentaram atividade antimicrobiana significativa, com CIMs na
faixa de 0,012 a 1 pg/mL, sugerindo que os 0Oleos testados podem ser usados para proteger
alimentos embalados contra o crescimento de microrganismos.

Apesar do consumo in natura das plantas aromaticas e da utilizagdo de seus 6leos
essenciais em todo mercado nacional e internacional (BRITO; PEREIRA; AMARAL, 2006),
existem desvantagens associadas ao emprego desses Oleos volateis que impossibilitam ou
reduzem sua utilizacdo, como, por exemplo, a alta volatilidade, instabilidade frente ao calor,
baixa solubilidade, odor desagradavel (DAMASCENO, 2007). Deste modo existem
tecnologias que proporcionam minimizar esses inconvenientes, como 0s sistemas

nanoestruturados, possibilitando sua utilizacdo de forma ampla em diversas areas.
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3.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

A nanotecnologia, definida como a manipulacdo da matéria, envolvendo modificacdes
fisicas e quimicas para produzir materiais em nanoescala (SIMONAZZI et al., 2018), tem
apresentado seus potenciais, beneficiando diversos segmentos, como alimenticio, eletrénico,
agricultura, medicina, no ambito médico-hospitalar, estética e produtos farmacéuticos
(PASCHOALINO, MARCONE, JARDIM, 2010; CHHIPA, 2017).

Dentre os materiais nanotecnélogicos, encontram-se 0s sistemas nanoestruturados, que
sdo carreadores nanométricos de compostos bioativos ou substancias ativas. Esses sistemas
apresentam tamanho inferior a 1 um, proporcionando o aumento da superficie de contato e
favorecendo as atividades das substancias em seus alvos. Essa tecnologia pode ser utilizada
como uma alternativa para minimizar desvantagens apresentadas por algumas substancias
ativas, uma vez que proporcionam o aumento da solubilidade de substancias lipofilicas,
contornam instabilidades frente a luz, calor e oxidagdo, mascaram odores e sabores, controlam
a liberacdo das substancias e diminuem a toxicidade (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
2007; HUYNH et al., 2009; MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010).

Dentre os principais sistemas nanoestruturados para incorporacdo de bioativos
encontram-se os lipossomas (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007), as
nanoparticulas poliméricas (nanocédpsulas e nanoesferas) (CONTRI et al., 2014), as
nanoemulsdes (BOUCHEMAL et al., 2004) e as nanoparticulas lipidicas (hanoparticula
lipidica solida e carreador lipidico nanoestruturado) (CHEN et al., 2014).

Os lipossomas, representado na Figura 8 (a), possuem caratér anfifilico, uma vez que
sdo organizados por bicamadas lipidicas ao redor de um nucleo aquoso, no qual os
componentes hidrofilicos podem ficar confinados e os compostos lipofilicos podem ser
encapsulados na bicamada de lipidios. Esses sistemas podem incorporar substancias
lipofilicas, hidrofilicas ou até mesmo anfifilicas (MATOS; LUCCA; KOESTER, 2018).

As nanoparticulas poliméricas incluem as nanocépsulas e nonoesferas, que diferem
entre si pela composicéo e disposicdo estrutural (SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003). As
nanocapsulas [Figura 8 (b)] sdo sistemas vesiculares, na qual sua cavidade consiste de um
nucleo oleoso ou aquoso envolto por uma camada polimérica. Os principios ativos podem
ficar entdo dispersos nesse nucleo ou adsorvidos na parede polimérica (LIMA. R., 2017,
MATOS; LUCCA; KOESTER, 2018). Ja as nanoesferas [Figura 8 (c)], sdo formadas por uma
matriz polimérica onde o farmaco ou bioativo pode ficar retido ou adsorvido na estrutura
(SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003; LIMA. R., 2018).
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As nanoemulsdes [Figura 8 (d)], por sua vez, séo dispersdes compostas por uma fase
dispersa em outra, podendo ser formadas nanoemulsdes éleo/dgua ou &gua/dleo. Nesses
sistemas ndo ha o emprego de polimeros (ASSIS et al., 2012).

Outros nanocarreadores que compdem 0s sistemas nanoestruturados sao as
nanoparticulas lipidicas sélidas, demostrada na Figura 8 (€), na qual possuem o ndcleo
composto por lipideos solidos a temperatura ambiente. Os mais utilizados compreendem
triglicerideos, acidos graxos, esterdis e ceras (TAVEIRA, 2009; ASSIS et al., 2012). J& os
carreadores lipidicos nanoestruturados, Figura 8 (f), diferem do anterior pela incorporacéo de
um lipidio liquido (6leo) juntamento com o lipidio sélido (WISSING; KAYSER; MULLER,
2004).

Considerando as vantagens oferecidas pelas substancias veiculadas aos
nanocarreadores e pelo tipo de sistema nanoestruturado que compde este estudo, esta revisdo

tera como foco as nanoemulsoes.

Figura 8 — Representacdo esquematica dos sistemas nanoestruturados (a) lipossoma (b)
nanocapsula (c) nanoesfera (d) nanoemulsdo (e) nanoparticula lipidica solida (f)
carreador lipidico nanoestruturado

) ™

Fonte: (Proprio autor).
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3.3.1 Nanoemulsodes

As nanoemulsGes sdo sistemas que apresentam tamanho de goticulas na faixa
nanométrica, entre 100 e 600 nm (POHLMANN et al., 2013), formadas pela mistura de dois
liquidos imisciveis, na qual uma fase esta dispersa na outra, podendo ser formadas emulsées
6leo/agua (O/A) ou &gua/dleo (A/O) (PISOSCHI et al., 2018). Com a funcéo de diminuir a
tensao interfacial entre as duas fases, sdo utilizadas substancias denominadas tensoativos, que
favorecem a estabilidade cinética ao formarem um filme ao redor das goticulas da fase
dispersa, estabilizando o sistemas e prevenindo os fendmenos de instabilidade (PEREIRA,
2011).

Dentre os fendmenos de instabilidade que podem ocorrer com as nanoemulsfes, a
floculacdo, cremeacdo, coalescéncia e maturacdo de Ostwald sdo os mais observados
(FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA, 2004; PEREIRA, 2011; BRUXEL et al., 2012).
Caracterizada por apresentar uma forca de atracdo superior a forca de repulsdo, a floculagéo
apresenta uma adesdo muatua dos globulos da fase dispersa, porém, esse fendmeno é
reversivel, pois mantém a integridade individual do sistema (WILD, 2010; PEREIRA, 2011,
BRUXEL et al.,, 2012). Na cremeacdo ocorre a unido e migracdo das goticulas para a
superficie da nanoemulsdo. Este fenbmeno acontece pela diferenca de densidade das fases,
ocasionando a separacdo das mesmas. Este problema pode ser facilmente resolvido pela
agitacdo do sistema. Por outro lado, a coalescéncia decorre da proximidade das goticulas ao
ponto de comprometerem a estrutura das suas interfaces e, deste modo, causar a unido das
goticulas em gotas maiores, 0 que torna esse fenémeno irreversivel, pois as goticulas perdem
a individualidade quando se tornam uma gota Unica (PEREIRA, 2011; BRUXEL et al., 2012).
Para completar o grupo dos fenbmenos possiveis de acontecerem nas nanoemulsfes, 0
amadurecimento de Ostwald consiste no aumento do raio da goticula e, consequentemente, a
diminuicdo do numero total de gotas dispersas (FRANZOL; REZENDE, 2015). Para melhor
compreensdo, esses fendmenos de instabilidade estdo demonstrados na Figura 9. Além dos
fendmenos ja descritos, instabilidades decorrentes de outras fontes sdo, também, observadas,
como as instabilidade fisica (agitacdo, temperatura, congelamento/descongelamento) e
quimica (pH, eletrolitos ou oxidacdo dos lipidios), além de possivel contaminagédo
microbiologica (BRUXEL et al., 2012).
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Figura 9 — Fendbmenos de instabilidade das nanoemulsfes
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Fonte: (Adaptacdo de MEIRELLES, 2016, p. 17).

3.3.1.1 Métodos de obtencdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis que ndo se formam
espontaneamente, sendo necessaria a transferéncia de energia ao sistema. As nanoemulsdes
podem ser preparadas a partir de métodos de baixa energia de emulsificacdo, fazendo uso de
energia quimica armazenada no sistema, e alta energia de emulsificacdo, que utilizam
dispositivos mecénicos (PEREIRA, 2008; PEREIRA, 2011; BRUXEL et al., 2012).

3.3.1.1.1 Métodos de baixa energia de emulsificacdo

As nanoemulsdes obtidas a partir de metodos de baixa energia de emulsificacdo
consistem na utilizagdo das propriedades fisico-quimicas do sistema para obtengdo de
goticulas nanométricas a partir da mudanca espontdnea de curvatura do tensoativo
(PEREIRA, 2008; ROSANI, 2011). As técnicas relatadas utilizando esta metodologia incluem

a emulsificacdo espontanea e emulsificacdo por inversdo de fases, decorrente da mudanca de
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temperatura ou composi¢do do sistema (ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008;
PEREIRA, 2011; BORTHAKUR et al., 2016).

Na emulsificacdo esponténea, a nanoemulsdo é formada pela mistura de uma fase
organica, composta pelo 6leo e solvente organico miscivel em agua, e uma fase aquosa,
contendo tensoativo hidrofilico e dgua. A emulsdo 6leo/agua € formada imediatamente apos
verter a fase organica na fase aquosa em constante agitacdo magnética devido a difusdo do
solvente organico na fase dispersante, formando goticulas na escala nanométrica. Apos o
periodo de equilibrio do sistema, o solvente orgénico é removido em evaporador rotatorio.
Alguns fatores podem afetar a formacdo das nanogoticulas, como a natureza do solvente
organico empregado e sua miscibilidade com a agua; viscosidade do 6leo e o equilibrio dos
tensoativos utilizados (ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008).

A emulsificacdo por inversdo de fases pode ocorrer em temperatura constante havendo
variagdo apenas da composigdo (phase inversion composition — PIC) ou mantendo a
composicdo do sistema fixa e variando a temperatura (phase inversion temperature — PIT)
(PEREIRA, 2011). A obtencdo de nanoemulsdes pela técnica de PIC, a inversdo das fases
ocorre por mudanca na formulacdo, como alteracbes em alguns parametros, como por
exemplo, nas propriedades fisico-quimica dos tensoativos (na fase organica ou na fase
aquosa) mudando a afinidade dos tensoativos pelas fases ou até mesmo mudanca na razao
agua/6leo (BORRIN, 2015). A técnica de PIT consiste na utilizacdo de tensoativos que sao
sensiveis a temperatura, como 0s tensoativos ndo-idnicos. Os tensoativos polietoxilados sdo
0s mais utilizados nessa metodologia, pois 0s grupos etoxilas sdo 0s responsaveis pelo carater
hidrofilico do tensoativo e em baixas temperaturas esses grupamentos sao mantidos, havendo
a formacdo de emulsbes 6leo/agua; ja em altas temperaturas ocorre a desidratacdo das cadeias
de polioxietileno, tornando-o lipofilicos e formando emulsGes agua/dleo (ALMEIDA;
TEIXEIRA; KOESTER, 2008; MEZADRI, 2010). Os problemas encontrados por esta técnica
estdo na necessidade de altas concentracdes de tensoativos e por ndo ser possivel aplicar aos
tensoativos ionico e ndo-idnico do tipo glicosideo (ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER,
2008).

3.3.1.1.2 Metodos de alta energia de emulsificacéo
Os processos para formagdo de nanoemulsdes utilizando a técnica de alta energia

normalmente iniciam-se pela mistura da fase oleosa e aquosa, dando origem a uma emulséo

grosseira com goticulas micrométricas. Essas emulsdes formadas sdo entdo forcadas a passar
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por sistemas com altas forcas de cisalhamento, possibilitando a redu¢do do tamanho médio
das goticulas. Isto ocorre porque a alta energia mecénica empregada é maior do que a forca de
equilibrio das goticulas, gerando forcas que podem quebra-las, superando as diferencas de
pressdo da fase interna e externa, denominada pressdo de Laplace (KOURNIATIS;
SPINELLI, MANSUR, 2010; GOTO, 2011; BORRIN, 2015).

Os homogeneizadores de alta velocidade, homogeneizadores de alta pressao,
microfluidizadores e ultrassonicadores sdo 0s principais equipamentos que geram energia
mecanica e alta tensdo de cisalhamento utilizados nessa técnica (ALMEIDA; TEIXEIRA;
KOESTER, 2008; MEZADRI, 2010; PEREIRA, 2011; BRUXEL et al., 2012; BORRIN,
2015).

Nos homogeneizadores de alta velocidade (como os equipamentos UltraTurrax®), o
préprio nome ja diz, consistem na homogeneizacdo e consequente diminuicdo da goticula
devido a alta velocidade utilizando o principio rotor-estator. De modo simplificado, o
equipamento aspira axialmente a emulsdo para dentro do cabecote de dispersdo, sendo em
seguida comprimida radialmente pelas aberturas do conjunto rotor-estator. A elevada forca de
aceleracdo expde o material a grandes forcas de cisalhamento o que gera, entre o rotor e 0
estator, uma grande turbuléncia que garante a homogeneidade do sistema e diminuigdo da
goticula (IKA, 2019).

Os homogeneizadores de alta pressao promovem a diminuicdo das goticulas no
momento que as mesmas sdo forcadas a passar pela valvula do homogeneizador. A reducdo da
granulometria esta relacionado ao nimero de vezes que o liquido processado passa pela
valvula e pela pressdo exercida, ou seja, quanto maior a reincidéncia da passagem pela
véalvula e maior a pressdo exercida, menor o tamanho da gota (ALMEIDA; TEIXEIRA,
KOESTER, 2008; BORRIN, 2015).

A reducdo do tamanho de gota utilizando os microfluidizadores consiste na utilizacdo
de uma bomba que impulsiona a passagem da emulsdo grosseira para uma area de choque.
Essa area consiste em microcanais que separam a emulsdo em dois fluxos. Cada fluxo forma
uma corrente e ambas s&o direcionadas para uma cadmara de interacdo, ocorrendo a colisdo dos
fluxos e gerando as forgas de cisalhamento, o que causa a desorganizagdo das gotas e sua
reducdo de tamanho (ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008; BORRIN, 2015).

Outro equipamento utilizado sdo os ultrassonicadores, os quais geram forca de
cisalhamento a partir da alta intensidade das ondas ultrassdnicas produzidas por uma sonda
colocada dentro do recipiente com a emulséo e, deste modo, geram vibragdes capazes de

quebrarem e reduzirem o tamanho das gotas (BORRIN, 2015).
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Na literatura existem estudos de desenvolvimento de nanoemulsdes contendo 0leo
essencial de tomilho. Estes estudos unem as vantagens dos sistemas nanoestruturados com as
atividades bioativas do ¢leo e as utilizam para aplicacdo nas mais diversas areas,
principalmente alimenticia. Ziani e colaboradores (2011) desenvolveram nanoemulsdes
contendo 6leo de tomilho (5%) e 6leo de milho (inibidor do amadurecimento de Ostwald) na
proporcdo de 3:1, respectivamente. A fase oleosa (5%, p/p) foi vertida em uma fase aquosa
(95%, p/p), composta por 0,5% de polissorbato 80 disperso em uma solucdo tampao (acetato a
10 mM, pH 4,0) e homogeneizada em misturador de alta velocidade (durante um minuto)
seguido de cinco ciclos em homogeneizador de alta presséo (a 9 kPa) para reducdo do
tamanho de goticula. O estudo salientou a atividade antimicrobiana do 6leo de tomilho e a
importancia do desenvolvimento da nanoemulsao para a utilizacdo como sistema de liberacédo
de agentes antimicrobianos na industria alimenticia.

Chang e colaboradores (2012) prepararam nanoemulsdes contendo na fase lipidica,
(10%, p/p) misturas de diferentes proporgdes de 6leo de tomilho associado a um inibidor de
amadurecimento de Ostwald (6leo de milho e triglicerideos de cadeia média — TCM), de 0 a
100%). A fase oleosa foi entdo misturada a fase aquosa (90%, p/p), composta por 1% de
polissorbato 80 disperso em uma solucdo tampédo aquosa (tampdo citrato 5 mM, pH 3,5),
homogeneizada em alta velocidade, por dois minutos, e, posteriormente, foram realizados
cinco ciclos em homogeneizador de alta presséo, a 10 kPa. Os resultados do estudo sugeriram
que o TCM é mais eficaz do que o éleo de milho, uma vez que foi necessario 50% e 60% em
peso, do TCM e do 6leo de milho, respectivamente, para ndo permitir o aumento do diametro
das goticulas e, deste modo, inibir o amadurecimento de Ostwald. Os autores investigaram a
atividade antimicrobiana da formulacéo e constataram que a incorporagdo dos inibidores de
maturacao, principalmente TCM, diminuiram a atividade antimicrobiana das nanoemulsfes
frente a levedura de deterioracdo Zygosaccharomyces bailii. Segundo os pesquisadores 0s
resultados obtidos neste trabalho séo de grande relevancia para aplicagcdes das nanoemulsdes
como sistemas de liberacdo de antimicrobianos, principalmente na industria de alimentos.

Acevedo-Fani e colaboradores (2015) avaliaram as propriedades fisicas, quimicas e
microbioldgicas de filmes comestiveis desenvolvidos a base de alginato a partir de
nanoemulsdes contendo 0Oleo essencial de tomilho, capim-limdo e salvia. As nanoemulsdes
foram preparadas a partir da mistura de uma dispersdo de alginato, glicerol (2%, v/v),
polissorbato 80 (3%, v/v) e os Oleos essenciais (1%, v/v) em um homogeneizador de alta
velocidade (17.500 rpm, por dois minutos) e, ap6s, em microfluidizador (trés ciclos a 150

MPa, temperatura inferior a 15 °C). A partir dos resultados verificou-se que os filmes que
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continham o Oleo de tomilho em sua composicdo apresentaram maior atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli. Sendo assim, o estudo demostrou a possivel utilizacdo
de nanoemulsdes contendo éleos essenciais para a formacdo de filmes comestiveis com
diferentes propriedades fisicas e funcionais.

Chang e colaboradores (2015) investigaram a influéncia de arginato laurico
(tensoativo catidnico) nas propriedades fisicas e na eficacia antimicrobiana de nanoemulsdes
contendo 6leo de tomilho. A preparacdo das nanoemulsdes ocorreu a partir da mistura da fase
aquosa (90%, p/p), constituida de 1% (p/p) de polissorbato 80 ou 0,9% em peso de
polissobrato 80 + 0,1% de arginato laurico, dispersos em tampao citrato (5 mM, pH 3,5), e a
fase lipidica (10%), composta por 6leo de tomilho e éleo de milho, em um homogeneizador
de alta velocidade, durante dois minutos, seguido por uma homogeneizagdo em alta pressao, a
10 KPa, por cinco ciclos. Os resultados indicaram que a presenca de arginato laurico
aumentou a eficacia antimicrobiana da nanoemulsao, sendo necessaria apenas a utilizagao de
30% do inibidor de amadurecimento (6leo de milho). Além disso, com a presenca do
tensoativo catiénico, foi necessaria uma concentracdo de 200 g/mL de 6leo de tomilho para
inibir o crescimento da levedura de deterioracdo em alimentos, Z. bailii.

Em 2015, Salvia-Trujillo e colaboradores desenvolveram nanoemulsdes
microfluidizadas contendo os 6leos essenciais de capim-limao, cravo, melaleuca, tomilho,
geranio, manjerona, palmarosa, pau-rosa, salvia e hortela e avaliaram sua atividade frente a E.
coli, visando emprega-las como revestimentos antimicrobianos comestiveis em frutas
processadas. As nanoemulsGes foram preparadas a partir de emulsdes grosseiras, com fase
dispersante constituida de solucdo aquosa de alginato de sodio (1%, p/v), polissorbato 80 (1%,
v/Vv) e fase lipidica dos Oleos essenciais em estudo (1%, v/v). As fases foram misturadas em
homogeneizador de alta velocidade, por dois minutos, a 3.400 rpm, seguidas por trés ciclos, a
150 MPa, em microfluidizador. As nanoemulsdes compostas pelos 6leos de tomilho, capim-
lim&o, cravo e palmarosa foram as que apresentaram maior atividade bactericida in vitro
contra E. coli. Deste modo, os autores ressaltam os promissores resultados para a industria
alimenticia.

Xue, Davidson e Zhong (2015) desenvolveram nanoemulsdes a partir da mistura de
caseinato de sédio (4% e 2%, p/v), lecitina (0,5% e 0,25%, p/v) e 6leo de tomilho (1%, p/v),
objetivando avaliar a atividade antimicrobiana das formulacGes, compreender a influéncia da
concentragdo dos agentes emulsionantes e verificar sua potencial aplicagdo como
conservantes em alimentos. As nanoemulsdes foram preparadas a partir da mistura de

caseinato de sodio (hidratado, a temperatura de 21 °C) e lecitina, mantidas em vortex durante
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30 minutos. Apo6s, o oOleo de tomilho foi adicionado, e a mistura foi levada ao
microprocessador, por trés minutos, a 15.000 rpm. As formulacGes apresentaram atividade
antimicrobiana similar quando testadas contra as bactérias L. monocytogenes, E. coli e
Salmonella enteritidis em caldo soja tripticaseina. Os autores sugerem que 0S Ssistemas
nanoestruturados podem ser usados para incorporar o 6leo de tomilho como antimicrobiano e,
deste modo, utiliza-lo como conservante alimenticio.

Em 2016, Guerra-Rosas e colaboradores estudaram a estabilidade de nanoemulstes
contendo os 6leos essenciais de tomilho, orégano, capim-limao ou tangerina estabilizadas por
pectina com alto grau de metoxilacdo e polissorbato 80, durante 56 dias. Foram preparadas,
primeiramente, emulsdes grosseiras a partir da mistura de uma solucdo aquosa de pectina
(1%, p/v), do 6leo essencial (2%, v/v) e do polissorbato 80 (5%, p/v), para um volume final de
1000 mL, em homogeneizador de alta velocidade (dois minutos, a 9.500 rpm), seguido por
cinco ciclos no microfluidizador (150 MPa). Os autores evidenciaram maior estabilidade no
didmetro médio das goticulas para as nanoemulsGes de capim-limdo e tangerina quando
comparadas as nanoemulsdes contendo o 6leo de tomilho e orégano. Como conclusdo do
estudo, eles afirmam que os resultados obtidos sdo de grande importancia para futuros estudos
de nanoemulsdes estaveis a longo prazo para serem usadas como sistemas de liberacdo em
produtos alimenticios.

Outro estudo de desenvolvimento de nanoemulsGes contendo Oleo essencial de
tomilho foi desenvolvido por Ozogul e calaboradores (2016). Neste trabalho, as propriedades
antimicrobianas e antioxidante de nanoemulsGes contendo os 6leos de tomilho, alecrim, louro
ou salvia foram investigadas na qualidade da truta arco-iris. Filés de peixe foram imersos
durante trés minutos nas nanoemulsdes contendo os diferentes dleos e durante 24 dias de
armazenamento, diversas analises foram realizadas, incluindo anélises sensoriais, quimicas e
microbioldgicas. Quanto a preparacdo das nanoemulsdes, a fase oleosa (10%), composta por
4% de 6leo essencial, 3% de etanol e 3% de polissorbato 80, foi mantida em agitacdo por uma
hora a 86 °C e, apos, a agua (90%) foi incorporada ao sistema. A mistura foi homogeneizada
em misturador ultrassénico, durante 15 minutos a 72 de amplitude, o equipamento operou a
500 W de poténcia e frequéncia de 20 KHz. Em resposta as andlises, foi verificado que as
nanoemulsdes aumentaram a qualidade organoléptica da truta arco-iris. Além disso, a vida de
prateleira foi de 17 dias para os grupos tratados e 14 para os controles. Os grupos que foram
submersos nas nanoemulsdes apresentaram reducdo nos valores dos pardmetros bioquimicos

e, as nanoemulsdes contendo 6leo de alecrim e tomilho, foram mais eficazes em retardar o
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crescimento bacteriano. Assim, os pesquisadores concluem que os 6leos de alecrim e tomilho
incorporados em nanoemulsdes podem atuar como conservantes de filés de peixe.

Guerra-Rosas e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana de
nanoemulsdes contendo os 6leos essencias de orégano, tomilho, capim-limdo ou mandarim
contra E. coli e Listeria innocua. As nanoemulsdes foram preparadas como descrito
anteriormente (Guerra-Rosas et al., 2016). Segundo os testes realizados, a nanoemulséo
contendo o 6leo de capim-liméo exibiu maior atividade. Também foi observado que, ao longo
do tempo de armazenamento, houve uma diminuicdo gradual da atividade antimicrobiana das
nanoemulsdes, independente do Oleo essencial utilizado, atribuida a perda dos compostos
volateis principais. O estudo evidenciou o potencial das nanoemulsées como sistemas de
liberacdo antimicrobiana em bebidas e alimentos.

Artiga-Artigas e colaboradores (2018) estudaram a influéncia de diferentes 6leos
essenciais (orégano, tomilho, capim-limdo e tangerina) sobre as propriedades de
nanoemulsdes, como tamanho das goticulas, potencial zeta, viscosidade e indice de brancura a
partir de diagramas de fases pseudoternarias. A preparacdo das nanoemulsdes foi realizada
conforme descrito por Guerra-Rosas e colaboradores (2016). Este estudo elucida o papel da
pectina e sua interacdo com tensoativos de moléculas pequenas em sistemas complexos para a
formacéo de nanoemulsoes.

Ryu e colaboradores (2018) estudaram o impacto de inibidores de maturacdo na
formacdo, estabilidade e atividade antimicrobiana de nanoemulsdes contendo 6leo essencial
de tomilho. Os inibidores de interesse neste estudo incluem o TCM, 6leo de canola, milho,
palma e coco. Por o TCM ja ter sua atividade estabilizadora demonstrada em estudos
anteriores, foi estudada sua acdo em associagdo com 0s outros 6leos. As nanoemulsdes foram
preparadas pela titulacdo da fase oleosa, constituida de 6leo essencial de tomilho (40% em
peso da fase oleosa), inibidor de amadurecimento (60% em peso da fase oleosa) e polissorbato
80, na fase aquosa, composta por tampao citrato de sédio 5 mM (pH 3,5), a uma taxa de 2 mL
por minuto, e mantida em agitacdo durante 15 minutos. As nanoemulsdes foram, entéo,
filtradas (filtros 0,45 pum) e armazendas & 4 e 20 °C durante 30 dias. A atividade
antimicrobiana das nanoemulsdes contra espécies de Salmonella dependeu da natureza do
inibidor de maturacédo utilizado e sua concentracdo. As formulagdes mais promissoras foram
as desenvolvidas com os Oleos de palma e de milho, seguidas por canola e coco. A
importancia desses resultados implica no desenvolvimento de formulacbes para liberacdo de

Oleos essencias com atividade antimicrobiana.
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Hossain e colaboradores (2019) desenvolveram nanoemulsdes contendo 6leo de
tomilho associado aos 6leos de orégano, melaleuca ou horteld-pimenta para incorporacdo em
filmes a base de quitosana, objetivando o controle do crescimento de fungos durante o
armazenamento de alimentos. Para obtencdo das nanoemuls6es, a fase oleosa (5%, p/v) foi
composta pela mistura dos 6leos, na proporcao 1:1, de tomilho e orégano (formulagéo 1),
tomilho e melaleuca (formulagcdo 2) e tomilho e horteld-pimenta (formulacdo 3), e a fase
aquosa (1,25% de lecitina e 3,75% de polissorbato 80) foram misturadas em homogeneizador
de alta velocidade (dois minutos, a 15.000 rpm) e ap0s, submetidas ao microfluidizador (trés
ciclos a 15.000 psi). Apos, os filmes foram preparados e apresentaram atividade antifungica
frente ao Aspergillus niger, A. flavus, A. parasiticus e Penicillium chrysogenum,
demonstrando uma liberacdo lenta dos componentes volateis (26%) ao longo de 12 semanas
de armazenamento.

Wan e colaboradores (2019) desenvolveram nanoemuls@es contendo dleos essenciais,
dentre eles, 0 dleo de cravo, tomilho, capim-limdo, hortela-pimenta e canela, a fim de avaliar
a atividade antifungica e a atividade contra micotoxinas, destinadas a industria de alimentos.
As nanoemuls6es foram compostas por uma fase lipidica, constituida de 6leo essencial (2,5%,
p/p) e TCM (2,5%, p/p) e uma fase aquosa, formada por 94,5% de solugdo tampdo fosfato (10
mM, pH 7,0) e polissorbato 80 (0,5%, p/p). As fases foram homogeneizadas em misturador de
alta velocidade, por dois minutos e, entdo, transferidas para um microfluidizador, na qual
quatro pressdes foram testadas (5.000, 10.000, 15.000 e 20.000 psi) e trés numeros de ciclos
foram avaliados (1, 2 e 3 vezes). As formulacBes foram armazenadas a 4 e 25 °C durante 30
dias. A concentracdo total de 6leo das nanoemuls@es foi de 25 mg/g. A partir dos resultados, a
preparacdo das nanoemulsdes foi otimizada (presséo de 10.000 psi e 2 ciclos), verificando-se
que o tipo e a concentracdo de 6leo essencial tem influéncia na atividade antiflngica, sendo a
nanoemulsdo contendo o 6leo de tomilho a formulagdo com maior eficacia antifingica. Em
relagdo a inibi¢do da producéo de micotoxinas, todas as nanoemulsdes apresentaram atividade
inibitdria, independente do dleo.

3.3.2 Delineamento experimental para otimizagéo de formulagdes

Com o objetivo de diminuir custos e tempo, técnicas de planejamento de experimentos
tém sido utilizadas para otimizar produtos e processos em diversas areas e com uma variedade
de finalidades (BAKKE et al., 2008), pois s&o aplicadas como uma alternativa eficiente para

identificar os fatores significativos e, deste modo, obter resultados com informacgdes mais
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precisas, necessitando de um numero menor de experimentos (NARENDERAN,
MEYYANATHAN, KARRI; 2019).

Nos estudos de pré-formulacdo, os delineamentos experimentais também séo
utilizados, uma vez que sdo técnicas de analise para quando se tém dois ou mais fatores que
podem influenciar o resultado da varidvel resposta (MENDONGCA, 2012). Essas analises
multivariadas também sdo conhecidas como MANOVA, do inglés Multivariate Analysis of
Variance. S&8o testes em que se procura verificar diferencas existentes entre n grupos ou
tratamentos (PONTES, 2005). Dentre as técnicas multivariadas para otimizacdo, o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é uma metodologia que pode ser
utilizada no estudo de interacGes entre uma ou mais variaveis dependentes com inimeras
varidveis independentes, a partir de um grupo de procedimentos matematicos e estatisticos.
Os resultados obtidos da relacdo das varidveis do planejamento fatorial podem ser analisados
por Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), tornando possivel relacionar os fatores, as
respostas e suas interagdes (CHAVES, 2008; MENDONCA, 2012).

Com base nas informac6es obtidas pela analise multivariada, que muitas vezes geram
um grande numero de dados, sao utilizadas outras técnicas matematicas na qual seja possivel
interpretar e verificar os fatores responsaveis pelas maiores variacGes entre os resultados, de
modo que ndo haja perda significativa de informagdes, como, por exemplo, a Andlise de
Componentes Principais (ACP). Nessa analise, o conjunto original das variaveis é alterado, de
modo equivalente, em grupos denominados Componentes Principais (CP). Essa técnica tem
por objetivo substituir um conjunto de variaveis que estdo correlacionadas por um grupo de
novas varidveis ndo-correlacionadas e coloca-las em ordem decrescente de variaveis com
importancia de informacéo (VICINI, 2005).

Na literatura existem estudos que utilizaram o delineamento experimental na
otimizacdo de formulacBes nanoestruturadas. Em 2013, Pontes otimizou o processo de
obtencdo de nanoemulsdes contendo 6leo essencial de cravo a partir do DCCR baseado na
MSR, na qual as variaveis independentes foram concentracdo do 6leo de cravo (2 a 4%) e
polissorbato 80 (1,5 a 2,5%), e a variavel dependente o didametro médio das goticulas.
Katsouli e colaboradores (2018) otimizaram a quantidade de agua na composicdo de
nanoemulsdes contendo azeite extra virgem e compostos bioativos (acido ascorbico e gélico)
utilizando a MSR. As variaveis dependentes foram didmetro médio das goticulas, indice de
polidispersdo e turbidez em reposta as varidveis independentes, razdo dos agentes

emulsionantes e razdo dos compostos bioativos.
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Tendo em vista 0 exposto e considerando que 0s estudos associando o dleo de tomilho
a nanoemulsdes relatados na literatura, estdo, em sua grande maioria, voltados ao interesse da
inddstria  alimenticia, este trabalho visou desenvolver nanoemulsdes contendo,
exclusivamente, o 6leo essencial de tomilho, sem associacdo com substancias antifungicas
sintéticas, a fim de explorar a sua potente atividade antimicrobiana com o propdsito de
contemplar a area farmacéutica, sendo uma possivel alternativa no tratamento tépico de
infeccdes fungicas. Esta formulacdo pode servir como base para a obtencdo de outras formas
farmacéuticas, bem como ser associado a outros farmacos com potencialidades terapéuticas
semelhantes. Além disso, a proposta de trabalho buscou empregar um método simples para a
producdo das nanoemulsdes, sem 0 uso de equipamentos mais robustos e menor gasto de

energia.



MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

O 6leo essencial de tomilho (T. vulgaris), foi obtido da empresa Vimontti (lote 02,
safra 2018, Santa Maria, Brasil). O padrdo de timol (pureza: 98,5%), 0 monooleato de
sorbitano (Span® 80) e polissorbato 80 (Tween® 80) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo
Paulo, Brasil). Os solventes, reagentes e meios de cultura utilizados neste trabalho
apresentaram grau analitico/farmacéutico. A amostra comercial do 6leo essencial de tomilho
foi cadastrado para pesquisa no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) — nimero de cadastro ASBEC3FE.
4.2 METODOS

4.2.1 ldentificacdo e avaliacdo da composicdo quimica do 6leo essencial por GC-FID e
GC/MS

Inicialmente, uma amostra da planta foi coletada e identificada por profissional
qualificado (boténico) confirmando o género e a espécie do vegetal como Thymus vulgaris L.

(Figura 10).

Figura 10 — Amostra da planta Thymus vulgaris L. coletada na empresa Vimontti

Fonte: (Proprio autor).



68

Apos, foi realizada a caracterizacdo e quantificacdo dos componentes presentes no
6leo pelo Nucleo de Tecnologia em Alimentos (NTA) do Departamento de Tecnologia e
Ciéncia dos Alimentos (DTCA). A andlise quantitativa foi realizada em um cromatografo a
gas Varian Star 3400CX (CA, EUA) equipado com um detector de ionizacdo de chama (GC-
FID). Para tal, 5 pL de 6leo foi diluido em 1 mL de hexano e uma aliquota de 1 pL da solugcdo
foi injetada na porta de injecdo do cromatografo, a uma temperatura de 250 °C no modo split
de razdo 1:20. Os compostos foram separados numa coluna capilar apolar de silica fundida
BPX5 (25 m x 0,22 mm x 0,25 um) (SGE, Australia). O hidrogénio foi utilizado como gas de
arraste, a uma pressdo constante de 10 psi. A temperatura inicial da coluna foi ajustada para
50 °C e mantida durante 0,5 minutos. Em seguida, um gradiente de temperatura foi iniciado
subindo a 4 °C/min até 80 °C, depois até 260 °C (aumento de 10 °C/min) e mantida em
condicdes isotérmicas durante 2 minutos. A temperatura do detector foi mantida a 280 °C.
Uma série de n-alcanos homologos foram analisados sob as mesmas condigdes
cromatograficas para calcular o indice de retencdo linear (IRL). A quantidade percentual
relativa de cada composto foi obtida a partir da area do pico em relacdo a area total.

A andlise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatografo gasoso
Shimadzu QP2010 Plus acoplado a espectrometro de massas (GC/MS, Shimadzu Corporation,
Quioto, Japdo). Para esta analise, foram usadas as mesmas condi¢des cromatograficas
descritas acima e hélio foi utilizado como o gés de arraste. O detector foi operado no modo de
ionizacdo por impacto de elétrons com uma energia de ionizacdo de 70 eV e um intervalo de
varredura de massas 35-350 m/z. Os analitos foram identificados com base na comparacédo
com os espectros de massas disponivel na biblioteca National Institute of Standards and
Technology (NIST, versdo 05) e por comparacdo dos indices de retencdo linear calculados

com aqueles disponiveis na literatura cientifica.

4.2.2 Preparacdo das nanoemuls@es contendo o 6leo essencial de tomilho

Tendo como objetivo obter nanoemuls@es 6leo/agua mais estaveis e com propriedades
fisico-quimicas adequadas, foi utilizado neste estudo um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) utilizando um esquema fatorial 2° com quatro pontos centrais, e
posteriormente analisado por Metodologia de Superficie de Resposta. Neste sentido, foi
investigado o efeito das variaveis independentes, quantidade de Tween® 80 e Span® 80 em
varidveis de resposta, como tamanho de goticulas e homogeneidade do sistema. Apos

preparacdo, as nanoemulsdes foram analisadas quanto ao didmetro médio de goticulas e indice
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de polidispersdo. O planejamento experimental contendo o0s niveis das varidveis
independentes codificadas e os valores reais estdo apresentados na Tabela 1. A escolha das

faixas experimentais testadas baseou-se nos resultados obtidos a partir de testes preliminares.

Tabela 1 — Variaveis independentes e seus niveis correspondentes codificados e os valores

reais
_ Niveis codificados Valores reais

Experimento - - - -

Tween™ 80  Span™ 80 Tween™ 80 Span~ 80

1 -1 -1 0,45 0,13
2 -1 1 0,45 0,35
3 1 -1 0,67 0,13
4 1 1 0,67 0,35
5 -o 0 0,40 0,24
6 a 0 0,72 0,24
7 0 -0 0,56 0,08
8 0 o 0,56 0,40
9 0 0 0,56 0,24
10° 0 0 0,56 0,24
11° 0 0 0,56 0,24
12° 0 0 0,56 0,24

“a=1414
® Replicatas do ponto central

Propondo n&o utilizar aquecimento para a obtencdo das formulagbes devido as
propriedades volateis dos 6leos essenciais, as nanoemulsGes contendo o 6leo de tomilho
foram preparadas em triplicata pelo método de homogeneizacédo sob alta velocidade utilizando
um equipamento UltraTurrax® (IKA, Alemanha) de acordo com a técnica descrita por Otoni e
colaboradores (2014) com algumas modificacfes. A fase oleosa foi composta pelo dleo
essencial de tomilho (2%) e monooleato de sorbitano (Span® 80) e a fase aquosa constituida
de polissorbato 80 (Tween® 80) e &gua ultrapura. A fase aquosa foi solubilizada
separadamente com auxilio de um agitador magnético a 440 rpm por, aproximadamente, 20
minutos. Apés, a mesma foi vertida na fase oleosa e levada ao agitador de alta velocidade por

4 minutos, a 16.000 rpm para diminuicdo do tamanho das goticulas. Esses pardmetros foram
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definidos ap0s testes preliminares. As formulag¢des com as melhores condic¢Ges obtidas a partir
do delineamento experimental, foram armazenadas em recipientes de vidro transparente,
protegidas da luz, nas temperaturas de 5 e 25 °C (n=3 para cada temperatura) para posteriores

comparacoes e estudo de estabilidade.
4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsdes
4.2.3.1 Determinacao do tamanho médio das goticulas e do indice de polidisperséo (PDI)

O didmetro médio das goticulas e o PDI foram determinados pela técnica de
espectroscopia de correlacio de fotons (Zetasizer® Nano ZS, Malvern Instruments, UK) ap6s
diluicdo de uma aliquota das amostras em agua previamente filtrada, na proporcéo de 1:500
(V/Iv).

4.2.3.2 Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética (Zetasizer® Nano ZS,
Malvern Instruments, UK) apés diluicdo das suspensdes em solucdo de NaCl 10 mM (1:500,

VIv).
4.2.3.3 Determinacao do potencial hidrogeniénico (pH)

O pH foi verificado diretamente nas dispersdes por meio de um potenciémetro (Seven

Easy, Metler Toledo, Brasil) previamente calibrado com solu¢fes tampéo pH 4,0 e 7,0.
4.2.3.4 Determinacéo do teor de timol nas nanoemulsdes

O teor de timol foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
de acordo com metodologia validada por Nunes e colaboradores (2005) com algumas
modificagbes. O metodo foi co-validado considerando os pardmetros de linearidade,
especificidade, precisdo, exatiddo, limites de quantificacdo e deteccdo (APENDICE A),
utilizando como fase movel acetonitrila e &gua ultrapura, na propor¢do de 55:45 (v/v),
respectivamente, vazdo de 1 mL/min, volume de injecdo de 20 pL e a deteccéo do timol foi

realizada em 276 nm. Para a extracdo do timol das nanoemulsfes, uma aliquota das amostras
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foi diluida em acetonitrila e extraidas a partir de 30 inverdes manuais do baldo volumétrico a
fim de se obter uma concentracdo final de 20 pg/mL de timol, apds, as amostras foram
filtradas em filtro quantitativo (0,45 um) e injetadas no CLAE. A preparacdo do padrdo foi
realizada a partir da solubilizacdo de 0,01g de timol em acetonitrila e posterior diluicdo para

concentracdo final de 20 pg/mL.

4.2 .4 Estudo de Estabilidade

4.2.4.1 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

Com o propdsito de avaliar a estabilidade das formulagdes otimizadas, os pardmetros
fisico-quimicos (tamanho de goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e teor de
timol) foram monitoradas logo apés a preparacdo das amostras e nos tempos 7, 16, 30, 60 e

100 dias, para ambas temperaturas de armazenamento (5 e 25°C).

4.2.4.2 Estudo de estabilidade das nanoemulsbes por cromatografia gasosa utilizando a

técnica de microextracdo em fase sélida (HS-SPME)

Objetivando avaliar o comportamento dos componentes do 6leo essencial de tomilho
frente a diferentes temperaturas e, consequentemente, a estabilidade das formulagdes,
nanoemulsdes foram preparadas e suas propriedades fisico-quimicas iniciais (tamanho de
goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH) foram analisadas, bem como a
extracdo dos compostos volateis por HS-SPME. Posteriormente, as formulacdes foram
divididas em frascos ambares de 5 mL e armazenadas as temperaturas de 5 °C, 20 °C e 40 °C

(n=3 para cada temperatura). As analises foram realizadas nos tempos de 1,5; 7; 15 e 30 dias.

4.2.4.2.1 Preparagdo das amostras e processo de extracao

A determinacdo da estabilidade das nanoemulsdes foi realizada pela comparagéo dos
terpenos livres avaliado no headspace das formula¢Ges em comparacdo com o 6leo livre (na
mesma concentracdo) pela tecnica de microextracdo em fase sélida (HS-SPME). Assim, foi
utilizado, um dispositivo manual de SPME equipado com uma fibra Carboxen — PDMS (75

um; Supelco, Bellefonte, PA, USA). Para extracdo da amostra, 1 mL de cada formulagéo foi



72

condicionada em um frasco de vidro de 20 mL, fechado hermeticamente com um septo de
PTFE. As amostras foram submetidas a um tempo de equilibrio de 5 minutos na mesma
temperatura usada para a extracdo (30 °C). Ap6s o tempo de equilibrio, a extracdo foi
realizada pela exposicao da fibra no headspace da amostra durante 15 minutos sob agitacéo e

em seguida foi dessorvida por 10 minutos no sistema cromatogréfico.

4.2.4.2.2 CondicGes cromatograficas

As amostras foram analisadas em um cromatografo a gas Varian Star 3400CX (CA,
EUA), equipado com detector de ionizagdo de chama (GC-FID). A fibra de SPME foi
dessorvida na porta de injecdo do cromatografo a uma temperatura de 250 °C no modo split
de razdo 1:50. Os compostos foram separados numa coluna capilar apolar de silica fundida
Equity™ — 5 (60 m x 0,20 mm x 0,20 um) (Supelco, Bellefonte, PA). O hidrogénio foi
utilizado como gas de arraste, a uma pressdo constante de 25 psi. A temperatura inicial da
coluna foi ajustada para 50 °C e mantida durante 0,5 minutos. Em seguida, um aumento de
temperatura foi iniciado subindo a 4 °C/min até 80 °C, depois até 260 °C, por um aumento a
10 °C/min e mantida em condices isotérmicas durante 2 minutos. A temperatura do detector
foi mantida a 280 °C. Uma série de n-alcanos homologos foi analisada sob as mesmas
condi¢bes cromatograficas para calcular o indice de retencdo linear (IRL). A quantificacdo
dos terpenos associado as nanoemulsfes foi realizada pela comparacdo relativa da area de

cada composto volatil no headspace com as areas obtidas no headspace pelo 6leo livre.

4.2.5 Avaliacdo da atividade antifungica in vitro

A avaliacdo da atividade antifungica das nanoemulsdes contendo o 6leo essencial de
tomilho foi realizada segundo Flores e colaboradores (2017) com algumas modificagdes, na
qual o método empregado foi difusdo em agar com pogos frente a levedura de C. albicans
(ATCC 10231), esta foi mantida em agar Sabouraud-dextrose 4% (SAD), por 48 horas, a
temperatura de 25 £ 2 °C (tubo inclinado). Para a preparacdo do inoculo 1% (v/v), o
microrganismo foi diluido com solucdo salina estéril até a concentracdo de 25 + 2% de
transmitancia, lida em espectrofotdometro (Pro-Analise, modelo UV-1800 PC, Porto Alegre,
Brasil), a 580 nm.

Para a realizacdo do ensaio, primeiramente, 20 mL do meio Sabouraud-dextrose 4%

foram dispostos em placas de Petri estéreis (camada base). Apds a solidificacéo total do meio,
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5 mL do in6culo foram uniformemente distribuidos sob a camada base. Apds, orificios de 9,5
mm de didmetro foram feitos com o auxilio de um cilindro de metal e, em seguida,
preenchidos com 100 uL das amostras (nanoemulsdes armazenadas a 5, 20 e 40 °C), solucéo
de timol, amostra contendo a mistura dos componentes presentes nas nanoemulsoes (exce¢do
do 6leo) para descartar possiveis interferéncias dos excipientes e o solvente utilizado para
diluir o timol (metanol). A concentracdo de timol, em cada orificio que continha as
nanoemulsdes e a solucdo de timol, foi de 480 pug/mL. As placas foram incubadas a 35 £ 5
°C, por 24 horas, e no término deste periodo, o didmetro dos halos de inibicdo foram medidos
com o auxilio de paquimetro digital (Paquimetro Eletrénico Digital Starrett, 727). O teste foi

realizado em sextuplicata para cada amostra.

4.2.6 Estudo de liberacao in vitro de timol das nanoemulsdes

O perfil de liberacdo do timol a partir das nanoemulsdes (n=3) foi avaliado pela
técnica de difusdo em sacos de didlise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da, Sigma-Aldrich
Corporation, MO, USA). O meio de liberacdo utilizado foi &gua:etanol (70:30, v/v)
respeitando a condicdo sink (condi¢do de ndo saturacdo do meio). Para a realizacdo do
experimento, 1 mL de cada formulacdo teste foi colocada em sacos de didlise com,
aproximadamente, 8 cm de comprimento, os quais foram imersos em 150 mL de meio de
liberacdo, a uma temperatura de 35 °C, sob agitacdo constante, por um periodo de 30 horas.
Para fins de comparacao, uma solucdo metandlica contendo o 6éleo essencial de tomilho ndo
associado (livre), na mesma concentracdo das nanoemulsGes (20 mg/mL), foi também
avaliada nas mesmas condi¢fes. Em tempos pré-determinados (0,25; 0,50; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 24
e 30 horas), aliquotas do meio receptor foram coletadas e avaliadas por CLAE a partir de uma
metodologia previamente validada. A cada coleta, a mesma quantidade de meio fresco foi
imediatamente reposta. A quantidade liberada de timol para cada amostra e em cada tempo foi

determinada.

4.2.7 Andlise estatistica

As anlises estatisticas foram realizadas pelo software estatistico GraphPad PRISM® 6
(San Diego, CA, EUA) e a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de normalidade
omnibus de D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. O teste t de Student

ndo pareado foi utilizado para investigar a possivel diferenca entre as nanoemulsdes na
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caracterizacdo das formulagfes. Dados ndo paramétricos (referentes a estabilidade das
formulagBes) foram expressos como mediana + intervalo interquartil. Além disso, todos 0s
dados foram autoescalados e submetidos a analise multivariada de componentes principais
(PCA) utilizando o software Pirouette 3.11 (Woodinville, EUA, 2003). A comparacdo das
formulacBes no teste de liberagdo in vitro foram analisadas por analise de variancia de duas
vias (ANOVA) e expressos como media + desvio padrdo da média. Os dados foram
considerados estatisticamente significativos quando p <0,01 para o teste de liberacao in vitro e

p <0,05 para os demais testes.
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5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO POR GC-FID E GC/MS

A andlise cromatografica possibilitou determinar a composi¢do do 6leo essencial de

tomilho utilizado no presente estudo. Foram identificados 95,21% dos constituintes do 6leo

essencial, sendo os constituintes majoritarios o para-cimeno (42,21%), timol (24,40%) e

gama-terpineno (8,37%), seguido de diversos outros terpenos, em baixas concentracdes

(Tabela 2).

Tabela 2 — Composicdo do dleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

Compostos TR? IRL calc.” IRL lit. Area (%)
a-thujene 2,865 911 911 1,37
a-pineno 2,992 922 917 1,02
Canfeno 3,304 944 936 0,53
Octenol 4,090 978 979 1,06
B-mirceno 4,131 994 987 2,13
4-careno 4,765 1014 1014 1,25
p-cimeno 5,064 1037 1027 42,21
Limoneno 5,138 1041 1028 0,17
Eucaliptol 5,214 1043 1035 1,14
y-terpineno 5,872 1067 1062 8,37
Hidrato de cis-sabineno 6,325 1075 1074 1,09
Linalol 7,207 1100 1104 2,93
Canfora 8,620 1158 1156 0,43
Eter metil timol 10,495 1237 1235 0,72
Eter metil isotimol 10,663 1247 1244 0,80
Timol 11,877 1290 1306 24,40
Carvacrol 11,977 1306 1317 1,68
Cariofileno 13,596 1450 1423 2,21

® Tempo de retengdo (minutos)

b [ndice de Retencdo Linear calculado
¢ Indice de Retencdo Linear literatura (National Institute of Standards And Technology — NIST)
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A quantidade dos constituintes presentes nos 0leos essenciais desta espécie podem
sofrer alteraces, pois a idade da planta, ciclo vegetativo, época de coleta, condicGes
climaticas e o solo podem interferir na concentracdo destes componentes no vegetal (LIMA et
al., 2010; ROMERO et al., 2012; RAl et al., 2017).

Outros estudos avaliaram a composicdo do 6leo de tomilho. Em 2014, Santurio e
colaboradores adquiriram comercialemtne o 6leo de tomilho e apds anélise cromatogréafica
foram identificados 73% dos componentes, apresentando como compostos majoritarios o p-
cimeno (23,71%), timol (13,86), y-terpineno (8,55%) e linalol (6,5%). Miranda e
colaboradores (2015) coletaram a planta no municipio de Lavras (Minas Gerais) e ap0s
extracdo do 6leo de tomilho por hidrodestilagdo identificaram 96,05% dos constituintes,
sendo os majoritarios o timol (50,51%), o p-cimeno (15,08%) e o y-terpineno (4,07%).
Goncalves (2016) obteve comercialmente o 6leo, 0 mesmo apresentou o timol (53,57%), p-
cimeno (15,51%), limoneno (7,14%) e carvacrol (6,93%) como componentes majoritérios,
totalizando 83% da sua composicdo. Lima (2017) adquiriu comercialmente o 6leo essencial
de tomilho e identificou 99,4% dos constituintes, sendo o timol (45,60%), p-cimeno (37,20%)
e linalol (4,7%) os compostos majoritarios. De posse dos resultados obtidos, o éleo essencial
de tomilho utilizado neste estudo apresenta-se de acordo com os parametros encontrados na

literatura.

5.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As concentracdes de Tween® 80 e Span® 80 utilizadas na obtencéo das nanoemulsées
contendo 2% de 6leo de tomilho (equivalente a 4,8 mg/mL de timol) foram otimizadas para se
obter formulacdes com propriedades adequadas. Dessa forma, o tamanho das goticulas e o
indice de polidispersdo foram as variaveis dependentes testadas por meio do delineamento

experimental descrito anteriormente e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores obtidos para as variaveis dependentes (tamanho de goticulas e indice de
polidisperséao)

Valores reais Variaveis de resposta
Experimento o ® Tamanho

Tween™ 80 Span™ 80 PDI

goticula (nm)
1 0,45 0,13 144 0,29
2 0,45 0,35 174 0,26
3 0,67 0,13 101 0,35
4 0,67 0,35 103 0,26
5 0,40 0,24 164 0,28
6 0,72 0,24 80 0,30
7 0,56 0,08 123 0,28
8 0,56 0,40 123 0,27
9° 0,56 0,24 128 0,25
10° 0,56 0,24 120 0,28
118 0,56 0,24 129 0,24
12° 0,56 0,24 129 0,26

® Replicatas do ponto central

Os resultados mostram uma interago entre as duas variaveis independentes (Tween®

80 e Span® 80) e seus efeitos sobre as variaveis dependentes estudadas (tamanho de goticulas
e o indice de polidispersdo), demonstrada na Figura 11 (a) e (b), referente aos graficos de
superficie de resposta.

A Figura 11 (a) reporta a relacdo entre as concentragdes dos tensoativos na qual €
possivel trabalhar para obter formulacdes com tamanho de goticulas entre 80 a 180 nm.
Considerando que todos os valores dentro dessa faixa sdo aceitaveis para as nanoemulsdes,
outro parametro importante foi avaliar quais as concentra¢des de tensoativos proporcionavam
homogeneidade, neste parametro, ao sistema. A Figura 11 (b) demonstra a relagdo de
tensoativos em resposta ao indice de polidispersédo, exibindo as quantidades necessarias de
tensoativos para manter o sistema com tamanho de gotas uniformes. Os indices de
polidisperséo expressos nessa figura encontram-se na faixa de 0,20 a 0,26, tendo em vista que

valores abaixo de 0,30 séo considerados sistemas homogéneos (DIVSALAR et al., 2012).
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Figura 11 — Gréafico de superficie de resposta mostrando os efeitos da relagdo de Tween® 80 e

Span® 80 no tamanho das goticulas (a) e no indice de polidispersdo (b) de
nanoemulsdes O/A
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Uma melhor andlise é realizada a partir dos diagramas de Pareto [Figura 12 (a) e (b)].
Na Figura 12 (a) € possivel verificar que os trés fatores estatisticamente significativos (p <0,1)
para o didmetro médio das goticulas foram a concentragio de Tween 80 (Linear), a mistura
dos dois tensoativos (Tween 80® e Span 80®) e a concentracdo de Span 80® (Linear), sendo o
primeiro fator o mais representativo. Na Figura 12 (b) pode-se observar que a concentracao de
Span 80® (Linear) e Tween 80® (Quadratica) apresentam influéncia estatisticamente
significativa (p <0,1) para o indice de polidispersao.
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Figura 12 — Diagrama de Pareto com os efeitos estimados do (a) diametro medio das goticulas
e (b) indice de polidispersdo
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(1)Tween 80(L)

1Lby2L f

A partir destas constatacdes foi possivel estabelecer uma condicado ideal, ou seja, qual
a quantidade de cada agente emulsionante € necessaria para estabilizar 2% de 0leo presente
nas formulacBes. A vista disso, foram escolhidas duas formulacdes para prosseguir com os
estudos. A nanoemulséo referente a projecdo otimizada da Condicao Ideal obtida pelo desing
experimental, nomeada de NE-OT-CI, na qual foram utilizados 0,56 g e 0,63 g de Tween® 80
e Span® 80, respectivamente, e a nanoemulsdo NE-OT-PC, concernente ao Ponto Central do
desing experimental, contendo 0,56 g de Tween® 80 e 0,24 g de Span® 80.

Existem estudos na literatura onde esta ferramenta também foi utilizada para

otimizacdo de formulagcdes. Mehmood e colaboradores (2017) empregaram a metodologia de
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superficie de resposta para desenvolver nanoemulsées contendo 6leo de oliva e alfa-tocoferol,
sendo o tempo de homogeneizacdo, a quantidade de dleo de oliva e a concentracdo de
tensoativo as variaveis independentes, e os valores de maxima atividade antioxidante, menor
tamanho de goticulas e menor valor de para-anisidina (utilizado para testar a presenca de
produtos de oxidacdo em gorduras e 6leos) as variaveis dependentes. Os resultados obtidos
visam estudos futuros de liberacdo de substancias a partir de sistemas coloidais de grau
alimenticio para componentes funcionais. Raviadaran e colaboradores (2018) também
utilizaram esta técnica para produzir e otimizar nanoemulsées a base de éleo de dendé
contendo curcumina, com o objetivo de aumentar a disponibilidade da curcumina e, assim,
explorar suas atividades anti-inflamatoria e anticancerigena. As variaveis independentes
testadas foram a pressdo do microfluidizador, nimero de ciclos e concentracdo de tensoativo
em variaveis de resposta como tamanho da goticula, indice de polidispersao, potencial zeta e

viscosidade.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-PC apresentaram, macroscopicamente, aspecto
homogéneo (Figura 13), com reflexo azulado resultante do movimento browniano das
goticulas de 6leo (efeito Tyndall) e odor caracteristico do éleo essencial de tomilho, porém,
mais suave quando comparado ao Oleo puro. Os resultados referentes a caracterizacdo das

nanoemulsdes se encontram na Tabela 4.

Figura 13 — Aspecto macroscépico das nanoemulsdes NE-OT-CI (a) e NE-OT-PC (b)

(@) (b)

Fonte: (Proprio autor).
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Tabela 4 — Caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes contendo Oleo essencial de
tomilho a 2% (NE-OT-CI e NE-OT-PC)

Tamanho pz° Teor de Timol
Formulagéo PDI? pH
(nm) (mV) (mg/mL)
NE-OT-CI 138+3  021+002 -85+04 524+003  480+0,11

NE-OT-PC 122 +3 0,26 + 0,01 -83+04 5,19+0,03 4,85+ 0,08

Fonte: Proprio autor.
# Indice de Polidispersdo
® Potencial Zeta

A partir dos resultados, verificou-se que as nanoemulsfes apresentaram tamanho de
goticulas na faixa manométrica, inferior a <150 nm [Figura 14 (a) e (b)] e a metodologia
utilizada para a preparacdo das formulacdes foi capaz de promover indices de polidispersdo
inferiores a 0,30, considerando que este é o valor encontrado na literatura para indicar a
homogeneidade do sistema (DIVSALAR et al.,, 2012). Outros estudos realizados com
diferentes Gleos essenciais corroboram com o0s resultados encontrados. Giongo e
colaboradores (2016) desenvolveram nanoemulsGes contendo Oleo essencial de geranio
(Pelargonium graveolens) a partir da metodologia de homogeneizacdo sob alta velocidade
utilizando equipamento Ultra Turrax®. As formulaces apresentaram tamanho inferior a 200
nm e indice de polidisperséo inferior a 0,30. Gundel e colaboradores (2018a) desenvolveram
nanoemulsdes contendo 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) por uma
metodologia de homogeneizacdo sob alta velocidade, sem o emprego de solventes, e a

formulacdo apresentou tamanho nanométrico (<100 nm) e indice de polidisperséo de 0,25.
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Figura 14 — Distribuicdo do tamanho de goticulas das nanoemulsdes NE-OT-CI (a) e NE-OT-
PC (b) pela técnica de espectroscopia de correlagdo de fotons
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A carga superficial das nanoemulsGes também foi avaliada e valores negativos de
potenciais zeta foram observados (-8,3 e -8,5 mV) (Figura 15). A carga negativa € decorrente
do polissorbato 80, pois este apresenta atomos de oxigénio nas moléculas responsavel pela
densidade de superficie negativa desse tensoativo ndo i6bnico (MARCHIORI et al, 2010).
Valores de potencias zeta diferentes de zero possuem menor probabilidade de causarem
instabilidade no sistema, evitando fendémenos de floculacdo, cremeacdo e coalescéncia
(PEREIRA, 2011). Outro parametro analisado foi o potencial hidrogeniénico (pH) e ambas
nanoemulsdes apresentaram pH &cido, em torno de 5,2. Estes valores estdo relacionados as
caracteristicas dos componentes presentes nas nanoemulsées, inclusive pela presenca do 6leo
essencial de tomilho, pois normalmente os 0leos essenciais apresentam valores acidos de pH
(GUNDEL et al., 2018b).

Para a determinagdo da concentragdo de timol presente nas nanoemulses em estudo,
foi realizada uma co-validagdo da metodologia analitica (APENDICE A). O timol foi o
marcador quimico utilizado neste trabalho, tendo em vista a sua concentragdo presente no

6leo de tomilho e importancia para a atividade antimicrobiana do mesmo. Inicialmente,
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determinou-se a concentragdo de timol na amostra comercial do 6leo, comparado com o valor
obtido na analise por cromatografia gasosa. Os resultados foram semelhantes (24% e 22%,
determinados por GC e CLAE, respectivamente), evidenciando a aplicabilidade do método
por cromatografia liquida empregado neste trabalho na determinacdo do teor de timol nas
amostras em estudo. Em relacdo as nanoemulsées, o teor de timol foi préximo ao tedrico
(4,80 mg/mL), 4,81 mg/mL £ 0,11 e 4,85 mg/mL * 0,08 para as nanoemulsées NE-OT-CI e
NE-OT-PC, respectivamente. A analise estatistica foi realizada e diferencas significativas ndo

foram observadas entre as formulacdes em nenhum parametro avaliado.

Figura 15 — Distribuicdo do potencial zeta das nanoemulsées NE-OT-CI (a) e NE-OT-PC (b)
determinado por mobilidade eletroforética
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5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE

5.4.1 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

As nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-PC, nas temperaturas de 5 e 25 °C, foram

avaliadas logo apds a preparacédo e nos tempos 7, 16, 30, 60 e 100 dias em relacdo ao didametro
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médio das goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e teor de timol. As
formulagdes foram armazenadas ao abrigo da luz e os sistemas nanoestruturados mantiveram
suas caracteristicas macroscaépicas iniciais.

O diametro médio das goticulas (Figura 16) foi avaliado para ambas as formulacdes,
NE-OT-CI (a) e NE-OT-PC (b), nas temperaturas de 5 e 25 °C. A andlise estatistica foi
realizada comparando os valores do decorrer do estudo com os valores obtidos apds a
preparacdo das formulacdes. Foi possivel verificar que as nanoemulsGes apresentaram
pequenas oscilacdes de diametro, mas diferenca estatistica (p <0,05) foi encontrada somente
para a NE-OT-PC quando armazenada a 25 °C, por 16 dias. Apesar da diferenca estatistica, 0s
valores continuam dentro dos aceitaveis, demonstrando a estabilidade das nanoemuls@es neste
parametro até os 100 dias de armazenamento. A homogeneidade do sistema também foi
avaliada (Figura 17). O indice de polidispersdo apresentou diferenca estatistica (p <0,05) para
a formulagdo NE-OT-PC (25 °C) aos 60 dias. Este pardmetro demostra a falta de
homogeneidade do sistema para essa formulacdo, visto que o PDI atingiu um valor proximo a
0,4, quando o aceitavel é no maximo 0,3 (DIVSALAR et al., 2012). Godoi e colaboradores
(2017) realizaram um estudo de estabilidade com nanoemuls6es contendo 6leo de Eucalyptus
globulus preparadas pelo método de emulsificagdo sob alta velocidade sem o emprego de
solventes, pelo periodo de 90 dias, nas temperaturas de 4 e 25 °C. As nanoestruturas
armazenadas a baixas temperaturas mantiveram o tamanho médio das goticulas (76 nm),
apresentando PDI de 0,22 e 0,07 ap0Os a prepararacdo e em 90 dias de armazenamento,
respectivamente. Por outro lado, quando armazenadas a temperatura de 25 °C, um aumento no

tamanho das goticulas foi verificado apds 90 dias (152 nm) e o valor do PDI foi de 0,24.
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Figura 16 — Diametro médio das goticulas das nanoemulsdes NE-OT-CI (a) e NE-OT-PC (b),
armazenadas nas temperaturas de 5 e 25 °C, por um periodo de 100 dias. Os dados
foram expressos em mediana * intervalo interquartil e analisados pelo teste de
Friedman seguido pelo pés-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)
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Figura 17 — Indice de polidispersdo das nanoemulsdes NE-OT-CI (a) e NE-OT-PC (b),
armazenadas nas temperaturas de 5 e 25 °C, por um periodo de 100 dias. Os
dados foram expressos em mediana * intervalo interquartil e analisados pelo
teste de Friedman seguido pelo po6s-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)
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O potencial zeta das formulacgdes, também, foi analisado nos tempos pre-determinados
do estudo da estabilidade. Este pardmetro reflete a forgca de repulsdo entre as goticulas das
nanoemulsdes, sugerindo que a forca de repulsdo entre as goticulas sdo suficientes para
impedir fendmenos de instabilidade (PIRES; MOURA, 2017). Ap0s a preparagéo, o potencial
zeta foi de -8,5 e -8,3 mV para as nanoemulsées NE-OT-CI e NE-OT-PC, respectivamente

(Figura 18). No centésimo dia foi verificada diferenca estatistica (p <0,05) para a formulacdo
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NE-OT-PC, tanto na temperatura de armazenamento de 5 e 25 °C, quando os valores foram
de -5,8£0,8e-5,7 £ 0,6, respectivamente.

Figura 18 — Potencial zeta das nanoemulsdes NE-OT-CI (a) e NE-OT-PC (b), armazenadas
nas temperaturas de 5 e 25 °C, por um periodo de 100 dias. Os dados foram
expressos em mediana * intervalo interquartil e analisados pelo teste de
Friedman seguido pelo pds-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)
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O pH foi outra caracteristica avaliada, uma vez que grandes modificacdes neste
parametro podem indicar a ocorréncia de reacBes quimicas e influenciar o produto final
(BERNARDI, 2011; SOUZA, 2013). Na Tabela 5, é possivel observar valores de pH
levemente &cido para ambas formulacBes, tanto as armazenadas em refrigeracdo quanto a
temperatura ambiente. Apesar das nanoemulsbes mantidas a baixas temperaturas
apresentarem diferenca estatistica, os valores mantiveram-se bastante proximos, ndo
ocasionando diferenca nas caracteristicas da formulacdo. As formulagdes armazenadas a
temperatura ambiente, houve um aumento significativo (p <0,05) e os valores alcancaram
aproximadamente 6,0. No que se refere ao teor de timol total presente nas nanoemulsdes
(Tabela 6), apesar de ser verificada diferenca estatistica (p <0,05) para a formulagcdo NE-OT-
CI (5 °C) aos 100 dias, esta manteve-se dentro da faixa de 90 — 110%.
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Tabela 5 — Potencial hidrogenionico das nanoemulsées NE-OT-CI e NE-OT-PC, armazendas
nas temperaturas de 5 e 25 °C, por um periodo de 100 dias. Os dados foram
analisados pelo teste de Friedman seguido pelo pos-teste de Dunn’s (p <0,05; n =

3)
Tempo (dias) ° »c

NE-OT-CI  NE-OT-PC NE-OT-ClI NE-OT-PC

0 524 +0,03* 5,19 0,03 5,24 + 0,03 5,19 + 0,03

7 5,55+ 0,03 5,54 + 0,06 6,10 + 0,05" 6,20 + 0,05

16 5,70+0,03° 575+0,05° 6,20 + 0,02° 6,28 +0,21°

30 5,65+ 0,02° 5,68 + 0,03 6,02 + 0,02 6,10 + 0,20°

60 551+0,03 556+ 0,09 5,87 + 0,03 5,83 + 0,08°

100 551+0,10° 5,67 +0,11° 5,79 +0,10° 5,82 + 0,09°

*Letras diferentes na mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes.

Tabela 6 — Teor das nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-PC, armazenadas nas temperaturas de
5 e 25 °C, por um periodo de 100 dias. Os dados foram analisados pelo teste de
Friedman seguido pelo pés-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)

Tempo (dias) °C »°C

NE-OT-ClI NE-OT-PC NE-OT-ClI NE-OT-PC

0 100,1 + 2,2° 101,6 + 1,6° 100,1 + 2,2° 101,6 + 1,6°

7 99,1 +1,3 97,5+ 2,6 97,2 + 2,6 98,3 +0,2°

16 96,8 + 0,7 100,1 + 1,5% 98,9 +1,5° 100,4 + 1,3

30 98,2 +1,2° 99,7 +0,8° 96,3 + 1,0° 98,7 +1,4°

60 94,5+0,1° 97,8+ 1,7 95,8 + 2,9° 98,2 + 2,5

100 95,6 + 1,5 99,3+0,9° 97,5+ 1,0° 100,7 + 1,6

*Letras diferentes na mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes.

5.4.2 Estudo de estabilidade das nanoemulses por cromatografia gasosa utilizando a

técnica de microextracdo em fase solida (HS-SPME)

A microextracdo em fase solida é uma técnica bastante utilizada por ser muito versatil,
aplicada a diferentes tipos de analitos, por ndo necessitar da utilizacdo de solventes e,

também, permitir a extracdo e pré-concentracdo de analitos da matriz diretamente no
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headspace da amostra de maneira simultdnea (ZAMBONIN et al., 2004). Nesse sentido, essa
técnica de extracdo foi empregada para avaliar a abundancia dos componentes do dleo
essencial de tomilho no headspace das formulagdes comparando com o 6leo livre na mesma
concentracdo, desta forma gerando uma resposta de estabilidade das nanoemulsées ao longo
do tempo. Além disso, também foi realizada a anélise do didmetro médio de goticulas, indice
de polidispersdo, potencial zeta e pH das nanoemulsdes, a fim de se avaliar possiveis
alteracdes que poderiam descaracterizar o sistema.

As amostras que compunham este estudo compreendiam a nanoemulsdo NE-OT-CI,
armazenada as temperaturas de 5, 20 e 40 °C, e para verificar se havia semelhanca de
comportamento entre as duas formulagfes, a nanoemulsdo NE-OT-PC foi armazenada a
temperatura de 20 °C, permitindo predizer, deste modo, se ambas apresentariam 0 mesmo
comportamento. No decorrer de 30 dias de estudo, as nanoemulsdes foram avaliadas em cinco
periodos, correspondentes ao tempo 0; 1,5; 7; 15 e 30 dias.

Nas amostras das nanoemuls6es foram extraidos e identificados 17 compostos volateis
e esses classificados em monoterpenos, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos. Nas
Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11 é possivel verificar quais foram esses compostos volateis e as suas
respectivas areas, em cada temperatura estudada e nos tempos pré-estabelecidos. Foi realizada
a andlise estatistica das areas obtidas de cada um dos compostos volateis identificados com o
proposito de investigar qual a influéncia da temperatura na estabilidade dos constituintes

volateis das nanoemulsdes ao longo dos 30 dias.
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Tabela 7 — Area dos compostos volateis do 6leo de tomilho ndo associado, determinados por
GC/FID pela técnica de HS-SPME e expresso em unidades arbitrarias (x10%)

Tempo (dias) 0 1,5 7 15 30
Compostos

Monoterpenos

a-thujene 5,04 5,04 4,55 4,54 4,52
a-pineno 3,50 3,50 3,16 3,15 3,13
Canfeno 2,12 2,12 1,91 1,90 1,90
B-mirceno 7,07 7,07 6,48 6,44 6,47
4-careno 0,42 0,42 0,38 0,37 0,37
p-cimeno 116,10 116,10 104,47 102,88 102,97
Limoneno 0,74 0,74 0,68 0,67 0,67
y-terpineno 25,78 25,78 23,25 22,74 22,76
Monoterpenos oxigenados

Eucaliptol 1,27 1,27 1,10 1,10 1,14
Hidrato de cis-sabineno 0,60 0,60 0,51 0,52 0,55
Linalol 1,91 1,91 1,64 1,68 1,72
Cénfora 0,30 0,30 0,26 0,26 0,27
Eter metil timol 1,57 1,57 1,35 1,38 1,38
Eter metil isotimol 1,76 1,76 1,51 1,55 1,55
Timol 13,54 13,54 10,54 11,63 12,62
Carvacrol 0,84 0,84 0,66 0,70 0,76

Sesquiterpeno
Cariofileno 2,06 2,06 1,56 1,88 1,88
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Tabela 8 — Area dos compostos volateis da nanoemulsio NE-OT-CI, armazenada a
temperatura de 5 °C, determinados por GC/FID pela técnica de HS-SPME e
expresso em unidades arbitrarias (x10%). Os dados foram analisados pelo teste
de Friedman seguido pelo p6s-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)

Tempo (dias) 0 1,5 7 15 30
Compostos

Monoterpenos

a-thujene 2,69° 3,26° 3,14° 2,73% 2,97°
a-pineno 1,86° 2,21% 2,14° 1,87% 2,02°
Canfeno 1,18 1,40 1,34 1,21° 1,31°
B-mirceno 4,53 5,14° 4,83 4,63° 4,92°
4-careno 0,26° 0,29 0,27° 0,26° 0,28°
p-cimeno 7480 84,42 7833  7582° 79,67°
Limoneno 0,49° 0,55 0,50? 0,49° 0,51°
y-terpineno 17,03% 18,69° 17,08° 16,37° 16,86°
Monoterpenos oxigenados

Eucaliptol 1,56° 1,74° 1,62° 1,59° 1,70°
Hidrato de cis-sabineno 0,42° 0,48° 0,41° 0,36° 0,30°
Linalol 1,50° 1,58% 1,48° 1,45% 1,55°
Canfora 0,422 0,442 0,42° 0,412 0,43?
Eter metil timol 1,30° 1,33% 1,25° 1,22° 1,26°
Eter metil isotimol 1,54° 1,57% 1,48° 1,44° 1,48°
Timol 3,76° 4,178 4,00 3,52° 3,837
Carvacrol 0,26° 0,29° 0,27% 0,24° 0,26°
Sesquiterpeno

Cariofileno 1,84° 1,87% 1,75° 1,71% 1,82°

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica.
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Tabela 9 — Area dos compostos volateis da nanoemulsdo NE-OT-CI, armazena a temperatura
de 20 °C, determinados por GC/FID pela técnica de HS-SPME e expresso em
unidades arbitrarias (x10*. Os dados foram analisados pelo teste de Friedman
seguido pelo pos-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)

Tempo (dias) 0 15 7 15 30
Compostos

Monoterpenos

a-thujene 2,692 2,992 2,352 2,482 2,612
a-pineno 1,86% 2,042 1,62% 1,70% 1,80%
Canfeno 1,182 1,312 1,062 1,112 1,182
B-mirceno 4,53 4,91° 4,18° 4,31° 4,47°
4-careno 0,26% 0,282 0,232 0,232 0,23%
p-cimeno 74,80° 82,012 71,412 71,552 72,872
Limoneno 0,492 0,532 0,452 0,452 0,452
y-terpineno 17,032 17,962 15,602 14,622 14,312
Monoterpenos oxigenados

Eucaliptol 1,562 1,702 1,552 1,582 1,642
Hidrato de cis-sabineno 0,422 0,422 0,332 0,242 0,11°
Linalol 1,50% 1,542 1,452 1,472 1,552
Canfora 0,422 0,432 0,402 0,412 0,432
Eter metil timol 1,30% 1,312 1,242 1,20° 1,262
Eter metil isotimol 1,542 1,56% 1,48% 1,412 1,492
Timol 3,76° 3,752 3,61° 3,80° 4,392
Carvacrol 0,26% 0,262 0,252 0,262 0,29%
Sesquiterpeno

Cariofileno 1,842 1,842 1,82% 1,69% 1,842

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica.
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Tabela 10 — Area dos compostos volateis da nanoemulsdo NE-OT-CI, armazenada a
temperatura de 40 °C, determinados por GC/FID pela técnica de HS-SPME e
expresso em unidades arbitrarias (x10%). Os dados foram analisados pelo teste
de Friedman seguido pelo pos-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)

Tempo (dias) 0 1,5 7 15 30
Compostos

Monoterpenos

a-thujene 2,69 2,87° 2,01° 1,82° 0,97°
a-pineno 1,86° 1,97° 1,417 1,33° 0,88
Canfeno 1,18° 1,26° 0,93° 0,89° 0,64°
B-mirceno 4,53 4,71° 3,63 3,39° 2,49°
4-careno 0,26 0,26 019* 017 0,14°
p-cimeno 7480*°  78/42° 6340 59,74* = 4973
Limoneno 0,49° 0,49° 0,38° 0,37% 0,32°
y-terpineno 17,032 16,71° 11,98° 10,178 6,65
Monoterpenos oxigenados

Eucaliptol 1,56° 1,69 1,45 1,49 1,472
Hidrato de cis-sabineno 0,42 0,22 - - -
Linalol 1,50 1,58 1,43 1,48° 1,56
Canfora 0,42 0,44° 0,40° 0,42 0,46
Eter metil timol 1,30° 1,31° 1,16° 1,17 1,25
Eter metil isotimol 1,54° 1,57° 1,39° 1,39° 1,50°
Timol 3,76° 4,33° 3,93° 4,14° 4,86"
Carvacrol 0,26° 0,28° 0,25 0,28° 0,33°
Sesquiterpeno

Cariofileno 1,84 1,86° 1,68 1,67 1,93

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica.
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Tabela 11 — Area dos compostos volateis da nanoemulsio NE-OT-PC, armazenada a
temperatura de 20 °C, determinados por GC/FID pela técnica de HS-SPME e
expresso em unidades arbitrarias (x10%). Os dados foram analisados pelo teste
de Friedman seguido pelo pds-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)

Tempo (dias) 0 15 7 15 30
Compostos

Monoterpenos

a-thujene 3,57 3,62° 3,12° 3,06° 2,84°
a-pineno 2,44 2,472 2,14 2,10 1,97°
Canfeno 1,57° 1,60° 1,39° 1,36° 1,30°
B-mirceno 6,01 6,06 5,27 5,19° 4,95
4-careno 0,35 0,35 0,29° 0,28° 0,26"
p-cimeno 101,23* 101,44*  86,97° 84,82 81,40°
Limoneno 0,65° 0,65° 0,56° 0,54° 0,51°
y-terpineno 23,28° 22,95° 18,98° 18,04° 16,69°
Monoterpenos Oxigenados

Eucaliptol 2,00 2,08° 1,85° 1,85° 1,86°
Hidrato de cis-sabineno 0,52 0,53 0,27° 0,14 -
Linalol 1,90 2,00° 1,79 1,78 1,85
Canfora 0,49° 0,53 0,47° 0,474 0,49
Eter metil timol 1,54° 1,59° 1,40° 1,39° 1,43°
Eter metil isotimol 1,79 1,86° 1,65° 1,64° 1,69°
Timol 3,87° 4,72° 3,92° 3,82° 4,38°
Carvacrol 0,27 0,33° 0,27° 0,26° 0,30°
Sesquiterpeno

Cariofileno 2,04° 2,31° 2,00° 2,00° 2,07%

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica.

Considerando que o timol e o carvacrol sdo os principais responsaveis pela atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho (BASSOLE; JULIANI, 2012; FLORES; BECK;
SILVA, 2016), estes componentes serdo destacados. Deste modo e possivel verificar no
gréfico (a) da Figura 19 que as formulacdes foram capazes de manter o timol associado as

nanoemulsdes quando comparados ao 6leo livre. A nanoemulsdo NE-OT-CI armazenadas as
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temperaturas de 5 e 20 °C e a nanoemulsdo NE-OT-PC a 20 °C, ndo apresentaram diferencgas
significativas (p >0,05) na concentracdo de timol durante os 30 dias de armazenamento
quando comparadas aos seus valores iniciais do estudo de estabilidade. Considerando a area
do timol obtida no headspace do Oleo livre e as areas do timol nessas formulacdes, as
nanoemulsdes desenvolvidas foram capazes de reter aproximadamente 70% para a
formulacdo armazenada a 5 °C e aproximadamente 65% para ambas formulacGes
armazenadas a 20 °C, ao final dos 30 dias de experimento. Ja para as amostras mantidas a 40
°C, no final dos 30 dias de armazenamento, aproximadamente 60% do timol manteve-se
retido nas nanoemulsfes, essa reducdo foi estatisticamente significativa (p <O0,05),
confirmando a influéncia da temperatura e a necessidade de seu controle no processo de
armazenamento das formulacoes.

A concentracdo de carvacrol presente no 6leo de tomilho é de, aproximadamente, 2%,
0 que representa uma quantidade muito pequena. Desta forma, é possivel verificar na Figura
19 (b) que independentemente das nanoemulsdes (NE-OT-CI e NE-OT-PC) e das
temperaturas (5, 20 e 40 °C) ndo houveram diferencas significativas (p <0,05) para nenhuma
formulacdo durante todo periodo de armazenamento quando comparadas as suas
concentragdes iniciais.

A técnica de microextracdo em fase sélida, aplicada neste estudo de estabilidade, é
uma ferramenta muito utilizada para extracdo de compostos volateis, sendo que seu emprego
possibilitou acompanharmos o comportamento dos componentes volateis do 6leo essencial de
tomilho, presente nas nanoemulsdes desenvolvidas, ao longo do tempo. Considerando a
aplicabilidade do método e suas vantagens, outras propostas de sua utilizacdo podem ser
estudadas, até mesmo com uma possivel técnica para avaliar a eficiéncia de encapsulamento

de sistemas nanoestruturados contendo 6leos essencias.
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Figura 19 — Graficos das areas cromatograficas de timol (a) e carvacrol (b) no decorrer dos 30
dias de armazenamento do headspace das nanoemulsées NE-OT-CI e NE-OT-PC,
armazenadas nas temperaturas de 5, 20 e 40 °C. Os dados foram expressos em
mediana % intervalo interquartil e analisados pelo teste de Friedman seguido pelo
pos-teste de Dunn’s (p <0,05; n = 3)
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Os parametros fisico-quimicos sdo importantes, uma vez que a influéncia da
temperatura pode causar mudancas nessas propriedades e descaracterizar o sistema. O
didametro médio das goticulas foi analisado e verificou-se diferenca estatistica no tempo 30
dias para as nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-PC, ambas a 20 °C, comparadas ao tempo
inicial do estudo, como é possivel verificar na Figura 20 (a). Essas duas nanoemulsdes
apresentam concentracOes diferentes de tensoativos em suas composigdes e, apesar destas
mudangas ndo representarem alteracbes nas caracteristicas dos sistemas, sabe-se que 0
tensoativo utilizado e a sua quantidade é um dos fatores que tem demonstrado influenciar esta
propriedade (BRUXEL et al., 2012).

As nanoemulsdes também foram analisadas quanto a uniformidade das goticulas no

decorrer do periodo de armazenamento. Como podemos observar na Figura 20 (b), apesar de
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haver diferenca estatistica (p <0,5) para NE-OT-CI (20 °C) no quinto dia e para a NE-OT-CI
(40 °C) no sétimo dia, essas mudangas ndo ultrapassam o valor de indice de polidispersdo de
0,25, o que indica que o sistema continua homogéneo. Ja para a nanoemulsdo NE-OT-PC (20
°C), ndo foi verificado diferenca estatistica, mas os valores de indice de polidispersao sao
mais elevados quando comparado com a formulacdo NE-OT-CI, o que demostra que o
sistema possui uma menor uniformidade no tamanho das goticulas.

O resultado da avaliacdo do potencial zeta pode ser visto na Figura 20 (c), na qual é
possivel perceber uma diferenca significativa para as formulagdes NE-OT-CI, armazenadas a
5e 20 °C, um dia ap6s o preparo, em seguida os valores reduziram e estabilizaram, 0 que néo
foi visto para a nanoemulsdo NE-OT-CI (40 °C) e NE-OT-PC (20 °C) que chegaram a
registrar um potencial zeta proximo a -4,6 mV e -4,3, respectivamente. Esta baixa forca de
repulsdo eletrostatica entre as cargas superficiais das goticulas tende a provocar um aumento
na probabilidade de fenémenos de instabilidade (BRUXEL et al., 2012).

A Ultima propriedade fisico-quimica analisada foi o pH e os resultados estdo expressos
na Tabela 11. Os potenciais hidrogeniénicos logo apos a preparacao foram levemente acidos,
em torno de 5. Foi observada diferenca estatistica (p <0,05) na nanoemulsdo NE-OT-CI (40
°C) que no final dos 30 dias de estudo apresentou um pH préximo a 3,0. Esta variacdo pode
estar relacionada a presenca de &cidos graxos provenientes da hidrélise dos tensoativos
(BRUXEL et al., 2012), indicando uma possivel desestabilizagdo do sistema.
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Figura 20 — Gréficos referentes ao diametro medio de goticulas (a), indice de polidisperséo (b)
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Tabela 12 — Potencial hidrogeniénico das nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-PC,
armazenadas nas temperaturas de 5, 20 e 40 °C, por 30 dias. Os dados foram
analisados pelo teste de Friedman seguido pelo pés-teste de Dunn’s (média +
desvio padréo, n = 3)

Tempo NE-OT-CI NE-OT-CI NE-OT-CI NE-OT-PC

dias) 5°C 20 °C 40 °C 20 °C

(

0 5,30 + 0,00% 5,30 + 0,00 5,30 + 0,00 ° 5,13 + 0,00
15 5,30 + 0,002 5,30 + 0,00 5,30 + 0,00 5,13 + 0,00
7 544 +0,11° 6,14 + 0,02° 4,82 + 0,04 5,63 + 0,29
15 5,45 + 0,142 6,05 + 0,05 411+0,13° 5,51 + 0,45
30 5,33 + 0,05 5,87 + 0,05 3,58 +0,10° 5,16 + 0,542

*Letras diferentes na mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes (p <0,05).

Considerando o volume de dados obtidos e para melhor interpretacdo dos resultados e
compreensdo da influéncia das variaveis neste estudo de estabilidade, foi realizada uma
analise exploratoria multivariada denominada de Analise de Componentes Principais (ACP).
A ACP consegue transformar as variaveis dos dados originais em um conjunto menor de
novas variaveis que sdo chamadas de componentes principais (HONGYU; SANDANIELO;
JUNIOR, 2016). O que caracteriza esse novo conjunto formado é a ortogonalidade e sua
vantagem estd em normalmente reter a maior parte das informagdes em poucas variaveis,
reduzindo a dimensionalidade dos dados sem perder informacdo (SABIN; FERRAO;
FURTADO, 2004). A ACP foi aplicada e a matriz de dados foi composta pela média da area
total de cada componente volatil que constitui o 6leo e a média das propriedades fisico-
quimicas: tamanho de goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH.

A constituicdo das nanoemulsdes estudadas diferem pela concentracdo total de agentes
emulsionantes utilizados em sua obtencédo, deste modo uma ACP foi aplicada para a NE-OT-
Cl e NE-OT-PC, ambas armazenadas a temperatura de 20 °C, com o propésito de identificar a
influéncia da concentracdo de tensoativo na representatividade das variaveis. Na Figura 21 (a)
mostra a disposi¢cdo dos tratamentos ao longo do PC | (Principal Component 1) e PC Il
(Principal Component II), estes representam 83,43% da variancia total da matriz de dados. De
maneira geral, o PC | discriminou a NE-OT-PC (com menor concentracdo de tensoativo em
sua composicdo) da NE-OT-CI (com maior concentracdo de tensoativo), sendo que essa

discriminacdo foi mais evidente para tempos 0 e 1,5 de NE-OT-PC contra os tempos 0, 7, 15 e
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30 dias para NE-OT-CI. No grafico das varidveis disposto na Figura 21 (b) os escores das
varidveis sdo baseados nos coeficientes gerados para cada varidvel original a partir da area
encontrada no headspace para cada uma das amostras, nos valores nanométricos dos
diametros médios das goticulas ou nos valores do indice de polidispersao, potencial zeta e pH,
nota-se que a variavel de tamanho de goticula (nm) foi a que mais influenciou para a
discrimacdo da NE-OT-CI, sendo que todas as demais varidveis avaliadas foram
correlacionadas com NE-OT-PC, principalmente, nos tempos de 0 e 1,5 dias. Em relacdo ao
PC Il [Fig 21 (a)] NE-OT-CI no tempo de 1,5 dias foi significativamente discriminada de NE-
OT-PC 15 e 30 dias, sendo esta associada, principalmente, pela menor concentracdo de
hidrato de cis-sabineno em NE-OT-CI 1,5 dias e pelos maiores valores de potencial zeta e

maiores concentragdes de timol e carvacrol no headspace em NE-OT-PC 15 e 30 dias [Fig 21

(0)].
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Figura 21 — Andlise de componentes principais das nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-PC
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ApoOs analisarmos a interferéncia da composi¢do quantitativa de tensoativos nas
nanoemulsdes, outro interesse foi entender a influéncia da temperatura no processo de
armazenamento. A ACP foi realizada com as informacbes referentes a NE-OT-CI,
armazenadas nas temperaturas de 5, 20 e 40 °C.

A Figura 22 (a) mostra o grafico de escore que apresenta a distingdo entre as amostras
na qual os componentes principais, PCl e PC Il, representam 81,9% da variancia total. De
maneira geral, o PC I, discriminou as amostras pela maior (40 °C) e menor (5 °C) temperatura
em gue elas foram armazenadas, sendo que essa diferenca foi mais evidente nos tempos de 7,
15 e 30 dias. Na Figura 22 (b) esta representado o grafico das varidveis na qual a temperatura
de 40 °C foi correlacionada com maiores valores das varidveis de caracterizacdo fisico-
guimica da nanoemulsdo e maiores concentracdes de timol e carvacrol no headspace,
enquanto que, principalmente, a nanoemulsdo armazenada na temperatura de 5 °C foi
correlacionada com as varidveis de compostos volateis. Deste modo, € possivel observar que
as nanoemulsGes armazenadas a 5 °C mantém suas propriedades fisico-quimicas, e ndo ha
perdas significativas de compostos volateis. O PC Il distinguiu as amostras armazenadas em
40 °C nos tempos de 7 e 30 dias [Fig 22 (a)]. Sendo que, para as amostras armazenadas a
temperatura de 40 °C, ha diferenca nas propriedades fisico-quimicas a partir do sétimo dia,
correlacionadas principalmente com o indice de polidispersdo e pH, apesar de ndo serem
todas diferencas estatisticamente significativas, aumentam a possibilidade de desestabilizacdo
do sistema. A correlacdo encontrada esta relacionada a elevada abundancia dos monoterpenos
oxigenados, timol e carvacrol aos 30 dias de armazenamento as temperaturas de 20 e 40 °C
[Fig 22 (b)].
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Figura 22 — Analise de componentes principais da nanoemulsdo NE-OT-CI armazenada a 5,
20 e 40 °C, durante 30 dias, na qual o grafico (a) representa as amostras e o (b) as
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

A atividade antifungica do 0leo essencial de tomilho é bastante relatada na literatura,
isso devido a presenca dos monoterpenos timol e carvacrol, responsaveis por essa propriedade
(ROCHA, 2013; FLORES, BECK, SILVA, 2016; ASPREA et al., 2017). A fim de verificar a
atividade contra fungos exercida pelo 6leo a partir das nanoemulsdes NE-OT-CI e NE-OT-
PC, foi realizado concomitante ao estudo de estabilidade das nanoemulsdes por cromatografia
gasosa utilizando a técnica de microextracdo em fase sélida, o teste de difusdo em agar frente
a levedura C. albicans. Os testes foram realizados ap0s a preparacdo das formulacfes e depois
de 30 dias de armazenamento nas temperaturas de 5, 20 e 40 °C. Os resultados (Tabela 13)

sdo referentes ao diametro dos halos de inibicdo formados.

Tabela 13 — Didmetro dos halos de inibicdo (mm) determinados na avaliacdo da atividade
antifungica in vitro do timol (padrdo) e das nanoemulsées NE-OT-CI e NE-OT-
PC, armazenadas em diferentes temperaturas (5, 20 e 40 °C)

Temperatura de Diametro Médio do
Tempo Amostras L
Armazenamento Halo de Inibi¢io (mm)
TIMOL - 15,53 £ 0,57
0 NE-OT-CI - 16,03 £ 0,37
NE-OT-PC - 16,39 £ 2,50
TIMOL - 15,76 + 0,46
NE-OT-CI 5°C 13,91+ 0,38
) NE-OT-CI 20°C 13,57 £ 0,52
30 dias
NE-OT-CI 40 °C 11,23 +0,18
NE-OT-PC 20 °C 14,77 + 0,57

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica.

Com base nos resultados, verificou-se que ambas formulagbes, NE-OT-CI e NE-OT-
PC, ndo apresentaram diferenca ap0s a preparacdo entre si e nem quando comparadas ao
padrdo timol na mesma concentragdo, apresentando halos de inibicdo em torno de 16 mm.
Decorridos 30 dias, houve uma diminuicdo nos halos de inibicdo das formulagées NE-OT-CI
em todas as temperaturas de armazenamento. Nas temperaturas de 5 °C e 20 °C a capacidade

de inibicdo fangica das formula¢Ges decairam quando comparadas as mesmas no tempo
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inicial do teste, porém, uma maior diminuicdo no halo de inibicdo foi observada na
formulacdo armazenada a 40 °C. Este fato possivelmente se explica pela desestabilizacdo do
sistema e consequente perda de timol e carvacrol quando as nanoemulsdes foram
armazenadas a altas temperaturas. Ja a formulacdo NE-OT-PC néo apresentou diferenca apds
30 dias de armazenamento a temperatura de 20 °C em relagdo ao tempo inicial e nem em
relagdo as formulagdes NE-OT-CI armazenadas a 5 e 20 °C. Os excipientes e o solvente néo
apresentaram atividade antifungica, garantindo a acdo exclusiva do 6leo.

Estes resultados corroboram com a Analise do Composto Principal, na qual foi
verificado que houve uma maior concentracdo de timol e carvacrol no headpace no trigésimo
dia de teste nas formulagdes armazenadas a temperatura de 40 °C, sugerindo uma menor
associacdo do 6leo a nanoemulsdo, o que explica os menores didametros dos halos de inibicdo
e, consequentemente, menor atividade antifungica.

Romero e colaboradores (2009) investigaram a atividade antifungica do dleo de
tomilho frente a microrganismos que causam danos a agricultura, como Myrothecium
verrucaria, Corynespora cassiicola, Erwinia psidii, Sclerotinia minor e Colletotrichum
musae. A concentracdo necessaria para inibicdo variou em funcdo do microrganismo, entre 5
e 200 pg/mL. Deste modo, o estudo concluiu que este 6leo pode ser usado como controle
alternativo de doencas que incidem sobre as plantas, causadas por diversos fungos.

Em 2011, Almeida e colaboradores avaliaram a atividade antifingica dos o6leos
essenciais de manjericdo (Ocimum basilicum), piprioca (Cyperus articulatus), canela da china
(Cinnamomum cassia), tomilho (T. vulgaris) e palmarosa (Cymbopogon martinii) frente a
cepas de C. albicans pela metodologia da difusdo em disco de papel a partir do diametro dos
halos de inibicdo. Com excecdo do Oleo de piprioca, todos os outros Oleos testados
apresentaram atividade antifngica, com halos de inibicdo em torno de 27 e 30 mm.

Guerra-Rosas e colaboradores (2017) analisaram a atividade antimicrobiana de
nanoemulsdes contendo 6leos essenciais de tomilho, orégano, capim-limdo ou tangerina e
pectina com alto teor de metoxila contra E. coli e L. innocua durante o periodo de
armazenamento de 56 dias, objetivando torna-los descontaminantes em produtos alimenticios.
A maior atividade antimicrobiana foi verificada para o 6leo essencial de capim-liméo, seguida
pelo de orégano, tomilho e tangerina+pectina. Deste modo, concluiu-se que a atividade
antimicrobiana das formulacfes esté relacionada diretamente ao tipo de 6leo utilizado e que
0S mesmos apresentaram maior atividade contra E. coli quando comparada a L. innocua.

Houve uma diminuicéo significativa da atividade contra esses patdgenos ao longo do periodo
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de armazenamento, independentemente do 6leo essencial, 0 que esta relacionado a perda de
compostos voléateis ao longo do tempo.

56 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO DO TIMOL A PARTIR DAS
NANOEMULSOES

O estudo de liberacdo in vitro do timol a partir das nanoemulsdes e do 6leo em solucéo
metanolica foi realizado em sacos de didlise como barreira de difusdo. Para a quantificacdo do
timol nos diferentes tempos, 0 método analitico foi validado e mostrou-se especifico, pois ndo
houve interferéncia do meio receptor na quantificacdo do composto; linear na faixa de
concentracdo de 1,5 — 40 pg/mL (y = 16186x - 676,42; r* = 0,9999), apresentando regressao
linear significativa (Fcaiculado = 9,0200 >Fiapelado = 4,96) € auséncia de desvio de linearidade
(Fealcutlado = 0,0003 >Fiapelado = 3,71), além de ser preciso (DPR = 1,20% e 1,31% para
repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente) e apresentar limites de deteccédo e de
quantificacdo de 0,18 pg/mL e 0,59 pug/mL), respectivamente.

Os resultados obtidos para as nanoemulsdes e para o 0Oleo livre estdo resumidos na
Figura 23 (a) e (b). Como ja esperado, o timol presente na solucédo (6leo livre) apresentou uma
liberacdo mais rapida quando comparado ao mesmo associado as nanoemulsdes. A Figura 23
(@) demonstra o perfil de liberacdo das amostras, na qual verifica-se que a solucdo do 6leo, em
torno de duas horas, liberou aproximadamente 50%, o equivalente a 2.480 pug/mL de timol,
sendo que para o Oleo incorporado nas nanoemulsbes NE-OT-Cl e NE-OT-PC, essa
concentracdo sé foi alcancada em torno de seis horas de estudo. Um platé na liberagdo do
timol foi alcancado em 24 horas tanto para as nanoemulsdes quanto para a solucdo do dleo
livre.

A fim de avaliar a capacidade das nanoemulsdes em sustentar a liberacéo do timol, foi
utilizada a razdo da porcentagem liberada em 15 minutos (0,25 h) e ap6s 24 h, em relacdo ao
tempo final do experimento (30 h): [%R30h / %R0,25h] e [%R30h / %R24h]. Conforme
demonstrado na Figura 23 (b), a razdo [%R30h / %R0,25h] para ambas nanoemulsdes, NE-
OT-CI (35,5 + 1,23) e NE-OT-PC (39,6 + 3,25), foram significativamente maiores (p <0,01)
do que para o Oleo livre (10,1 + 2,53), indicando que a liberacdo do timol a partir das
nanoemulsdes ocorreu de forma gradual ao longo do experimento em comparacdo ao
observado para o 6leo em solugdo, ndo associado ao nanosistema. N&o foram encontradas
diferencas significativas entre as duas nanoemulsdes. Para a razdo [%R30h / %R24h] n&o

houveram diferencas entre as formulaces (NE-OT-CI e NE-OT-PC) e a solucdo de ¢leo
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livre, obtendo-se valores de 1,03 + 0,00; 1,03 = 0,01 e 1,01 + 0,01, respectivamente. Ou seja,
apos 24 horas, a quantidade de timol liberada é semelhante e alcanca valores préximos a
100%. Estes resultados demonstram a capacidade das nanoemulsdes em controlar a liberacéo
do timol por um periodo de 24 h, possibilitando obter concentracdes graduais do mesmo ao

longo deste periodo.

Figura 23 — (a) Resultados obtidos no estudo de liberagdo in vitro de timol a partir das
nanoemulsdes (NE-OT-Cl e NE-OT-PC) e da solugdo metandlica (6leo livre)
por um periodo de 30 h. (b) Raz&o do percentual liberado nos tempos de 0,25 h
[%6R30h / %R0,25h] e 24 h [%R30h / %R24h]. Os dados foram representados
como média * desvio padrdo e analisados por ANOVA de duas vias, seguido
pelo pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey (p <0,01; n = 3)
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O controle na liberacdo de subténcias ativas pode auxiliar na diminuigédo da toxicidade
de alguns bioativos, reduzir os efeitos adversos, além de aumentar o intervalo de
administracdo e, deste modo, facilitar a aceitabilidade pelo paciente (BIZERRA, SILVA,;
2016).

Asprea e colaboradores (2017) desenvolveram nanociclos (compostos por
fosfatidilcolina, colesterol e ions célcio) contendo dleo essencial de T. vulgaris com o objetivo
de estudar sua atividade antioxidante e antimicrobiana como conservante de alimentos. O
estudo de liberacdo in vitro de timol e carvacrol a partir dos nanociclos, na concentracdo de 1
mg/mL, foi realizado. O meio de liberacdo utilizado foi tampé&o fosfato-salino (pH 7,4) e o
estudo foi realizado a temperatura de 37 °C, por 24 horas. A liberagéo do timol atingiu 36% e
carvacrol 26% na primeira hora do teste. Ap6s 6 h, 31% e 41% de carvacrol e timol foram
liberados, respectivamente. Deste modo, os autores concluiram que as formulagdes
desenvolvidas representam um vetor inovador para a liberacdo prolongada do 6leo essencial
de tomilho sem alterar suas propriedades funcionais.

A partir destes resultados, observa-se que as nanoemulsdes desenvolvidas neste
trabalho possibilitaram controlar a liberacdo do timol por um maior periodo de tempo,

demonstrando a influéncia do tipo de nanocarreador no controle da liberacéo de substancias.
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6 CONCLUSAO

e A proposta deste trabalho foi obter nanoemulsdes contendo 6leo essencial de tomilho
a partir de uma técnica de alta energia de emulsificacdo, sem utilizar temperatura e
solventes organicos. As formulacGes desenvolvidas a partir do planejamento
experimental apresentaram parametros fisico-quimicos satisfatorios, como tamanho

nanomeétrico, indice de polispersao adequado e teor de timol proximo ao tedrico.

e O estudo de estabilidade demonstrou que a nanoemulsdo NE-OT-CI apresentou
propriedades fisico-quimicas mais adequadas durante os 100 dias de armazenamento

nas temperaturas de 5 e 25 °C quando comparadas a NE-OT-PC.

e A aplicacdo da Analise do Componente Principal proporcionou melhor interpretacdo
dos resultados no estudo de estabilidade dos compostos volateis do 6leo essencial de
tomilho pela técnica de HS-SPME realizada por cromatografia gasosa. Foi possivel
verificar a interferéncia da temperatura nos componentes volateis do 6leo de tomilho
associado as nanoemuls@es durante o armazenamento das formulac6es estudadas. Foi
evidenciado maior desestabilizacdo das nanoemulsdes armazenadas em altas

temperaturas (40 °C), o que diminui o tempo de vida Util da formulacéo.

e A avaliacdo in vitro da atividade antifingica frente a leveduras de C. albicans
corrobora com o estudo de estabilidade dos compostos volateis, demostrando que com
a diminuicdo na concentracdo dos compostos volateis das nanoemulsfes armazenadas
a 40 °C, houve diminuicdo nos halos de inibicdo e consequentemente menor atividade

antifungica.

e O estudo de liberagéo in vitro demonstrou o controle da liberagdo do timol a partir das
nanoemulsdes desenvolvidas (NE-OT-CI e NE-OT-PC) em relacdo ao 0leo essencial

de tomilho livre em solucéo.

e A nanoemulsdo NE-OT-CI (armazenadas a 5 e 20°C) mostrou-se a formulacdo mais
promissora, mantendo-se estavel e controlando a liberacdo do 6leo sem perder a
atividade biologica. Mais estudos devem ser realizados para que essas formulagdes

possam ser utilizadas de maneira mais ampla explorando sua atividade antifingica em
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diversas areas, inclusive para que possa futuramente ser uma alternativa para o

tratamento fingico em humanos.
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APENDICE A - CO-VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE TIMOL A PARTIR DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A co-validacdo da metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
posterior analise das amostras foi realizado de acordo com a validagdo de Otoni e
colaboradores (2014) com modificacdes. Foi utilizado um cromatdgrafo Shimadzu (Kyoto,
Japdo), equipado com bomba modelo IC-20AT, detector SPD-M20A, sistema controlador
CBM-20A e injetor SIL-20A HT. Como fase estacionaria utilizou-se uma coluna Zorbax
Eclipse Plus C-18 (250 mm x 4,6; 5um) e pré-coluna Phenomenex® C-18 (4,0 x 3,0 mm,
5um). A fase movel foi composta por acetonitrila:dgua (55:45, v/v). O equipamento foi
operado a temperatura ambiente, empregando fluxo isocratico de 1,0 mL/min. O comprimento
de onda utilizado para deteccdo do timol foi de 276 nm e o tempo de retencdo das andlises foi

de aproximadamente de 12,5 minutos.

1. PREPARACAO DA SOLUCAO PADRAO E AMOSTRAS

1.1 Preparacao da solucéo padréo

Para obtencdo da solucdo padrdo foram pesados, exatamente, 1,0102 g de timol (grau
de pureza 98,5%), transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, solubilizado com
acetonitrila, para obtencdo de uma concentracdo de 1 mg/mL. A partir desta, 200 uL foram

diluidos a 10 mL de acetonitrila para obtenc¢do da solu¢cdo padrdo de 20 pg/mL.

1.2. Preparacdo das amostras

Para extracdo do timol das nanoemulsdes (concentracdo de 4,8 mg/mL), uma aliquota
de 41,7 pL foi diluida em baldo volumétrico de 10 mL com acetonitrila e 30 inversdes
manuais do baldo volumétrico foram realizadas para obtencdo de uma conncetracdo de 20
ug/mL. Para analise no CLAE, as amostras foram previamente filtradas em membrana de

celulose (0,45 pm).



2. VALIDACAO METODO ANALITICO

Os parametros avaliados na validacdo do método analitico incluem especificidade,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo (repetibilidade e preciséo

intermediaria para o 6leo de tomilho e para a nanoemulséo) e exatidao.

2.1 Especificidade

Para a determinacdo deste parametro foi utilizada a nanoemulséo sem a presenca do
6leo essencial de tomilho, contendo os demais excipientes. Deste modo, as amostram foram
submetidas ao mesmo tratamento das amostras contendo o éleo (item 1.2), filtradas, injetadas
no cromatografo e analisadas quanto a possivel interferéncia dos excipientes. Com base na
Figura 1, é possivel verificar que o método mostrou-se especifico para anélise de timol, sem a

presenca de interferentes no pico cromatografico.

Figura 1 — Cromatogramas obtidos por CLAE para a quantificacdo de timol na (a) solucédo
padrdo (20 pg/mL de timol), (b) na nanoemulsdo NE-OT-CI (20 pug/mL de timol),
(c) dos excipientes da nanoemulséo (auséncia do 6leo de tomilho) e (d) no éleo
essencial de tomilho livre (20 pg/mL de timol)
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2.2 Linearidade

A curva analitica foi construida nas concentracfes de 5, 10, 20, 40 e 50 pg/mL. As
solugdes foram preparadas a partir da diluicio do padrdo em acetonitrila. Trés curvas
analiticas independentes foram construidas e a linearidade foi estimada a partir do estudo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e avaliada por analise de variancia
(ANOVA).

Os resultados obtidos indicam adequado coeficiente de correlacdo (r = 0,9998; y =
16358x + 9894,1), regressdo linear significativa (Fcaicutado = 7160,7832 > Fiapelado = 4,96) € sem
desvio de linearidade (Fcaicutado = 0,5597 < Ftapelado = 3,71) demostrando a linearidade do

método na faixa de 5 a 50 pg/mL.

2.3 Limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados a partir das seguintes
equacoes:
LD=33xDP/S
LQ=10xDP/S

onde, DP = desvio padrdo do intercepto com o eixo y e S = inclinacdo da curva analitica.

O LD calculado correspondeu a 1,09 pg/mL e 0 LQ a 3,63 pg/mL.

2.4 Precisdo

A precisdo do método foi obtida em nivel de repetibilidade e precisdo intermediaria
para 0 Oleo de tomilho e para a nanoemulsdo. A repetibilidade foi determinada a partir da
analise de seis amostras distintas do 6leo e da nanoemulsdo, ambos a 20 pug/mL, preparadas
pelo mesmo analista, no mesmo dia e sob as mesmas condic¢Ges instrumentais. A precisao
intermediaria foi realizada a partir da analise do 6leo de tomilho e da nanoemulsdo na
concentracéo de 20 pug/mL, em triplicata, por dois analistas diferentes em 3 dias consecutivos.
Os resultados otidos foram expressos em rela¢do ao desvio padréo relativo (DPR).

Deste modo, os resultados obtidos neste parametro para o 6leo essencial de tomilho e

para a nanoemulsdo encontram-se na Tabela 1 e 2. Os valores de DPR foram de 0,69% e



0,84% para repetibilidade e precisdo intermediria, respectivamente, do 6leo de tomilho e a

repetibilidade e precisdo intermediaria da nanoemulsdo apresentaram DPR de 1,2% e 1,00%,

respectivamente, demonstrando que o método analitico é preciso tanto para o 6leo quanto para

a nanoemulsao dentro da faixa de concentragcdo em estudo.

Tabela 1 — Resultados da precisdo do método analitico por CLAE (repetibilidade e precisdo
intermediaria) para quantificagdo do timol no 6leo essencial de tomilho

Concentracao

Concentracéo

teorica (ug/mL)  experimental (ug/mL) Teor (%) DPR (%)

Intra-dia

Dia 1 (n=6) 20,0 19,58 £ 0,28 97,91 £ 0,67 0,69
Inter-dia

Dia 1 (n=3) 20,0 19,49 £ 0,14 97,47 +0,14 0,77
Dia 2 (n=3) 20,0 19,45 £ 0,04 97,29 +1,04 1,07
Dia 3 (n=3) 20,0 19,35+ 0,10 96,79 £ 0,64 0,67
Meédia (n=9) 20,0 19,43 £ 0,09 97,18 £ 0,61 0,84

Tabela 2 — Resultados da precisdo do método analitico por CLAE (repetibilidade e precisdo
intermediaria) para quantificacdo do timol na nanoemulsdo

erica (ugimL) _ experimental (ugmy)  T%T (%) DPR(9
Intra-dia
Dia 1 (n=6) 20,0 19,37 £ 0,06 96,84 £ 1,17 1,2
Inter-dia
Dia 1 (n=3) 20,0 19,49 + 0,04 97,44 £ 0,22 0,22
Dia 2 (n=3) 20,0 19,61 £ 0,26 98,04 + 1,29 1,31
Dia 3 (n=3) 20,0 19,33+ 0,29 96,66 + 1,43 1,48
Média (n=9) 20,0 19,48 £ 0,20 97,38 £ 0,98 1,00
2.5 Exatidao

Este parametro foi avaliado para o 6leo de tomilho, na qual foi realizado a partir do

teste de recuperacdo. Para realizacdo desta analise, trés amostras do 6leo de tomilho foram

extraidas em acetonitrila para concentracdo final de 10 ug/mL de timol. Apoés, foram



acrescentadas concentragdes conhecidas da solugdo padrdo de timol, obtendo concentragoes
de 16, 20 e 24 pg/mL de timol, o que correspondeu a 80, 100 e 120% da concentragdo padrao
de andlise (20 pug/mL). O resultado obtido para exatiddo encontra-se disposto na Tabela 3. A

recuperacdo média obtida foi de 101,48 + 1,99 %, mostrando-se um método exato.

Tabela 3 — Resultados da exatiddo do método analitico por CLAE (repetibilidade e preciséo
intermediaria) para quantificacdo do timol no éleo essencial (n=3)

Concentracdo Concentragéo

Amostra adicionada encontrada Recuperagao (%) DPR (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)
Al 6,00 6,13 £ 0,04 102,24 + 0,68 0,67
A2 10,00 10,30 + 0,06 102,98 + 0,60 0,58
A3 14,00 13,89 + 0,09 99,22 + 0,63 0,63
Recuperacdo média (%) 101,48 +1,99
DPR 1,96

Al, A2 e A3: amostras acrescidas da solugdo padréo



