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CARVALHO, B. A. A. Estudo da estabilidade do 6leo essencial da Pectis brevipedunculata
encapsulado em microemulséo de 6leo de coco babacu. 2021. 58 f. Trabalho de Concluséo
de Curso de Engenharia Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade
Federal do Maranhdo, Séo Luis, 2021.

RESUMO

As microemulsbes (MEs) sdo ferramentas utilizadas como potencializadoras de farmacos,
caracterizadas por transparéncia, isotropia e estabilidade termodindmica gerada por um filme
interfacial de compostos tensoativos. Estudos vém avancando nesta area, ndo somente pela
importancia técnico/cientifica, mas, sobretudo, pela relevancia econémica que a formulagédo
destes sistemas resulta para empresas farmacoldgicas. Assim, o presente trabalho visa
desenvolver e avaliar o uso das MEs como veiculo encapsulador de protecdo e estabilidade do
principio ativo do 6leo essencial de Pectis brevipedunculata, quando exposto a fatores
degradantes do meio ambiente, como variacdo de temperatura e incidéncia de luz constante. A
avaliacdo dos componentes majoritarios do Oleo essencial e suas estabilidades quando
encapsulado foram determinados pelo HPLC-PDA, e analisados estatisticamente pela ANOVA,
através da diferenca minima significativa de Fisher (LSD) e método “stepwise fit regression”.
De acordo com a analise, ocorreu o encapsulamento da mistura, ja que as MEs formadas se
apresentaram transldcidas e estaveis apés a adicdo do 6leo essencial. No teste de estabilidade,
a coloragdo do composto evidenciou degradacéo: amarelo mais claro a 30 °C, amarelo mais
escuro a 60 °C, comprovando uma mudanca no comportamento das amostras. O valor p
(0,0025), resultou em algumas médias diferentes e significativas, sobretudo ao comparar 0s
componentes majoritarios Neral e Geranial, devido a distincBes entre caracteristicas e
concentracfes das mesmas. Todos os isdmeros tiveram erro médio relativo (MRE) inferiores a
10%, e coeficiente de determinacdo proximos a 1, o que demonstrou um melhor ajuste,
principalmente dos isémeros Geranial e Neral. Na comparacdo entre valores tedricos e
experimentais, quantidade de residuos e frequéncia dos mesmos, ocorreu melhores ajustes para
todos os isdbmeros avaliados. Em funcdo da temperatura e tempo, os isbmeros apresentaram
ajustes eficiente dos modelos considerando a influéncia destes fatores primordiais na
caracteristica das formulacGes obtidas, por determinarem alteracbes na composicdo das
mesmas. Com isso, 0 encapsulamento de principios ativos em ME pode ser uma op¢édo
vantajosa para tornar formulagdes estaveis, na industria farmacéutica ou em outras areas.
Estudos adicionais sdo necessarios para verificar a eficiéncia e a viabilidade econdmica do

processo.
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CARVALHO, B. A. A. Stability Study of Pectis brevipedunculata Essential Oil
Encapsulated in Babacu Coconut Oil Microemulsion. 2021. 58 f. Graduate Work (Graduate
in Chemical Engineering) — Curso de Engenharia do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
da Universidade Federal do Maranh&o, S&o Luis, 2021.

ABSTRACT

Microemulsions (MEs) are tools used as drug enhancers, characterized by transparency,
isotropy and thermodynamic stability generated by an interfacial film of surface-active
compounds. Studies have been advancing in this area, not only because of the
technical/scientific importance, but, above all, because of the economic relevance that the
formulation of these systems results in for pharmacological companies. Thus, the present work
aims to develop and evaluate the use of MEs as an encapsulating vehicle for protection and
stability of the active principle of the essential oil of Pectis brevipedunculata, when exposed to
environmental degrading factors, such as temperature variation and constant light incidence.
The evaluation of the major components of the essential oil and their stability when
encapsulated were determined by HPLC, and statistically analyzed by ANOVA, using Fisher's
least significant difference (LSD) and the “stepwise fit regression” method. According to the
analysis, the encapsulation of the mixture occurred, since the MEs formed were translucent and
stable after the addition of the essential oil. In the stability test, the color of the compound
showed degradation: lighter yellow at 30 OC, darker yellow at 60 OC, proving a change in the
behavior of the samples. The p value (0.0025) resulted in some different and significant means,
especially when comparing the majority components Neral and Geranial, due to distinctions
between their characteristics and concentrations. All isomers had mean relative error (MRE)
below 10%, and coefficient of determination close to 1, which demonstrated a better fit,
especially for the Geranial and Neral isomers. In the comparison between theoretical and
experimental values, amount of residues and their frequency, there were better fits for all
evaluated isomers. As a function of temperature and time, the isomers presented efficient
adjustments of the models considering the influence of these primordial factors in the
characteristics of the obtained formulations, by determining changes in their composition. Thus,
the encapsulation of active principles in ME can be an advantageous option to make
formulations stable, in the pharmaceutical industry or in other areas. Additional studies are

needed to verify the efficiency and economic feasibility of the process.

Keywords: Microemulsions. Encapsulation. Stability. Essential oil. Degradation.
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1 INTRODUCAO

Relevantes mudancas tém ocorrido no século atual, sobretudo no que diz respeito a
tecnologia e seus estudos cientificos, que avancam de forma expressiva e trazem consigo um
olhar mais critico com expectativas de grandes transformacfes em futuros proximos. As
microemulsdes (MEs) sdo exemplos de inovagfes que geram significativas pesquisas
atemporais, pois apesar de serem conhecidas ha anos, recebem novos atributos e aplicacdes
regularmente, sendo objeto de andlise de cientistas em diversas areas de conhecimento.

As microemuls@es funcionam como sistemas termodinamicamente estaveis e sollveis,
capazes de aumentar a estabilidade e a solubilidade quando misturadas a um 6leo essencial, que
podera possibilitar seu uso como agente carregador e protetor de principios ativos de plantas
para aplicacdes diversas nas industrias farmacéutica, alimenticia e quimica.

A microencapsulagéo apresenta como uma das suas principais vantagens o mecanismo
de liberacdo controlada. Através deste mecanismo o agente ativo pode ser liberado em momento
e local apropriado, sendo considerada, uma propriedade extremamente importante nos
processos de encapsulacdo (SILVA et al., 2014).

Na industria de alimentos, a microencapsulacéo e a liberacdo controlada sdo aplicadas
com o objetivo de assegurar a manutencdo das caracteristicas nutritivas e sensoriais dos
alimentos e prolongar seu periodo de armazenamento (DIMA et al., 2016).

Na area farmacéutica, as microemulses surgem como importantes ferramentas para
potencializar o efeito dos farmacos tendo em vista que, mesmo utilizando pequenas quantidades
de principios ativos, os mecanismos de liberacdo controlada desses farmacos promovem a
otimizacdo da entrega do mesmo no local de acdo, melhoram sua biodisponibilidade, diminuem
o risco de toxicidade e facilitam sua administracdo (FREITAS FILHO et al., 2012).

Sabe-se que Oleos essencias sdo suscetiveis as mudancas quimicas, principalmente
devido a fatores, como temperatura, luz solar e umidade, que diminuem seu potencial para uma
aplicacdo especifica. Assim, este trabalho tem como intuito o estudo da estabilidade de 6leo
essencial de Pectis brevipendunculata carregado em uma microemulsao a base de 6leo de coco
babacu, surfactantes (Span 80 e Tween 80), co-surfactante (&lcool etilico) e agua. Esta aplicacéo
agrega valor ndo somente técnico/cientifico, mas também, regional e farmacéutico, por utilizar
0 Oleo de babacu e o 0Oleo essencial da Pectis brevipendunculata como matérias-primas, que

possuem origens locais e funcbes benéficas a saude. Espera-se ao término deste estudo,



contribuir para um melhor conhecimento acerca do comportamento das MEs, em especial no

que diz respeito a sua estabilidade em relacdo aos fatores degradantes das biomoléculas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma microemulsdo e avalia-la quanto ao efeito da temperatura e tempo
na sua estabilidade, utilizando o 6leo essencial da Pectis brevipedunculata como principio ativo

incorporado na mesma.

2.1 Objetivos especificos

e Formular uma microemulsao a base de coco babacu, surfactante e &gua, incorporada ao
6leo essencial da Pectis brevipedunculata como principio ativo da formulag&o;

e Estudar o efeito da microemulsdo nos marcadores quimicos do Oleo de Pectis
brevipedunculata através de um teste de estabilidade, como uma fun¢do do tempo,
temperatura e incidéncia da luz;

e Avaliar estatisticamente o efeito da incidéncia da luz e do tempo nos compostos

bioativos microemulsionados.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Emulsao, microemulsdo e nanoemulsao

Frequentemente existem dividas sobre o termo microemulséo, isto se deve ao fato de
que este pode ser semelhante as nomeacdes emulsédo e nanoemulséo, no entanto, ha distin¢bes
relevantes entre os significados. Uma emulsdo é definida como um sistema instavel, ou seja,
sua composicao varia de acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, o que gera
uma fase dispersa dentro de uma fase continua, e apresenta sistemas 6leo em agua (O/W) ou
agua em Oleo (W/O) (FRANZOL; REZENDE, 2015). Para obter um sistema homogéneo e
cineticamente estavel, ja que as emulsbes sdo formadas por fases distintas e com tenséo
superficial diferente, é fundamental a juncdo de um agente emulsificante, para viabilizar a
reducdo da tensdo superficial (caracteristica de cada componente, que apresenta determinada
resisténcia para se misturar a outro) de ambas as fases, e certa quantidade de energia que
favoreca a mistura dos componentes. Quanto ao tamanho dos glébulos de emulsao, pode ser
classificada em microemulsdes ou nanoemulsdes (SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA, 2014;
FRANZOL; REZENDE, 2015).

As microemulsdes (MEs) tém a mesma estrutura da composicdo e obtencdo das
emulsdes, através da mistura de dois liquidos imisciveis, sendo estes O/W e W/O, com a
participacdo de um surfactante, redutor de tensdo superficial da dgua e do 6leo, e um co-
surfactante que é um alcool de cadeia média, empregado quando hé intencdo de ampliar mais
ainda a area superficial. E considerado um sistema isotropico, opticamente transparente, com
baixa viscosidade e termodinamicamente estavel (SILVA et al., 2015; SOUZA et al., 2017).
Em relacdo a sua estrutura, € formada por goticulas de tamanho nanométrico, normalmente
menor que 0,001 dina/cm (SOUZA et al., 2017) diferenciando-se das emuls@es, pois estas
dispdem de tamanho goticular bem maior comparada &s MEs. A situag&o atribui-se ao fato de
haver transparéncia da mistura, dispersas em uma fase continua de um solvente imiscivel com
a fase dispersa (SILVA et al., 2015).

Hoar e Shulman (1943) definiram as MEs, ao considerarem sistemas transparentes
formados espontaneamente na mistura do 6leo e agua utilizando quantidades relativamente
grandes de tensoativo ibnico utilizando um alcool de cadeia média. Todavia o termo
microemulsdes foi inserido somente na década de 1950 (SCHULMAN et. al., 1959).

Ja as nanoemulsfes sdo constituidas por globulos com raios reduzidos que variam

entre 20nm a 200nm, o que contribui para que esta seja opticamente transparente e/ou



transllcida, transformando-se em estaveis durante um periodo de tempo (ZORZI et al., 2017).
Assim como as emulsdes, sdo termodinamicamente instaveis e precisam de fonte de energia
de emulsificacdo para serem elaboradas (RODRIGUES et al., 2018).

3.2 Tipos de microemulsoes

3.2.1 Estrutura e caracteristicas

As microemulsdes podem ser classificadas quanto a sua estrutura em trés tipos:
bicontinuas, agua em 6leo (W/O) e 6leo em agua (O/W) (D’CRUZ; UCKUN, 2001).
Entretanto é importante ressaltar que a formacdo de estrutura de uma micela intumescida
regular (O/W) ou reversa (W/O) sé é possivel em MEs diluidas (DAMASCENO et al., 2011).
Na figura 1 observam-se os tipos de MEs.

Figura 1- Representacdo esquematica da organizagdo das estruturas das microemulsdes.

Microemulsio A/O Microemulsio O/A

Estrutura bicontinua

Fonte: Mcclementes (2012).

Microemulsdes (O/W) sdo formadas por goticulas de Oleo cercadas por uma fase
continua aquosa. Assim, o componente lipofilico é representado atraves de dispersdes de
goticulas coloidais na regido hidrofilica. Ao se tratar das microemulsées (W/O), observa-se
que a fase continua é o 6leo sendo cercada por goticulas de agua, ou seja, 0 componente
hidrofilico é disperso na forma de goticulas coloidais no componente lipofilico (MO; ZHONG;
ZHONG, 2000; MCEVOY et al., 2007).

A bicontinua tem sua formagdo quando os componentes hidrofilicos e lipofilicos se



juntam, apresentando canais adjacentes alongados com goticulas na faixa de 1 a 100nm
(D’CRUZ; UCKUN, 2001; FORMARIZ et al., 2005).

Os surfactantes possuem a tendéncia de se distribuirem nas interfaces entre fases
fluidas com diferentes graus de polaridade (O/W e W/O). Isto se da em razdo da presenca dos
grupos hidrofilico e hidrofébico na mesma molécula. Para que eles possam desenvolver suas
propriedades, ha a formagdo de um filme molecular ordenado nas interfaces com objetivo de
reduzir a tensdo superficial (YANG; MCCLEMENTS, 2013).

Desta maneira, as MEs podem ser definidas tecnicamente como um balanco
hidrofilico-lipofilico (HBL), que representa o equilibrio entre as partes polar e apolar da
molécula do surfactante (LI; KUNIEDA, 2003; CAPEK, 2004). O HBL é uma escala de
valores, introduzida para caracterizar 0s tensoativos nao idnicos, tendo como base o tamanho
da cadeia polar do surfactante. De acordo com a escala, valores inferiores a dez indicam a
predominancia da parte apolar, indicando adequacédo ao preparo de ME do tipo W/O, ja os
superiores a dez mostram a predominéncia da regido polar, indicando que estas substancias
podem ser empregadas na obtencdo de MEs O/W e O/W (LAWRENCE; REES, 2000;
MANIASSO, 2001).

Além disso, outro fator importante é o valor de Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico
(EHL) de um surfactante, que d& uma indicacéo Util da sua solubilidade nas fases de 6leo e/ou
agua e pode ser utilizado para prever o tipo de emulsdo que ir4 ser formada (DAVIS, 1994).
Um surfactante com baixo EHL, entre 3 — 6, é predominantemente solGvel em 6leo, estabiliza
emulsGes W/O e forma micelas reversas no mesmo. Um surfactante com alto EHL, entre 8 —
18, € hidrofilico, dissolve preferencialmente em agua, estabiliza emulsdes O/W e pode formar
micelas em &gua. Um surfactante com um EHL intermediario, entre 6 — 8, ndo tém preferéncia
por agua ou 6leo (BECHER, 1977; WALSTRA, 2005).

3.3 Classificagdo de Winsor para sistemas microemulsionados

Em 1948, Winsor, criou um parametro semiquantitativo para mensurar o equilibrio
entre as caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas do surfactante similar ao HBL (balango
hidrofilico-lipofilico). Nesse tipo de classificacdo foram estabelecidos quatro tipos de sistemas,
baseados em quantidades de fases formadas em razdo da quantidade de 6leo e/ou agua em
excesso (WINSOR, 1948):

I) Winsor |: caracterizado pelo equilibrio entre a fase emulsionada com a fase oleosa

em excesso, especialmente na por¢édo superior do sistema, formando uma regido bifasica. Por



conter uma densidade menor que a da emulséo, a fase oleosa estabelece-se acima da emulsao;

I1) Winsor IlI: caracteriza o equilibrio entre a fase emulsionada e a fase aquosa em
excesso. Por possuir densidade menor que a da fase aquosa, a emulsdo posiciona-se na parte
superior a fase aquosa e 0 excesso de agua na parte inferior. Apresenta também sistema
bifésico;

I11) Winsor I11: possui trés fases em equilibrio (trifasica), 6leo, emulséo e agua, em
que o 6leo é a fase superior, a emulsédo a fase intermediaria e a 4gua, a fase inferior;

IV) Winsor IV: é um sistema em que ha apenas uma fase (monofasico), que seria a
microemulsdo, ou seja, ndo ha excesso de fase aquosa ou oleosa, tornando-se homogénio.

As Figuras 2 e 3 representam o sistema de classificacdo de Winsor, identificando cada
fase existente.

Figura 2 - Representacéo da classificacdo de Winsor.
A) Winsor I. B) Winsor I11. C) Winsor 11. D) Emulsdo homogénea. E) Winsor 1V.

Fonte: Mcclements (2012).

Figura 3 — Sistema de classificagdo de Winsor mostrando as possiveis fases 0leo e agua em

sistemas de microemulsoes.
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Fonte: Flanagan e Singh (2006).



O sistema tipo Winsor IV € o0 mais importante em um sistema microemulsionado, pois
ao adicionar co-surfactante, ha diminuicdo do HBL dos surfactantes e ajuste da conformacao

geométrica do surfactante na interface para facilitar a formacdo da ME (TAN et al., 2011).

3.4 Diagrama de fases

O principal objetivo nos sistemas microemulsionados, € obter uma combinacao critica
entre os componentes, de modo a conseguir uma solubilizacdo maxima da fase interna ou
dispersa (SHAH, 1998; GARTI, 2001; THEVENIN; GROSSIORD; POELMAN, 1996).

O diagrama de fases descreve em que condicdo experimental é possivel se obter MEs
e as regides limites de transicdo entre emuls@es, fases separadas e microemulsées O/W e W/O.
Ou seja, demonstra a relacdo entre as composicfes de um sistema e suas misturas
(LAWRENCE; REES, 2000).

Normalmente se utiliza o Diagrama de Fases Pseudoternario (DFPT) ao invés do
Ternario, devido a utilizacdo de quatro componentes (agua, 6leo, tensoativo e cotensoativo).
O que diferencia os dois € que se considera o cotensoativo e 0 tensoativo agrupados como um
sO componente, desde que a razdo entre a massa destes elementos seja constante em todos 0s
pontos do diagrama (GUIMARAES, 2013).

Esta ferramenta facilita a escolha das formulagGes adequadas para se incorporar em
farmacos, porque permite delimitar regies no diagrama de fases apenas com a inspecao visual
das amostras, ja que apresenta suas caracteristicas em cada fase, inclusive apontando os
sistemas translicidos ou opticamente transparentes, que caracterizam uma regido
microemulsionada (GUIMARAES, 2013; FORMARIZ et al., 2005)

3.5 AplicacGes das microemulsdes

As microemulsdes sdo conhecidas por seus atributos mais comuns, como sistemas
termodinamicos estaveis, opticamente transparentes, isotrépicos e de baixa viscosidade,
formados por goticulas de tamanho nanométrico, disseminadas em uma fase continua de um
solvente imiscivel com a fase dispersa. Entretanto, além do que ja se sabe, possuem
propriedades especiais, tornando-as de grande valor nos estudos e pesquisas desenvolvidos.
Como, por exemplo, elevado poder de solubilizagdo, uma baixa tenséo interfacial entre suas
fases continua e dispersa, implicando na possiblidade de haver uma boa solubilizagdo de

substancias polares, apolares e idnicas, 0 que comparadas as solugdes micelares, as quais sao



similares, sdo muito mais eficazes, ja que permitem solubilizagdo simultanea superior. Devido
a tantas caracteristicas proprias e diferenciadas, o campo das aplica¢cdes das microemulsdes
tem sido alvo de grandes questionamentos e até mesmo de curiosidades, sobretudo, nas suas
funcBes benéficas ao homem (SILVA et al., 2015).

As aplicacOes abrangem as areas de alimentos, farmacéutica e industrial. A primeira
surge com o objetivo de trazer melhorias de solubilizacdo e estabilidade dos ingredientes.
Apesar de a iniciativa ser recente e por isso ainda pouco divulgada, o uso das microemulsdes
para esses fins apresenta-se convidativo, gerando baixo custo, rapidez e viabilidade ambiental.
Isto se da pelo fato de que ao fabricar alimentos surge a necessidade de solubilizar
componentes lipofilicos, para a obtencdo de carga nutricional e funcional, e a industria,
infelizmente possui dificuldade nesta adi¢do, sobretudo quando € realizada em formulac6es
hidrofilicas (DEUTCH-KOLEVZON; ASERIN; GARTI, 2011; ZHENG et al., 2011;
MCCLEMENTS, 2012; ZIANI; FANG; MCCLEMENTS, 2012).

Ainda na alimentacdo, as ME vem sendo empregadas no racionamento e substituicéo
de solventes em preparacdes de aromas, estabilidade quimica de flavorizantes e aumento da
eficiéncia de antimicrobianos. Este ultimo teve poucas evidéncias, mas com 0 aumento das
pesquisas, foi comprovada a eficiéncia das microemulsdes contra microrganismos, inclusive
de interesse sanitario publico, como bactérias, fungos e leveduras (SILVA et al., 2015).

Em relagdo as aplica¢fes farmacéuticas, as microemulsdes podem ser usadas para
liberacdo de farmacos, que segundo a literatura tem o objetivo de proporcionar efeito
prolongado, fazendo com que atinjam a concentracdo plasmatica dentro dos padrdes
necessarios (FORMARIZ et al., 2005). Nesse sentido, de acordo com as caracteristicas das
MEs, € possivel saber a que tipo de aplicabilidade cada uma ir& servir e podera ser manipulada.

As microemulsdes lipidicas do tipo O/W, por exemplo, é uma das alternativas em
farmacos, devido a facilidade de solubilizacdo de substancias lipossoluveis, apresentando
dessa forma, utilidade terapéutica. Isto se da devido a sua estrutura, a qual possui um lipideo
neutro na regido interna, sendo estabilizado por lipidios anfifilicos (LUNDBERG, 1996).
Também se destaca 0 uso de microemulsdes (W/O), sobretudo porque pode ser Gtil no
transporte de farmacos hidrofilicos, especialmente tratando-se da posologia via oral e
intramuscular (FORMARIZ et al., 2005).

Além destas, as MEs possuem um enorme potencial de liberacdo de farmacos
lipofilicos via intravaginal e retal. Apesar de o sistema ser bem rigoroso, especialmente devido
a sua toxidade e a biodisponibilidade da formula, possui como ponto positivo uma absorcao

maior e melhoria da eficécia clinica (CRUZ, 2001).
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Outra funcionalidade das microemulsdes € a inibigdo da corroséo, a qual se apresenta
como uma grande preocupac¢do nas industrias atuais, sobretudo, por causar deterioracéo, riscos
ambientais e operacionais em equipamentos e materiais metalicos (SOUZA et al., 2017). As
MEs permitem uma relacdo, entre a solubilidade em meio aquoso neutro ou salino. Nessa
situacdo, elas se tornam pertinente, por causa das suas caracteristicas, como a baixa tenso
interfacial, baixo custo e por serem facilmente obtidas, além de favorecerem a solubilizacéo e
finalidades diversificadas de moléculas organicas (SCHWUGER, 1995; MENDONCA et al.,
2005; ROSSI; MACIEL; DANTAS, 2007; MOURA et al., 2013).

3.6 Oleos essenciais (OEs)

Conforme Tavares (2007) os Oleos essenciais podem ser denominados de 6leos
volateis, devido sua alta sensibilidade a temperatura, dleos etéreos, devido a sua solubilidade
em solventes organicos como o éter, e esséncias, pelo sabor doce e intenso aroma. Outra
caracteristica importante € a sua pouca estabilidade, reagindo muito facilmente com a luz, ar,
umidade calor e metais, além de serem em grande parte incolores e opticamente ativos.

Vale ressaltar os métodos de extracdo dos Oleos, que podem se dar por meio de
técnicas como a destilacdo por arraste a vapor, hidrodestilacdo, extracdo com gas carbdnico
supercritico, expressao a frio, entre outros, e sdo determinados pela localizagdo dos mesmos
na planta, desde as raizes até suas folhas, e sua utilizacdo. A hidrodestilagdo é um dos
procedimentos mais antigos e versateis empregados, consistindo numa técnica no qual o
material vegetal permanece em contato com a agua em ebulicdo, e 0 vapor causa a abertura
das paredes celulares, determinando a evaporacao do 6leo que esta entre as células da planta.
O vapor, que é a mistura do 6leo e &gua, passa por um condensador, onde acontece 0 seu
resfriamento (SILVA, 2011) e, devido a imiscibilidade dos componentes volateis e a agua,
ocorre a formacéo de duas fases liquidas que podem ser separadas (SATOR, 2009).

Outro ponto relevante € quanto ao seu aspecto oleoso, geralmente representado em
temperatura ambiente. Este fato os tornam mais volateis e diferenciados dos 6leos fixos, que
sdo combinagBes de substancias lipidicas, que em alguns casos, podem ser provenientes de
sementes como a linhaca. Podem ser levemente amarelados, possuem sabor acido e picante,
sendo pouco estaveis em presenca de luz, calor e ar e insoltveis em agua (SIMOES, SPITZER,
1999; SAITO, SCRAMIN, 2000).

Quanto a sua aplicacdo, 0 OE vem despertando grande interesse econdémico. De

acordo com Probst (2012) isso ocorre devido a grande demanda em relacdo as propriedades
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dos dleos como o combate antimicrobiano, e a divergéncia dos farmacos sintéticos, ja que sao
naturais e biodegradaveis, tornando-se assim fonte de pesquisa pra novos medicamentos.

Analisando quimicamente, 0s 6leos essenciais s80 compostos por uma mistura de terpenos,
sendo hidrocarbonetos que, se oxigenados, sdao chamados de terpendides (LASZLO, 2001),

como representado na figura 4.

Figura 4 - Exemplos de terpenos e terpenoides, como monoterpenos, sesquiterpenos e

diterpenos presentes em Gleos essenciais.
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Fonte: Laszlo (2001).

Para determinar a composicdo quimica dos 6leos essenciais é necessario considerar
ndo somente fatores genéticos, mas também as fontes metabolicas, ou seja, a relacdo quimica
da planta e 0 ambiente em que se encontra, pois este pode interferir na rota metabdlica e
consequentemente modificar a biossintese dos compostos envolvidos. A luminosidade e a
temperatura sdo consideradas fatores abioticos de alteracdo nos rendimentos e propriedades dos
6leos (MORAIS, 2009).

3.6.1 Influéncia da temperatura e da luminosidade nos 6leos essenciais

Segundo Sousa et al. (2008), a temperatura e a luminosidade tém funcao fundamental
na fotossintese, ja que colaboram para que o processo fisioldgico ocorra em ambiente ideal e
de forma eficiente nas plantas.

Para que ocorra adaptacao das plantas ao habitat € necessario um sistema resistente as
alteracOes de temperatura e luz no ambiente. Os Oleos essenciais, na maioria das vezes,
apresentam um aumento em seu teor quando as plantas produtoras se encontram em ambientes

com temperatura elevada, porém, em dias muito quentes, pode-se observar perda excessiva dos
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mesmos (MORAIS, 2009).

A luz também influencia de maneira visivel sobre a qualidade de dleos essenciais, pois
age diretamente na composicao e constituicdo das propriedades do mesmo. De acordo com
Voirin et. al. (1990) os 6leos essencias de Menthapiperita ou horteld, possuem compostos
majoritarios como o mentol e a mentona, e tragos de mentofurana, quando sdo submetidos a dia
longo, ou fotoperiodo extenso. Entretanto, ao ser exposto durante dia curto, ou fotoperiodo
pequeno, 0 composto majoritario mudou para a mentofurana, comprovando que a luz pode

alterar a comportamento do OE.

3.7 Oleo essencial da planta Pectis brevipedunculata

3.7.1 Género Pectis

De acordo com Marques et al. (2006), Asteraceae € a familia na qual a Pectis é
originaria e possui mais de 1.100 géneros, somando 25.000 espécies, podendo ser encontrada
em regides tropicais, subtropicais, temperadas, ao nivel do mar e em montanhas. Mas sua
frequéncia é maior em terrenos arenosos e rochosos.

Ao longo dos anos foram realizados diversos estudos e classificagdes da Pectis. Como
exemplo, pode-se citar Demo et al. (2005), que durante uma pesquisa sobre atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais, descobriu que um tipo de Pectis denominada odorata inibia
o0 crescimento de bactérias Gram-positivas. Conseguinte, foram aparecendo novas espécies do
género, que inclusive sdo utilizadas com fins medicinais, como a Pectis augustifolia, encontrada
nos Estados Unidos e México, sendo utilizado como condimento alimentar para o tratamento
de desconfortos estomacais (KEIL, 2002).

A Pectis brevipedunculata é, segundo Barbosa et al. (2006), uma espécie do nordeste
brasileiro. Possui caracteristicas nativas de ambientes xerofilos, suportando logos periodos na
auséncia de chuva sem diminuir o teor de agua, correspondente a 70%. Além disso, € de
pequeno porte e se revelou rica em Oleo essencial, por meio do estudo de palinologia realizado
por Mendonga, Esteves e Esteves (2002). A figura 5 demonstra uma ilustracdo tipica da parte

aérea da espécie.
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Figura 5- llustracdo da parte aérea da espécie Pectis brevipedunculata.
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Fonte: Marques (2013).

3.7.2 Caracteristicas e aplicac6es do 6leo essencial da Pectis brevipedunculata

Quanto ao OE da Pectis brevipedunculata, observou-se que este possui como
componentes majoritarios geranial (61,0%), neral (25,6%) e o0 acetato de linalila (10,3%). E os
minoritarios sdo 1-trideceno (1,2%), nerol (1,0%) e limoneno (0,8%) (BRITO; MARQUES,
2008).

Além disso, descobriu-se através do estudo da anatomia e da estrutura foliar da Pectis
brevipedunculata que esta perde pouca &gua e tem grande tolerancia a alta irradiancia,
permitindo eficiéncia na fixacdo de gas carbdnico, o que colabora para que haja uma via
fotossientética. Nesta espécie o OE fica armazenado em cavidades subepidérmicas, em
superficies de excrecdo, as quais se apresentam como grandes vacutolos, de aspecto granular,
sugerindo uma secrecdo lipofilica (AZEVEDO, 2007).

Outro ponto a ressaltar é que ha muitas atividades bioldgicas descritas para este tipo
de 6leo, sobretudo na area farmacéutica, abrangendo propriedades bacteriolégicas e fungicidas.
E também aplicagGes medicas, através da aromaterapia com misturas de 6leos contendo citral
e limoneno, no qual atuaram como redutores de pressdo arterial sistolica e auxiliaram na
atividade do sistema nervoso simpatico (CHA; LEE; YOO, 2010). Ou seja, 0 6leo essencial da

Pectis brevipedunculata tem grande potencial vascular.
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3.8 Encapsulamento de 6leos essenciais por meio de microemulsées

Um dos maiores desafios do campo cientifico e tecnoldgico abrangendo desde a area
da cosmética a ciéncia de alimentos e ainda médica, no sentido de fabricar medicamentos para
controle de pragas, fungos e bactérias, sobretudo nos dias atuais, onde surgem op¢es variadas
de servicos, porém sem eficacia comprovada, € encontrar formulagdes eficientes que aumentam
a disponibilidade de moléculas hidrofébicas, ou seja, dificilmente solGveis em agua (BREUER
et al., 2009). Essa limitacdo tem motivado grandes pesquisas na area de dispersdo destas
moléculas, objetivando a criagdo de métodos e plataformas que venham permitir a solubilizacdo
destes compostos (TRAN; TRAN, 2019; WAIS et al., 2016; GUZMAN et al., 2017; ARGUDO
et al., 2018). Devido a esta situacdo faz-se necessario desenvolver estratégias de aplicacdo de
veiculos carregadores das moléculas, que aumentem os compostos solubilizados e suportem os
fatores degradantes da mesma sem acarretar danos as suas atividades, garantindo assim a
protecdo das moléculas contra a degradacéo, especialmente as de natureza fisica e quimica.

Uma das opcdes de sistemas coloidais que vem sendo estudada e aplicada como
alternativa eficaz na solubilizacdo de compostos € 0 uso de microemulsdes com funcédo de
encapsular e conservar atividades importantes de 6leos essenciais (ASBAHANI et al., 2015).
Por serem termodinamicamente estaveis, com baixa energia mecénica necessaria para a
preparacdo de suas dispersdes e possuirem transparéncia e tamanho médio de goticula na faixa
de 4 a 200 nm, tem minimizacdo dos seus efeitos potenciais nas propriedades organolépticas
de produtos de consumo. Outra caracteristica € sua alta area de superficie especifica que
contribui na acessibilidade das moléculas, o que é adequado para a solubilizacdo (DONSI;
FERRARI, 2016; MISHRA, 2015).

Além disso, o uso de MEs auxilia em tratamentos terapéuticos, reduzindo a toxidade
de medicamentos para o ser humano (FANUN, 2012). Isso ocorre especialmente no caso de
microemulsdes 6leo em agua, pois estas fornecem ambiente propicio e protegido para a
solubilizacédo das gotas do 0leo, fazendo com que haja melhor distribuicdo e aproveitamento
do material solubilizado em meio aquoso (DONSI; FERRARI, 2016; JIMENEZ et al., 2018;
CHATZIDAKI etal., 2019). E relevante ressaltar que estas s&o promissoras também por serem
opcdes ecoldgicas e sustentaveis, que solubilizam moléculas potencializando suas atividades
bioldgicas e estabilizam a instabilidade quimica existentes nos OE que impossibilita seu
manuseio (AZZIZ et. al., 2019; DE GODOI et. al., 2017).

O encapsulamento dos OE através de MEs pode ser encontrado em varios ramos. A

seguir seréo abordadas algumas serventias do mesmo em diversas areas de aplicagéo.
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3.8.1 Area de Higiene

Os alimentos frescos sdo considerados grupos de grande relevancia quando se refere
a produtos alimentares (RICO et al., 2007). Sobretudo por serem conceituados como saudaveis.
Todavia, ha o risco da transmissdo de doencas causadas por patégenos que costumam se
aproveitar de produtos mais frescos e pré-embalados (DOYLE; ERICKSON, 2008; HARRIS
et al.,2003). Dessa forma, pelo fato de possuirem processamento minimo e oferecerem um
risco de contaminacdo maior, tornaram-se associados a surtos de doencas ocasionadas por
alimentos (SIVAPALASINGAM et al., 2004).

O uso de desinfetantes e agua para lavagem costuma ser a segurancga contra as
contaminacges e aumenta o tempo de vida util dos produtos frescos. No entanto a dgua utilizada
na pré-lavagem e na lavagem de alimentos precisa ser reciclada e reutilizada para reduzir o
consumo da mesma, tornando-a mais sustentavel (OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009). Ocorre
€ que essa dgua € mais propensa a ter microorganismos patogénicos, ja que por ser reciclada
possui concentracfes menores de desinfetante, favorecendo assim a propagacao de doencas ao
consumidor (LUO, 2007; LOPEZ-GALVEZ et al., 2010).

Neste sentido, para que industria de produtos organicos se beneficie, uma alternativa
para 0 seu problema é buscar a utilizacdo de desinfetantes que possuem maior capacidade
antimicrobiana e que tenha atividade estendida durante o tempo de p6s e aplicacdo da lavagem
apos a colheita. Com este intuito os 6leos essenciais derivados de plantas passaram a ser uma
opcao relevante para tal situacdo, visto que estdo sendo amplamente estudados como
conservantes de alimentos de ocorréncia natural em virtude das suas amplas atividades
microbianas (DAVIDSON et al., 2013). Além disso, a lavagem com OE permite maior alcance
a microrganismos, ja que estes podem estar localizados em regides bem protegidas como
superficies de corte, estdbmatos e fendas (TAKEUCHI et al., 2000). Porém, possuem
solubilidade limitada em &gua, assim estratégias precisam ser levantadas para usa-los como
solucdes de lavagem.

Dessa maneira, as MEs surgem como veiculo composto por mistura de 6leo,
surfactantes, co-surfactantes e agua que tem poder de minimizar energia livre de um sistema,
sendo termodinamicamente estaveis (LAWRENCE; REES, 2000). Sendo a transparéncia, a
presenca de surfactantes, que podem diminuir as tensdes interfaciais, aumentar a molhabilidade
das solucdes desinfetantes em superficies de produtos hidrofobicos, podendo assim ser usados
para dissolver 6leos essenciais (CHOI et al., 2002), e estas caracteristicas de estabilidade séo

0s motivos para considera-las pretendentes para a elaboracao de solucdes de higienizacao a base
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de OE, melhorando as propriedades umectantes.

3.8.2 Area Médica

Recentemente MEs para fornecer medicamentos para uso topico, como zaltoprofeno,
zidovudina, sertaconazol, resveratrol e curcumina vem sendo amplamente utilizadas
(MISHRA; PRABHAVALKAR; BHATT, 2016). Isto acontece devido a grande parte dos
compostos medicamentosos, como exemplo a quercetina, que apresenta diversas propriedades
antiflamatorias, antibacteriana, antiviral entre outras (HATAHET et al., 2016), além de ser
antioxidante e auxiliar na prevengédo do envelhecimento e clareamento da pele com atividade
rejuvenescedora (CHO, 2014), possuirem algumas limitacdes, como a baixa solubilidade em
agua, pouca permeabilidade na pele e instabilidade sob a luz, pH e temperatura (FRIEDMAN;
JURGENS, 2000). O encapsulamento com MEs apresenta-se como uma estratégia para a
formulacdo dos compostos, jA que conseguem aumentar os efeitos terapéuticos e a
permeabilizacdo das drogas até a epiderme, melhorar a solubilizacdo em agua, e traz
estabilidade ao farmaco instavel (KITAGAWA et al., 2009; CENSI et al., 2012).

O estudo de microemulsdes contendo 6leo essencial com finalidade de aplicacéo
topica também tem ganhado espaco nas pesquisas de cientistas (HERMAN; HERMAN, 2015).
Isto se deve ao fato de que OEs, como de hortel&-pimenta, de cravo e de alecrim, tem muitas
atividades bioldgicas, incluindo antioxidantes, antinflamatdrias, anticancerigenas,
antibacterianas, antifangicas e antivirais, sendo amplamente utilizadas nas industrias de
cosmeéticos, farmacéutica, medicinal e alimenticia (SHEN; LI, 2007; RIACHI; DE MARIA,
2014; FU et al., 2007). Outro beneficio é a diminuicdo de irritacdes sob a pele, devido a
composicao de terpenos (FOX et al., 2011). Com isso, a viabiliza¢do da quercetina combinada
ao uso de OE, encapsulada por MEs ndo ajuda somente no aperfeicoamento da solubilidade e
estabilidade, como também evolui a permeabilidade dos componentes na pele, fortificando e
protegendo a mesma.

Outro segmento importante a ser discutido sdo os beneficios do déleo essencial ndo
somente a pele, mas também como agentes conservantes e anti-infecciosos, por serem misturas
de compostos volateis, lipofilicos e de baixo peso molecular (LEYVA-LOPEZ et al., 2017;
KOKOSKA et al.,2018). Outro fator ¢ a comprovacdo de serem eficazes como
antimicrobianos. Segundo Lang e Buchbauer (2012) o uso de pesquisas recentes mostram
afinidades antifungicas e antibacterianas, inclusive alguns OEs resultaram ativos contra cepas

Gram-positivas e Gram-negativas. Devido sua caracteristica hidrofébica, o OE pode romper
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estruturas microbianas determinando vazamento de ions e organelas internas (MIRANDA.-
NOVALES; SOLO, 2012).

No entanto, por causa das particularidades dos 6leos essenciais, em relacéo a questoes
fisico-quimicas, instabilidade, volatilidade, pouca solubilidade, meia-vida rapida e, sobretudo
degradacdo térmica, tornam-se mais limitados quanto as suas aplicag¢fes. Por isso, uma forma
de regredir essas limitacOes é encapsulamento do OE em formulagdes adequadas (BILIA et
al., 2014). Este pode ser feito atraves de ferramentas como as MEs, convenientes ndo somente
pela facilidade de preparacdo, mas também em relacdo a producdo industrial e as suas
vantagens de estabilidade em longo prazo, aumento de solubilidade, biodisponibilidade de
ingredientes ativos, liberacéo sustentada, uniformidade e disperséo adequadas.

Estudos apontam o OE como agente antimicrobiano natural e que se potencializam
ao serem carregados por MEs (CAMPANA et al. 2017), principalmente em razdo da estrutura
molecular das microemulses, que conseguem romper a membrana citoplasméatica das
estruturas internas das células (AL-ADHAM et al., 2013).

A inddstria farmacéutica animal, principalmente nos Gltimos anos, que a tecnologia
despontou tem sido fortemente influenciada por novas estratégicas de mercado, sobretudo na
qualidade dos produtos oferecidos e ao bem-estar dos animais (MARTIN; KADOKAWA,
2006; SALLES, 2008). O uso indiscriminado compromete ndo somente a eficicia, mas elevam
os valores dos tratamentos e podem causar acumulo de substancias nos tecidos dos mesmos
comprometendo o seu consumo (FREITAS FILHO et al., 2012), fomentando rea¢des alérgicas
e quadros severos de intoxicacdo, culminando para o uso de antibiéticos que podem acarretar
em resisténcia bacteriana a determinados farmacos (VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH,
2000).

Assim é essencial aperfeicoar os farmacos ja existentes e criar novas técnicas e
formulacBes que sejam mais eficazes nos tratamentos veterinarios. E nesta linha de raciocinio
que surgem as emulsdes e microemulsées com o papel de potencializar o efeito dos farmacos,
através de uma liberacéo controlada ao promover otimizacao de resultados no mesmo local de
acao, e melhorar sua biodisponibilidade, ao diminuir o risco de toxidade e facilitar a sua
administracdo (FREITAS FILHO et al., 2012).

As razfes fundamentais para o uso de MEs no sistema de salde veterinario sao as
possibilidades de proporcionar um tratamento menos estressante ao animal, com baixo custo de
producdo, assim como reduzir a concentracdo de principios ativos na formulagdo, o que torna
0S medicamentos mais aptos e seguros tanto para 0s animais, como para 0 ser humano.
(ROTHEN-WEINHOLD et al., 2000).
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3.8.3 Area Alimenticia

No ambito alimenticio, o encapsulamento surge como uma tecnologia impactante no
sabor dos alimentos e na sua conservacgdo, ja que o Oleo essencial possui um sabor proprio
caracteristico, que resulta em pouca aceitagdo dos produtos aos quais sao adicionados. Além
de que representa uma rapida volatilizacdo dos seus componentes. Dessa forma, o
microencapsulamento aparece como mediador desses efeitos ao mascarar o sabor dos
alimentos e evitar a volatilizacdo dos componentes do OE (CHAR et al., 2015; NIU et al.,
2016). Outras contribuigdes das MEs na ciéncia alimentar se d&o na busca por alta resisténcia
as condicOes de processamento, estabilidade e manutencdo da qualidade e armazenamento das
propriedades dos produtos alimenticios (VELAZQUEZ-CONTRERAS et al., 2014).

Como exemplo, pode-se citar o uso do 6leo essencial da casca de laranja, muito
aplicado no ramo alimenticio, devido ao seu aroma e baixo custo. No entanto limita-se aos
alimentos pela sua baixa solubilidade aquosa, bem como estabilidade no decorrer do seu
processamento e armazenamento, corroborando em mudangas sensoriais do mesmo e dos
produtos que o contem (ASHURST, 1999). Dessa forma, o uso de MEs se adequam neste caso,
como método de aprisionamento do 6leo essencial dentro da camada protetora de materiais de
revestimento, a fim de aumentar a estabilidade e a possibilidade do uso em formulagdes aquosas
(FENG et al., 2009). Sendo o surfactante, um dos componentes formadores de MEs, um grande
aliado nos sistemas, devido a formacdo de uma monocamada entre as partes polares e apolares,
que podem ser utilizadas para encapsular diferentes compostos (RAJIB; BIDYUT, 2005),
oferecendo melhor sabor e biodisponibilidade ao produto, 0 que se apresenta como vantajoso
em relacdo as microemuls@es, que ndo possuem estas propriedades (GARTI, 2003).

3.9 Teste de estabilidade

Apesar das microemulsfes serem sistemas termodinamicamente estaveis, as
propriedades fisico-quimicas dos componentes de uma determinada formulacdo, como
exemplo, os 6leos essenciais encapsulados nas MEs, influenciam no processo de obtengéo e na
estabilidade do sistema, podendo se manifestar através de diversos fenbmenos, como
cremeacdo ou sedimentacdo, floculacdo e coalescéncia (afinamento da ruptura do filme entre
as goticulas) (TOPAN, 2012).
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Como sdo amplamente utilizadas na incorporagdo de farmacos e ativos cosméticos,
precisa esta estavel, o que torna a avalia¢do da sua estabilidade um fator fundamental (ZANON,
2010).

A estabilidade pode ser definida como a amplitude na qual um produto conserva suas
mesmas caracteristicas, que possuia no momento da sua fabricacdo, durante seu periodo de
armazenamento e uso, ou seja, dentro de limites especificados. Um dos fatores que acarretam
em instabilidade de emulsdes sdo as reacdes de oxidacdo, que provocam alteracdes do odor e
principalmente aparéncia do produto, podendo ser causada pelo oxigénio atmosférico ou ainda
pela agdo de microrganismos, especialmente na fase oleosa (ZANON, 2010).

Um aspecto relevante é saber reconhecer 0 mecanismo que tem causado a degradacao,
ja que o método para cada situacdo se torna diferente. Essas alteracdes variam desde fatores
externos em que o produto esta exposto como, por exemplo, temperatura, luz, oxigénio,
umidade, material de acondicionamento e microrganismos e a fatores intrinsecos, 0s quais estao
relacionados a natureza das formulagBes, tais como, incompatibilidade fisica e
incompatibilidade quimica (ZANON, 2010).

Medidas simples como adicdo de conservantes em formulagcdes pode evitar a
deterioracdo e aumentar o tempo de vida do produto garantido estabilidade ao mesmo
(LACHMAN; LIEDERMAN; KANIG, 2001).

Os testes de estabilidade séo realizados com objetivo de avaliar a capacidade de um
produto em se manter com aspecto original, mantendo caracteristicas fisicas, quimicas e
microbioldgicas, mesmo quando colocados a condicdes de estresse. Esses tipos de testes podem
fornecer antecipadamente a indicacdo de problemas que poderdo ocorrer nas formulagdes. E
podem ser realizados por etapas, para auxiliar na selecéo de produtos, compostos e formulagdes
eficientes (MORAIS, 2006).

O teste de estresse térmico é um exemplo de estabilidade acelerada e utiliza a
temperatura e o tempo como mediadores da qualidade de um farmaco ou produto. Nele observa-
se, se 0 envelhecimento do produto altera sua composicdo, viscosidade e interfere na sua
estabilidade (MORAIS, 2006).
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3.9.1 Fatores que afetam a estabilidade

Séo diversos os fatores que alteram as condigcdes de estabilidade de formulacGes,
porém para este estudo as principais a serem abordadas sdo a temperatura, que pode afetar a
estabilidade atraveés do aumento da velocidade de uma reagdo, ocasionando assim alteracdes na
atividade de componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto. No entanto, baixas
temperaturas aceleram possiveis alteracdes fisicas como precipitacéo, cristalizacédo e turvacéo.
Mas essa influéncia pode ser reduzida pela correta selecdo da forma de armazenamento, seja a
temperatura ambiente, sob refrigeracdo ou sob congelamento (BRASIL, 2004; THOMPSON,
2006). E a luz que pode gerar energia de ativagdo necessaria para gerar uma reacdo de
degradacdo, senda minimizada adicionando recipientes resistentes a luz, opacos ou escuros
(BRASIL, 2004; THOMPSON, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

Tanto a coleta da Pectis brevipedunculata quanto a preparacdo das microemulsoes e
testes de estabilidade foram realizados na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA),
Campus Bacanga, na cidade de Sdo Luis — MA. O manuseio e 0s testes de estabilizacéo
ocorreram nos Laboratorios de Petroleo e da Central Analitica do Programa de Pds-graduacao

em Quimica, sendo este Ultimo o responsavel pelas medicdes da degradagdo dos compostos.
4.2 Equipamentos utilizados

Para a pesagem das amostras foi utilizada uma balanga semi-analitica de
precisdo, 10~ 3g, modelo BL320H, marca Shimadzu, com capacidade de 320g e temperatura de

operacdo variando entre 5°C a 40°C (Figura 6).

Figura 6 - Balanga semi-analitica, utilizada na pesagem das amostras.

Fonte: Loja Synth (2020).

Utilizou-se também, duas estufas incubadoras B.O.D (Figura 7), medindo 30°C e
60°C, modelo SP-500, da marca SPLabor, com a finalidade de armazenar as caixas com as

amostras formuladas e analisar a degradacéo da luz e temperatura incidentes sobre as mesmas.
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Figura 7- Estufa incubadora B.O.D, utilizada na anélise de degradacéo das amostras.

Fonte: Splabor (2021).

Um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia— HPLC com detector PDA, mostrado na
Figura 8, cujas especificacOes sdo apresentadas na Tabela 1, foi empregado para o estudo da
degradacéo e andlise de microemulsdo com OE. As analises de cromatografia foram realizadas
no Laboratério da Central Analitica do Programa de Poés-graduacdo em Quimica da
Universidade Federal do Maranhdo- UFMA.
Tabela 1 - EspecificacOes e caracteristica do HPLC-PDA utilizado nas analises.

Modelo LC20AT
Marca Shimadzu
Detector PDA (SPA-10A)
Coluna Coluna Kinetex C-18, da marca phenomenex, com 50

mm de comprimento, 2,10 mm de didmetro interno,

com particulas de 2,60 um.

Fonte: Elaborada pela autora.

O perfil cromatografico das amostras foi obtido através de um HPLC-PDA, com o
comprimento de onda de 234 nm, e um tempo de corrida de 15 minutos. A solucéo foi injetada
diretamente no HPLC-PDA, para evitar perdas dos marcadores, ja que a amostra era limpa O
fluxo de inje¢éo foi de 1mL/minuto, e o volume de injecdo da amostra foi de 10 pL. A solugéo
que foi injetada foi pesada 5 mg da formulacéo e diluido em 1mL de metanol/HPLC. Empregou-
se 0 método gradiente, no qual os solventes foram agua e metanol. Iniciou-se com 70% de
metanol até atingir 100%, em um periodo de 0 a 15 minutos. A &gua correspondeu a 30%. O

cromatograma foi gerado pelo software LC Solutions.
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Figura 8 - Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, modelo LC20AT.

Fonte: BaraScientific (2020).

4.3 Analises, métodos e procedimentos experimentais

4.3.1 Preparacao da microemulséo e sele¢cdo da melhor formulagéo

O trabalho teve como principal aspecto o sinergismo entre a criagdo de uma
microemulsdo e sua capacidade de protecdo quando inserido uma pequena quantidade de 6leo
essencial. Assim, para fins de entendimento serdo descritas duas etapas de preparacdo que
convergirdo, nas quais, foram delimitadas as principais atividades realizadas na execucao dos
objetivos propostos.

Para esta fase foram utilizados como reagentes o 6leo de coco babacu (Boa vista,
Itapecuru), surfactantes Span 80 ou Monoleato de Sorbitan, (Sigma- Aldrich®, Brasil), e
Tween 80 (Vertec®, Sao Paulo), alcool etilico (Quimex®, Sdo Paulo) como co-surfactante e
agua destilada representando a fase aquosa.

Uma vez conhecidos os componentes e seus respectivos valores de equilibrio
hidrofilico-lipofilico ou EHL, calculou-se o ponto EHL de 8 como start para a construcao do
diagrama ternario, utilizando como surfactantes a mistura na proporcéo 50/50 de Twen 80 e
Span 80.
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Figura 9 — Diagrama ternario de fases para o 6leo de coco babagu, agua e surfactante.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 9, de todas as proporcdes avaliadas, a que obteve melhor caracteristica de
ME foi a proporcao 6leo:surfactante:agua, 7:3:1, identificada por W-I1V. Apesar da propor¢éo
ja apresentar propriedades de Més, adiciounou-se o alcool etilico, como co-surfactante, com a
finalidade de aumentar sua area superficial e assegurar ainda mais um maior espectro de
formacdo da microemulsdo, além de promover a fluidificacdo do filme interfacial que é
formado pelo surfactante, impossibilitando a elevagdo significativa da viscosidade do sistema
(ALTRIA, 2002; KALAITZAKI et al., 2013).

4.3.2 Obtencéo do 6leo essencial de Pectis Brevipedunculata

Na pesquisa foi utilizada a planta Pectis brevipedunculata, obtida no Campus Bacanga
da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA. A coleta para este estudo ocorreu no més de
julho de 2020, na coordenada de S 2°33°, 19.2” e W 44°18’, 32.8”. Para a identificagdo
taxondmica, a planta foi submetida a analise no Herbario Rosa Mochel da Universidade
Estadual do Maranhdo (UEMA), com o seguinte nimero de tombo:5287. A obtencao do 6leo
essencial se deu no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais.

As folhas foram amarradas em papelBes e expostas a sombra para secagem durante 24

horas e, apos iniciou-se a extragdo do OE pelo método de hidrodestilacdo (SERAFINI et al.,
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2002). O processo ocorreu, primeiramente, com a pesagem das folhas ja secas e sua trituragéo.
Em seguida, utilizaram-se dois bal6es volumétricos que foram preenchidos com 150g de folhas
secas maceradas e 500 ml de agua destilada. Para avaliar o rendimento do OE, a hidrodestilagédo
foi acompanhada do uso do aparelho Clevenger, representado na Figura 10, por
aproximadamente 2 horas e 30 minutos em uma temperatura média de 100° C. Apds esta etapa,
o oleo foi retirado do Clavenger e adicionou-se a0 mesmo uma pitada de sulfato de sal anidro
para retirada da agua, sendo centrifugado logo apés por 15 minutos. Em seguida, o material foi
armazenado em ambiente refrigerado para conservacdo das suas propriedades. A Figura 11

demonstra o processo de hidrodestilacéo realizado.

Figura 10 - Representacdo do parelho Clevenger.

Fonte: Boone (2011).

Figura 11- Procedimento de hidrodestilacdo utilizado para a extracéo do OE.

Fonte: Registrada pela autora.
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4.3.3 Encapsulamento do 6leo essencial no sistema micremulsionado

Para o encapsulamento foram avaliadas trés concentracfes do Oleo essencial, 5%,
10% e 20% em relacao ao 6leo de coco babacu, cuja a maior concentracdo mostrou-se melhor
para o estudo, uma vez que se apresentou com caracteristicas de MEs. Descritas as etapas
anteriores, procedeu-se com a incorporacdo do 6leo essencial na microemulsdo selecionada
(proporcéo 7:3:1 6leo:surfactante:agua) com concentracdo de 20% do 0Oleo essencial na fase
oleosa. A Tabela 2 mostra os valores das massas dos reagentes formulados na formacéo do

sistema microemulsionado com OE adicionado.

Tabela 2 — Quantidade de reagentes em massa usados para formulacdo da ME com OE.

Span 80 (g) Tween (g) Oleo babacu  Oleo essencial Agua Etanol (g)
(o) (9) deionizada (g)
2,454 1,060 1,2128 0, 3032 0, 264 0, 264

Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar da ordem de adi¢do dos componentes néo afetar o resultado final de formacéo,
cada reagente foi inserido em um tubo de ensaio, atraves de uma pipeta de Pasteur, conforme
sequéncia disposta na tabela acima. As MEs serdo sempre idénticas em qualquer distribuicao
dos seus compostos, especialmente ap6s o tempo de equilibrio. Este fator é essencial para que
haja um teste preliminar para caracterizar a natureza da dispersdo obtida (ANTON;
VANDAMME, 2010).

Apds a adicdo dos reagentes, o tubo de ensaio foi agitado manualmente para que
ocorresse a mistura dos reagentes envolvidos, até a obtencdo de uma fase homogénea visual.

Em seguida, a microemulséo foi armazenada em local com pouca incidéncia de luz,
calor e umidade para garantir sua qualidade até a realizacdo dos testes de estabilidade. A
formulacdo das MEs foi realizada em triplicatas. Além disso, também se analisou o 6leo puro.
Foram utilizadas as temperaturas de 30°C e 60°C para a anélise da estabilidade. As Figuras 12
e 13 mostram a organizacdo dos tubos utilizados na preparacdo das microemulsdes para as

duas temperaturas avaliadas.
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Figura 12- Representacdo da triplicata dos tubos de ensaio com a microemulsdo com a
proporcdo 7:3:1 (6leo:surfactante:agua) e o 6leo essencial puro, para a temperatura de 30°C.

)

b .

Fonte: Registrada pela autora.

Figura 13- Representacdo da triplicata dos tubos de ensaio com a microemulsdo com a

proporcao 7:3:1(6leo:surfactante:agua) e o 6leo essencial puro, para a temperatura de 60°C.

Fonte: Registrada pela autora.

4.3.4 Teste da estabilidade da ME para a formulagéo

Os testes de estabilidade sdo responsaveis por fazer uma avaliacdo eficaz da
capacidade de um produto em manter seu aspecto original, ou seja, suas caracteristicas fisicas,
quimicas e microbioldgicas. Precisam ser realizados em condicfes especificas e controlados
de acordo com o objetivo da andlise, fornecendo indicacfes de problemas e acertos
relacionados a formulacdo (MORAIS, 2006). Aqui, se buscou avaliar a resisténcia do éleo

essencial na ME quanto a degradacdo do composto por meio da incidéncia de luz negra e
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temperatura méaxima e minima.

Para o teste foram construidas duas caixas pretas, na qual foi acoplada uma luz negra
fluorescente (26 W, 1300 Im, Taschibra, Brasil) no seu interior, e as amostras de MEs ficaram
isoladas do ambiente externo e sob a influéncia desta luz. As caixas e as amostras em tubos de
ensaio, ja inseridas, foram armazenadas dentro de estufas. Uma caixa foi armazenada em uma
estufa com temperatura de 60°C e a outra guardada em outra estufa com temperatura de 30°C,
com o intuito de analisar a estabilidade quanto as temperaturas utilizadas nas estufas.

E importante ressaltar que no primeiro dia de formulagio do composto, 0s mesmos
foram submetidos aos testes no HPLC-PDA para o registro da medicdo inicial. Apos, as
amostras foram levadas para as caixas e para suas estufas, onde passaram por seis analises de
medicdo realizadas a cada seis dias. As Figuras 14 e 15 apresentam a caixa preta utilizada para
o teste e a representacao do ensaio com incidéncia da luz negra, respectivamente, que permite

observar a degradacdo quanto a luminosidade.

Figura 14 — Caixa preta com luz negra acoplada para analisar teste de degradacéo por luz.

Fonte: Registrada pela autora.
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Figura 15 — Representacdo do método empregado para analisara incidéncia de luz negra.

Fonte: Registrada pela autora.

4.3.5 Medida da condutividade na microemulséo

Para cada sistema que apresentou formacdo de ME calculou-se a condutividade
elétrica empregando um condutivimetro acoplado a uma célula de condutividade. A medicao
foi realizada na temperatura ambiente (ROOHINEJAD et al., 2015).

4.4 Analise estatistica e modelagem matematica

No estudo, as abordagens estatisticas foram realizadas empregando o software
Statgraphics 19 (Statgraphics Technologies, Inc.) e as avaliacbes matematicas foram realizadas
através das fungdes do programa Matlab® R2020b (The Mathworks Inc., Natick, MA, USA).

Na analise estatistica, a analise de variancia entre as médias de grupos e intergrupos
foram abordadas com um a = 95%. Além disso, foi realizada uma analise de variancia para
determinar a significancia dos termos (p < 0,05) empregando modelos de regressdo multipla.

Uma vez avaliada a interacdo e a significancia entre varidveis para cada resposta, foi
realizada a modelagem matematica para cada resposta usando o método “passo a passo” ou
“stepwise regression”, atraves da funcdo “stepwisefit”, usando a melhor combinacdo dos
fatores com base na adigdo ou exclusdo de termos para estabelecer um modelo, sendo avaliados
a partir de um teste de significancia (p <0,05) (CEVIK, 2007). Assim, o modelo estabelecido
pelo método “passo a passo” compreende o conjunto de indicadores que tém um importante

efeito sobre as varidveis dependentes e que melhor explica a resposta, de acordo com as
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interacbes que devem ser consideradas (CHEN et al, 2013; GOODENOUGH; HART;
STAFFORD, 2012).

Na validacéo estatistica da modelagem e simulacéo foi empregado o coeficiente de
determinacéo ajustado (R%g;), Equacéo 1, e o erro médio relativo (MRE), Equacdo 2. O RZ;
determina a eficiéncia dos modelos propostos frente a variacdo dos dados. J& o pardmetro
estatistico MRE é um critério que avalia a precisao das estimativas. Um modelo com um MRE
menor que 10% é considerado como um modelo com boa precisdo (CASTELL-PALOU et al,
2012).

RZ, =1-(1- RZ)% (1)

100 & |Yi - Vi
n ; Vi

MRE = )

Onde nas Equacdes (1) e (2), y representa os valores experimentais; y* representa os valores

calculados; Y é a média dos valores experimentais e n é o nimero de valores experimentais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo e discussdo dos resultados foram divididas em caracterizacdo do
sistema microemulsionado, caracterizagdo por difusdo quimica e caracterizacdo por
condutividade elétrica, etapas referentes a formacéo da microemulsdo e suas caracteristicas
proprias. Avaliou-se também a parte referente a anélise de degradagdo das MEs empregando a
técnica de HPLC-PDA e o estudo da estabilidade da mesma em relacao a sua exposic¢éo a luz
negra e a diferentes temperaturas (30°C e 60°C), juntamente com estudo estatistico para avaliar
mais precisamente os resultados obtidos. Os dois processos sao responsaveis pela garantia de
qualidade, possuindo como intuito avaliar a resisténcia do 6leo essencial na ME e sua aplicacdo

na area farmacologica.

5.1 Caracterizagao do sistema microemulsionado

Dos sistemas estudados previamente, 0 que se mostrou mais eficiente para a
formulacdo de uma microemulsdo foi o 7:3:1, representando respectivamente, 6leo, surfactante
e agua, em fase O/W, com caracteristicas W-1V, tipicos de sistemas microemulsionados,
translucidos e estaveis termodinamicamente, de acordo com a classificacdo de Winsor. Segundo
Tan et al. (2011), este sistema é fundamental, sobretudo ao adicionar o co-surfactante, que
provoca uma diminuicdo do HBL dos surfactantes e ajuste da conformacdo geométrica do
mesmo na interface para facilitar a formacdo da ME. A Tabela 3, mostra os valores das

proporcoes (p/p) utilizadas no sistema microemulsionado 7:3:1.

Tabela 3 — Relacdo dos pesos dos componentes do sistema microemulsionado 7:3:1

(6leo:surfactante:agua) determinado por estudo prévio do diagrama ternario de fases

Proporcéo Span 80 (g) Tween 80 (g) Oleo babacu Agua Etanol (g)
(0)] deionizada (g)
7:3:1 2,454 1,060 1,516 0,264 0,264

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Caracterizagao por difusdo quimica

Nesta caracterizacdo utilizou-se o critério descrito por Roohinejad et al. (2015) com

modificacOes. Neste, o corante hidrofilico, azul de metileno, e o corante lipofilico, curcumina,
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foram adicionados aos sistemas que apresentaram formacdo de ME (sistema homogéneo e
translucido), com a finalidade de identificar se a ME pode ser considerada W/O ou O/A. Assim,
se 0 azul de metileno se difundir rapidamente considera-se ME tipo O/W ou, se a curcumina
difundir-se rapidamente, indica-se uma ME tipo W/O. No entanto é preciso destacar que a
utilizacdo deste metodo ndo indica com veracidade o tipo de ME, ja que elas podem ter
caracteristicas bicontinuas ou até mesmo de outras estruturas.

No experimento foi possivel analisar que a proporcao 7:3:1 tornou-se nitidamente uma
microemulsdo, e ja apresentou transparéncia adequada as condicdes de caracterizacdo do
sistema. Com o intuito de saber se essas proporgdes representavam sistemas O/W ou W/O
foram utilizados o azul de metileno e a clrcuma, sendo que os resultados podem ser observados

na Figura 16.

Figura 16 - Estudos de difusdo quimica no sistema 7:3:1 (Gleo:surfactante:agua)

microemulsionado obtido no diagrama ternério de fases.

L R | — ——
&3 &3 |
e e %
7:3:% 7:338

= 18

Fonte: Registrada pela autora.

Foi possivel analisar pela figura que o azul de metileno se difundiu mais répido que a
cdrcuma, apresentando assim uma maior difusdo do soluto aquoso. A difuséo do azul de
metileno se deve pelo fato deste ser um composto aromatico heterociclico e solivel em agua
(MENDONCA,; BICA; PIATNICKI, 2003; MENDONCA et al., 2009). Todavia é preciso
destacar que isto ndo indica que a mesma seja uma ME O/W, podendo ser bicontinua ou de
outros tipos de estrutura, pois somente o uso do instrumento SAXS (espalhamento de raios-X
a baixo angulo) que pode comprovar fielmente o tipo estrutural de microemulsao. Isto se deve
ao fato de que o mesmo emprega técnicas analiticas e ndao destrutivas para analisar a forma e o
tamanho de particulas pequenas néo vistas a olho nu analisando a forma com que a radiacéo ¢

espalhada pelo objeto.
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5.3 Caracterizacdo por condutividade elétrica

A medicdo da condutividade elétrica de uma microemulsdo tem como objetico fazer
analise estrutural de uma ME, permitindo diferenciar as microemulsGes do tipo goticula
bicontinua e do tipo solucdo, para indicar se o sistema microemulsionado se trata do tipo O/W
ou W/O. Sabe-se que a microeumulsdo O/W (tipo goticula) possui uma condutividade mais
baixa, enquanto as ME W/O apresentam maior condutividade (tipo bicontinuas) (NAOUI et al.,
2011). Assim, valores de 0,05 até 0,29 uS/cm apresentam-se dentro dos valores da literatura
estabelecidos para caracterizar uma microemulsdo como sendo do tipo O/W (DAS et al., 2012).
No entanto é importante frisar que em um sistema pressuposto, como é no caso deste estudo,
somente a medicdo de condutividade ndo garante certeza na estrutura das MEs. A Tabela 4

demonstra o valor de condutividade obtido.

Tabela 4 — Condutividade do sistema 7:3:1(6leo:surfactante:dgua) microemulsionado

encontrado no diagrama ternario de fases.

Proporcéo Condutividade (nS/cm)
7:3:1 0,06

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode se observar, o valor de condutividade da propor¢do 7:3:1 foi de 0,06
uS/cm, dentro, portanto da faixa para microemulsdo, sugerindo caracteristica de difusdo em
sistema aquoso. Entretanto, reforca-se que esta caracteristica € apenas uma hipotese, sendo
necessarios estudos com equipamento SAXS (espalhamento de raios-X a baixo angulo), para
afirmar com veracidade afirmacdes a respeito da estrutura das MEs, devido ao mesmo permitir
0 acompanhamento das mudangas morfoldgicas e estruturais em escala nanométrica, podendo
ser correlacionadas as transi¢es de fase do sistema, em funcdo dos seguintes pardmetros:
tamanho das particulas, forma, distribuicdo, razdo entre a area e o volume (BRAS et al., 1995;
RYAN, 1993).

5.4 Teste da estabilidade da ME quanto a incidéncia da luz ultravioleta e diferentes

temperaturas

A analise da estabilidade foi realizada seis vezes num intervalo de 6 dias. Ou seja, a

cada seis dias as amostras eram injetadas no HPLC-PDA e submetidas novamente a incidéncia
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de luz negra e temperaturas de 60°C e 30°C, com a finalidade de obter o nivel de degradacéo e
resisténcia das mesmas.

A Figura 17 demonstra como as microemulsdes se comportaram no decorrer das
analises. Verificou-se que no primeiro dia ndo ocorreu nenhuma mudanca. Dessa forma

utilizaram-se imagens para comparacao a partir da segunda anélise.

Figura 17- Comportamento das microemulsdes ao longo das analises.

a) Amostras da 2° anélise para b) Amostras da 2° analise para

temperatura de 30°C temperatura de 60°C

c) Amostras da 3° anélise para d) Amostras da 3° analise para
temperatura de 30°C temperatura de 60°C



e) Amostras da 4° analise para
temperatura de 30°C

g) Amostras da 5° anélise para
temperatura de 30°C

i) Amostras da 6°anélise para
temperatura de 30°C

Fonte: Elaborada pela autora.

f) Amostras da 4° analise para
temperatura de 60°C

h) Amostras da 5°analise para
temperatura de 60°C

i

j) Amostras da 6° analise para
temperatura de 60°C
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Como se observou na Figura 17, as microemulsdes sofreram agéo da temperatura
utilizada. Verifica-se o escurecimento da coloragdo das amostras com o passar dos dias das
analises, sobretudo as que foram submetidas a temperatura de 60°C. Dessa forma, compreende-
se que quanto maior o estresse térmico, maiores alteracfes podem ser observadas. Segundo
Brasil (2004) e Thompson (2006) isto ocorre porque a temperatura vai influenciar em um
composto através do aumento da velocidade da reacdo, provocando mudangas dos
componentes, viscosidade, cor, odor, entre outros. Esta intervencdo pode ser alterada a medida
que ocorre a correta selecdo da forma de armazenamento, seja a temperatura ambiente, sob
refrigeracdo ou através de congelamento.

No entanto, é preciso ressaltar que a luz também foi um meio de interferéncia no
comportamento das microemulsées verificadas. De acordo com Brasil (2004) e Thompson
(2006), a luz gera energia de ativacdo necessaria para a ocorréncia de reacdes de oxidacéo.
Desta forma, visualiza-se a coloracdo mais escurecida, sendo até mesmo, em tonalidade mais
alaranjada nas ultimas analises, decorrentes de varia¢des causadas pela incidéncia da luz negra
utilizada. Este efeito pode ser diminuido acondicionando-se em recipientes resistentes a luz,
que podem ser opacos Ou escuros.

A Tabela 5 representa o resultado das éareas de pico, medidas em porcentagem, que
demonstram o comportamento da estabilidade dos componentes microemulsionados e do OE
da Pectis brevipenduculata. Pode-se identificar a formacdo de dois ismeros, Neral e Geranial,

marcadores majoritarios presentes no OE e na formulacdo da ME.

Tabela 5 - Resultados do estudo de estabilidade dos isomeros (Neral, ME Neral, Geranial e ME
Geranial) da Pectis brevipedunculata.

Temperatura  Tempo Neral ME Geranial ME

(°C) (dia) (%) Neral (%) (%) Geranial (%0)
0 40,094+0,758 39,880+0,716 59,906+0,758 60,120+0,716

6 48,035+0,026 54,081+0,437 51,965+0,026 45,919+0,437

12 48,910+0,014 51,601+2,499 51,090+0,014 48,399+2,499

30 18 50,170+1,321 51,215+1,759 49,830+1,321 48,785+1,759
24 51,280+0,045 52,639+1,863 48,720+0,045 47,361+1,863

30 50,101+0,152 53,625+0,888 49,899+0,152 46,375+0,888

39,666+0,770 40,207+0,508 60,334+0,770 59,793+0,508

6 39,813+0,070 41,57740,458 60,187+0,070 58,423+0,458

60 12 36,997+0,104 39,914+0,296 63,003+0,104 60,086+0,296
18 37,861+1,030 41,681+1,304 62,139+1,030 58,319+1,304

24 37,745+0,061 43,343+1,018 62,255+0,061 56,657+1,018

30 36,567+0,226 36,567+0,226 63,433+0,226 63,433+0,226

Fonte: Elaborada pela autora.
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A Figura 18 demonstra graficamente o comportamento dos componentes encontrados
na Tabela 5, no OE e na ME, através da média da composicao (%) em relacdo ao tempo (dias)

e a temperatura (°C).

Figura 18- Comportamento gréafico dos isdmeros (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial)
da Pectis brevipeduculata.

10

70
60
<
S 5o
o
S 4
8 m Neral
o
E 30 ® ME Neral
o
g 20 m Geranial
:-;ﬁ ® ME Geranial
=

DO DO D6 D6 Di2 D12 D18 D18 D24 D24 D30 D30
30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

Tempo (dias)/ Temperatura (°C)

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com os resultados observados na Figura 18 e na Tabela 5, verifica-se que
os marcadores encontrados foram o Geranial (isbmero trans) e o Neral (isdbmero cis),
considerados assim, majoritarios. A Figura 19 retrata a estrutura molecular dos isémeros

encontrados nas analises.

Figura 19- Estruturas moleculares dos isbmeros Geranial e Neral.

CH;, CH;
\ CHO \
CHO
HsC CH5 H5;C CH5
Geranial Neral

Fonte: Elaborada pela autora.



38

Observa-se atraves do comportamento grafico que as microemulsdes protegeram os
compostos volateis do 6leo essencial, pois visualiza-se um aumento das areas de pico na Tabela
5, funcionando assim como veiculo encapsulador e protetor das caracteristicas do mesmao.

Isto se deve a influéncia direta da temperatura nos isbmeros que se interconvertem
fazendo com que um aumente e o outro diminua dependendo do estresse térmico e da exposi¢do
aluz ao qual sdo submetidos, evidenciando estabilidade entre os mesmos adquirida pela
protecdo dos compostos volateis do 6leo pelo seu encapsulamento na microemulséo.

Pressupbe-se que a mudanca na coloracdo das amostras, sugestivas de oxidacéo,
observadas na Figura 17 estdo relacionadas ao efeito do material de cobertura, o 6leo de coco
babacu, que funciona como um protetor do principio ativo do OE, e devido a isto, ndo séo
verificadas mudancas nos isdmeros encontrados nas amostras. Porém € importante ressaltar que
€ necessario fazer outras pesquisas e testes adicionais para comprovar a hipétese.

A estabilidade é verificada nas formulagdes microemulsionadas, pois ao observar os
resultados ndo ha alterac@es significativas no comportamento das mesmas, seguindo 0 mesmo
comportamento apresentado no OE, tanto em relagdo ao tempo quanto a temperatura. Apesar
da mudanca na coloracéo, as caracteristicas e propriedades de uma ME sdo mantidas, como por
exemplo, o sistema continua isotrépico, apresentam-se opticamente transparentes, com baixa
viscosidade e estavel termodinamicamente, como se analisou no grafico (SILVA et al., 2015;
SOUZA et al., 2017).

5.5 Resultados estatisticos do teste da estabilidade da ME quanto a incidéncia da luz

ultravioleta e diferentes temperaturas

5.5.1 Tabela anova para os grupos (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial)

A Tabela 6 representa a tabela ANOVA, que tem como objetivo realizar o teste
estatistico para verificar se ha diferenca entre distribuicdo de uma medida entre trés ou mais
grupos. Este modelo estatistico divide a variacdo dos dados em dois componentes, 0 entre
grupos, que representa a variacao entre os quatro grupos existentes (Neral, ME Neral, Geranial
e ME Geranial) e o intra grupos, que expressa a relacao da variacdo da temperatura e dias dentro

de um mesmo grupo.
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Tabela 6 - Tabela ANOVA para os grupos (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial).

Fonte Soma dos Grau de Quadrado Fator F Valor-P
quadrados liberdade médio
Entre grupos 4,091x10%° 3 1,363x10% 5,00 0,0025
Intra 3,822x10%° 140 2,730x10%
grupos
Total 4,231x10%° 143

Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise de variancia (ANOVA) foi usada para indicar quais termos sao
estatisticamente significativos e quais tém um positivo ou um negativo efeito sobre a
estabilidade e comportamento das formulagdes, apontando os modelos que trazem maior
precisdo ao presente estudo.

Para determinar se a diferenca entre as médias é estatisticamente significativa, €
preciso avaliar e comparar o valor-P com seu nivel de significancia, e assim determinar a
hipo6tese nula, a qual afirma que as médias populacionais sdo todas iguais. Adotou-se o nivel
padrdo de significancia, 0,05, que indica que o risco de se concluir que existe uma diferenca,
guando, na verdade, ndo existe nenhuma diferenca real, é de 5%. Quando o valor-P é maior que
o nivel de significancia, ndo ha provas suficientes para rejeitar a hipdtese nula de que as médias
da populacéo séo todas iguais. Assim considera-se que as diferencas entre algumas das médias
ndo sdo estatisticamente significativas. Para o valor-P menor, atribui-se que ha diferencas entre
algumas das médias e sdo estatisticamente significativas.

De acordo com os resultados estatisticos obtidos, verifica-se que o Fator F, que €
representado pela razdo dos quadrados médios, é igual a 4,9953, ou seja, aproximadamente
5,00. O valor-P do teste-F é 0,0025, ou seja, inferior a 0,05. Isto demonstra que ndo ha hipotese
nula, e nem todas as médias da populacdo sdo iguais. Assim, ha uma diferenca estaticamente
significativa entre as médias entre grupos, que compara a varia¢do entre 0s quatro grupos de
isdbmeros existentes (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial) com nivel de confianca de
95,0%.

De acordo com Sodeifian, Sajadian e Ardestani (2017), os menores valores de p
associados demonstram que os coeficientes correspondentes sao mais significativos e também
ilustram o melhor ajuste do modelo desenvolvido. Enquanto valores de quadrado médio

apresentam o grau de precisao e confiabilidade dos experimentos.
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5.5.2 Método da diferengca minima significativa de Fisher (LSD)

Para determinar quais meédias séo significativamente diferentes de outras, utilizou-se
0 procedimento de diferenca minima significativa de Fisher (LSD), no qual consiste em um
risco de 5,0% em dizer que cada par de medias € significativamente diferente, quando a
diferenca real é igual a 0. As Tabelas 7 e 8 representam, respectivamente, as medias obtidas
através do méetodo de maltiplas faixas, e o comparativo entre as diferencas de significancia entre

0s pares analisados.

Tabela 7 - Médias obtidas pelo método de multiplas faixas LSD- Fisher (¢=95%).

Amostras Dados Média Grupos homogéneos
Neral 36 3,889x10° X
ME Neral 36 3,911x10° X
Geranial 36 4,813x10° X
ME G 36 5,085x10° X

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 8 - Comparativo das diferencas das médias de significancia entre os pares analisados.

Comparativo Sig. Diferenca +/- Limites
Neral — ME Neral -2,201x107 7,7x108
Neral — ME Geranial * -1,195x10° 7,7x108
Neral — ME Geranial * -9,234x108 7,7x108
ME Neral — Geranial * -1,173x10° 7,7x108
ME Neral - ME * -9,014x108 7,7x108

Greranial

Geranial — ME Geranial -2,720x108 7,7x108

* Indica que ha diferenca significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborada pela autora.

Na Tabela 7, identifica-se que a maior media relacionada a ME é referente ao composto
Geranial, que se destacou e permaneceu mais presente, em relagcdo ao componente Neral. O OE
Geranial também teve maior média em comparagdo ao Neral, devido a ser mais frequente no
principio ativo do dleo.

Em relacdo a comparacdo da significancia das médias, observa-se na Tabela 8 que para
0s pares com asterisco hd uma diferenga significativa entre as médias, com um nivel de
confianca de 95,0%, e todas sdo verificadas quando h& comparagdo entre 0os componentes
encontrados nas amostras, Geranial e Neral. Isso ocorre, pois as concentragdes e caracteristicas

e até mesmo, a presenca, de cada composto sdo distintas umas das outras. Carneiro et al. (2013)
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destaca que ha influéncias como, tamanho de particulas, e a concentra¢do de um determinado
composto na formulagdo, por exemplo, na qual o didmetro médio das microemulsdes esta
relacionado com o diametro médio da goticula de emulsdes de entrada, ou seja, microcapsulas
com tamanho de particula maior foram obtidas a partir de emulsées com tamanho de gota maior
e maior viscosidade. Tudo isto modifica a interacdo desses componentes, gerando afinidades e
quantidades diferentes dos mesmos em cada amostra, tanto de OE ou microemulsionada.

E importante ressaltar que através dos resultados obtidos, ndo ha diferencas
significativas ao comparar o OE com a ME de um mesmo componente majoritario, 0 que
significa que ocorreu o esperado quanto a estabilidade dos mesmos, sendo OE, que possui

caracteristicas de volatilidade, mantendo-se estavel na microemulséo.

5.5.3 Modelagem utilizando o método “Stepwise Fit Regression”

A Tabela 9 a seguir demonstra os resultados da modelagem utilizando o método
“stepwise fit regression”. Nela sdo mostrados os pardmetros dos modelos de ajustes, como,
valores dos coeficientes calculados, o valor-P, além do coeficiente de determinacdo adjacente
(R%gj) e do erro relativo médio (MRE).

Tabela 9 — Parametros estimados para os modelos dos isdmeros obtidos utilizando o método

“stepwise fit regression”

Isbmeros Coeficiente cgﬂi%:e?](ze p< 0,05 RZaqj '\(/(I,Z)E
Intercepto 40,463
t 1,451 4,365x107°
Neral t2 -3,333x10° 5,420x10% 0,968 1,868
txT? -4,682x10* 5,637x1016
T2 1,035x10° 1,175x10°
Intercepto 50,985
t 0,632 5,804x10°6
ME Neral T 0.208 2 168x10° 0,891 4,671
txT? -3,745x10* 3,886x10°
Intercepto 59,537
t -1,451 4,365x10¢
Geranial t2 3,333%x1072 5,420%x10711 0,968 1,406
txT? 4,682x10* 5,637x1016
2xT? -1,035x10° 1,175x10°°
Intercepto 49,015
ME Geranial t 0,632 5.804x10°  ngg; 3981
T 0,208 2,168x10°
txT? 3,745x10* 3,886x10°

Fonte: Elaborada pela autora.
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Sodeifian et al. (2017) demonstra que a qualidade do ajuste do modelo de regresséo
pode ser avaliada pelo valor estimado do coeficiente de determinacgéo adjacente. Dessa forma,
para verificar o grau de ajuste dos modelos dos isdbmeros, consideraram-se as magnitudes de
determinagdo (R%qj) e do erro médio relativo (MRE), que, de modo geral, quanto menores
forem seus valores, melhores sdo os resultados dos ajustes dos isdmeros aos dados obtidos. O
R2.qj determina a eficiéncia dos isdmeros propostos frente a variacdo dos dados. Ja o parametro
estatistico MRE é um critério que avalia a precisdo das estimativas, que neste caso, relaciona-
se a estabilidade dos compostos (VILLAVELEZ, et al, 2012).

De acordo com a Tabela 9 observa-se que para todos os modelos de isdmeros
encontrados, os valores do erro médio relativo (MRE) foram inferiores a 10%, o que demonstra
um melhor ajuste para a degradacéo de compostos bioativos, representando com maior precisao
a eficacia da estabilidade e do encapsulamento dos mesmos. No entanto, verifica-se que para
o0s isomeros Geranial e Neral, obteve-se um maior coeficiente de determinagéo (0,968), sendo
mais préximo de 1, e menores erros percentuais (0,01406 %; 0,01868 %), respectivamente,
guando comparados aos isdmeros microemulsionados, que obtiveram, para coeficiente de
determinacédo (0,891), e erros percentuais (0,03981 %; 0,04671 %), respectivamente. Dessa
forma, evidenciou-se que o melhor ajuste para descrever com maior precisdo os diagramas
residuais e de frequéncia obtidos, foram os modelos de isdmeros Geranial e Neral, sendo o
primeiro ainda mais eficiente. Esses valores sdo importantes para indicar as condigdes de
estabilidade e degradacao do material analisado.

Em relacdo ao valor-P, analisa-se comparando com seu nivel de significancia (p<
0,05). Como se visualiza através da Tabela 9, todos os modelos de isdmeros possuem valor
abaixo do nivel de significancia, o que resulta em diferencas entre algumas das médias e as
mesmas sdo estatisticamente significativas. Os menores valores para p foram obtidos pelos
modelos Geranial e Neral, destacando que ha diferencas significativas entre os mesmos, devido
a concentracOes e outras caracteristicas dos compostos, inclusive da sua predominancia na
formulacédo, dependendo das variacdes de temperaturas e dias em que foram expostos.

Na Figura 20, encontram-se representadas graficamente os diagramas de residuais e
frequéncia entre valores experimentais e calculados obtidos por meio do método “stepwise fit
regression” para 0S isobmeros (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial), que exemplificam os

resultados obtidos numericamente.
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Figura 20 - Diagrama de residuais e frequéncia entre valores experimentais e
calculados pelos modelos obtidos pelo método “stepwise fit regression” para 0S
isdmeros (a) Neral, (b), ME Neral, (c) Geranial e (d) ME Geranial.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Observa-se que ao comparar os valores tedricos com 0s experimentais, encontrou-se
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uma andlise que teve uma tendéncia na qual os valores experimentais comportaram-se
semelhantemente aos tedricos, ou seja, houve proximidade entre eles, sobretudo para os
modelos Neral (a) e Geranial (c). Isto indica que ocorreu uma boa precisao e exatiddo nos
resultados obtidos. A mesma tendéncia foi descrita por Maran et al. (2015), no qual os pontos
de dados do gréfico estavam razoavelmente préximos da linha reta demonstrando uma
concordancia adequada entre os dados reais e 0s dados obtidos a partir dos modelos empiricos
desenvolvidos. Dessa forma, pode-se confirmar que os dados sdo normalmente distribuidos e
dentro dos limites aceitos.

A anélise dos residuos consiste na diferenca entre o valor tedrico e o experimental, e
pode ser considerada eficiente quando os valores se encontram préximos ao zero, ou seja, 0
valor experimental estd bem aproximado do tedrico. Na Figura 20 sdo descritos 0s
comportamentos da distribuicdo de residuos e frequéncias para os mesmos. Verifica-se que
houve um bom ajuste para todos os modelos, especialmente para Neral (a) e Geranial (c), que
apresentaram, residuos concentrados entre 1 e -1 e presenca de poucos residuos extremos
abaixo e acima do intervalo encontrado. Os residuos ficaram distribuidos aleatoriamente em
torno de zero, indicando o comportamento esperado para a distribuicdo de erros. Um modelo
é considerado aleatdrio se os valores residuais se encontrarem proximos a faixa horizontal em
torno de zero e também ndo formarem figuras definidas, ndo indicando tendenciosidade dos
resultados. Se apresentar distribui¢do tendenciosa, 0 modelo é considerado inadequado para
representar o fendbmeno em questdo (GONELI, 2011).

Em relacdo a frequéncia, que indica a quantidade de vezes que ocorreu determinado
valor de residuo, observa-se que a média central de cada amostra estudada esteve em torno de
zero, sobretudo, os modelos Neral (a) e Geranial (b), verifica-se uma distribui¢do central,
apresentando o maior ponto do grafico na coluna que esta em zero, conclui-se que as amostras
tiveram residuo zero, significando que houve correlacdo entre os valores experimentais e
teoricos.

Essas evidéncias estatisticas deixam notdrio que as MEs preservaram 0s principios
ativos do OE da Pectis brevipedunculata, tornando-os estaveis.

A Figura 21 representa os valores simulados e 0 comportamento dos isdmeros obtidos
pelo método “stepwise fit regression” em fungdo da temperatura e do tempo, e simboliza um
gréfico de dispersdo 3D, utilizado para explorar as relacbes potenciais entre trés variaveis

exibidas nos eixos X, y e z. Esta ultima é considerada a variavel de reposta.
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Figura 21 - Valores simulados dos isdmeros (a) Neral, (b), ME Neral, (c) Geranial e (d) ME

Geranial em obtidos pelo método “stepwise fit regression” em fungdo da temperatura e tempo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Constatou-se que em todas as representacfes foi possivel identificar um bom ajuste
dos modelos obtidos. Além disso, as mesmas retratam o comportamento encontrado na Tabela
5 e Figura 18, onde a porcentagem do componente Neral aumenta na temperatura de 30°C e
diminui com o uso de 60°C. J& o componente Geranial tem sua porcentagem aumentada na
temperatura de 60°C e diminui em 30°C. Isto se explica pelo comportamento de interconversao
dos isdmeros, devido a influéncia da temperatura, que € um fator muito importante no
comportamento dos OEs. Esta mesma caracteristica se repete nos componentes
microemulsionados. Ranitha et al. (2014) demonstra em seus estudos que composi¢oes de OE
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podem ser qualitativamente semelhantes, no entanto apresentam-se quantitativamente
diferentes. Isso é causado pela presenca de compostos que sofreram processo de oxidagao,
hidrolise ou outras reacdes quimicas que 0s mesmos podem sofrer no seu processo de extracao,
onde sdo submetidos a temperaturas e periodos de analises diferentes.

Segundo Liu et al. (2018) as diferengas de extragéo produzem quantidades distintas de
componentes principais e resultardo em aumentos de temperatura durante o processo de

extracao que causa mudancas na composicdo de 0leos essenciais.
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6 CONCLUSAO

O encapsulamento de 6leos essenciais através de microemulsdes pode ser considerado
uma ferramenta de protecdo dos compostos volateis do mesmo contribuindo para manter sua
estabilidade, podendo ser aplicaveis em diversas areas de pesquisa. O sistema com composicao
7:3:1 (6leo:surfactante:agua) foi escolhido por apresentar, de acordo com o diagrama ternério ,
caracteristicas W-1V, tipicos de sistemas microemulsionados. Os isdmeros identificados, Neral,
ME Neral, Geranial e ME Geranial se interconverteram conforme a temperatura em que foram
submetidos, considerando que a influéncia da temperatura é primordial no comportamento dos
componentes das formulagfes estudadas, atuando na estabilidade dos mesmos. As alteragoes
de coloragdo, como o escurecimento das mesmas ao longo do tempo, apontaram ocorréncia de
degradacdo quando submetidas as temperaturas diferentes, e incidéncia da luz, indicando que o
estresse térmico e a incidéncia da luz ultravioleta contribuiram para as mudancas observadas.

Estatisticamente encontrou-se modelos de isdmeros com bons ajustes e tendéncias, que
apresentaram valores tedricos e experimentais semelhantes, indicando precisao e exatiddo em
conformidade aos aspectos avaliados.

Comparando os resultados obtidos da andlise estatistica com os alcangados
experimentalmente, por meio das amostras, evidencia-se que ocorreu a protecdo do OE pela
ME, gerando estabilidade na formulagdo, uma vez que todos os modelos encontrados se
mostraram dentro dos parametros esperados no estudo estatistico. Nesse sentido, conclui-se que
0 uso das micromeulsfes como veiculo encapsulador de compostos instaveis, como os OEs é
fundamental para a protecdo dos seus compostos. Estudos futuros podem ser feitos para avaliar
e explorar a biodisponibilidade dessas formula¢Ges em diferentes areas de trabalho.
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