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LIMA, D. F. Estudo da Estabilidade do Oleo Essencial de Duguetia stelechantha
Encapsulado em Microemulsdo de Oleo de Babacu. 2021. 54p. Trabalho de Conclusao de

Curso de Engenharia Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade

Federal do Maranhao, Sao Luis, 2021.

RESUMO

As microemulsdes (MEs) s3o definidas como sistemas dispersos e termodinamicamente
estdvelis, isotropicos e transparentes que sao estabilizados por um filme interfacial de compostos
tensoativos. Nesse trabalho, as MEs utilizadas possuem uma mistura estavel composta por 6leo
essencial de Duguetia Stelechantha conjunto com 6leo de babagu, dgua e co-tensoativo. Como
objetivo, buscou-se evidenciar que as MEs servem para manter um isolamento e proteger o
principio ativo do dleo essencial sob condi¢des de temperatura elevada. Para medir a
degradacdo do 6leo essencial de Duguetia Stelechantha, empregou-se o teste de estresse
térmico utilizando o equipamento de cromatografia a gas acoplado a um espectrofotdometro de
massa (CG-EM). Através de tais analises determinou-se que os marcadores da espécie no
espectrofotometro de massa da microemulsdo com 6leo essencial foram o o-Pineno e o (-
Pineno. Como resultado do estresse térmico determinou-se uma linearidade e decaimento da
Y%area versus dia para a temperatura de 30°C e para 60°C. Através do cromatograma e areas de
pico pode-se afirmar que os compostos majoritdrios sofreram degradagcdo com relagdo ao
tempo, tendo em vista que entre o dia 0 do experimento e o dia 36 para a temperatura de 30°C
o componente o-Pineno apresentou uma variacdo de 0,65% e o componente [B-Pineno
apresentou uma variacdo de 12,19%. J4 para a temperatura de 60°C o a-Pineno apresenta uma
varia¢do de 7,19% e o componente B-Pineno uma variacdo de 19,36%. Demonstrando que os
componentes majoritdrios degradaram com o efeito do tempo do experimento e também com o
efeito da temperatura, sendo o comportamento mais agressivo notado na temperatura de 60°C
para ambos os componentes. Tais resultados indicam que as microemulsdes funcionam como
um bom mecanismo de encapsulamento das propriedades do 6leo essencial, podendo as
mesmas serem uma ferramenta na area farmacoldgica no combate a oxidagdo dos produtos

finais de interesse.

Palavras-chave: Microemulsdes. Estabilidade. Oleo Essencial. Degradacio.



LIMA, D. F. Stability Study of Duguetia stelechantha Essential Oil Encapsulated in
Babacu Oil Microemulsion. 2021. 54 f. Graduate Work (Graduate in Chemical Engineering)
— Curso de Engenharia do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do

Maranhao, Sao Luis, 2021.

ABSTRACT

Microemulsions (MEs) are defined as dispersed and thermodynamically stable, isotropic and
transparent systems that are stabilized by an interfacial film of surface-active compounds. In
this work, the MEs used have a stable mixture composed of essential oil of Duguetia
Stelechantha together with babassu oil, water and co-surfactant. As an objective, we sought to
show that MEs serve to maintain an isolation and protect the active principle of the essential oil
under conditions of high temperature. To measure the degradation of the essential oil of
Duguetia Stelechantha, the thermal stress test was used using gas chromatography equipment
coupled to a mass spectrophotometer (GC-MS). Through such analyses, it was determined that
the species markers in the mass spectrophotometer of the microemulsion with essential oil were
a-Pinene and B-Pinene. As a result of thermal stress, linearity and decay of %area versus day
were determined for the temperature of 30°C and for 60°C. Through the chromatogram and
peak areas it can be stated that the major compounds suffered degradation with respect to time,
considering that between day 0 of the experiment and day 36 for a temperature of 30°C, the a-
Pinene component showed a variation of 0.65% and the B-Pinene component presented a
variation of 12.19%. As for the temperature of 60°C, the a-Pinene presents a variation of 7.19%
and the B-Pinene component a variation of 19.36%. Demonstrating that the major components
degraded with the effect of the experiment's time and also with the effect of temperature, with
the most aggressive behavior being noticed at the temperature of 60°C for both components.
These results indicate that microemulsions work as a good mechanism for encapsulating the
essential oil properties, and they can be a tool in the pharmacological area in combating the

oxidation of the final products of interest.

Keywords: Microemulsions. Stability. Essencial Oil. Degradation.
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1 INTRODUCAO

As microemulsdes sdo mencionadas primeiramente na literatura por Hoar e Shulman,
em 1943, ao descreverem sistemas transparentes formados espontaneamente quando dleo e
dgua eram misturados em quantidades relativamente grandes de tensoativo i0nico misturado a
um alcool de cadeia média (OLIVEIRA et al., 2004). Microemulsdes sdo definidos como
sistemas termodinamicamente estdveis e opticamente transparentes, isotropicos e de baixa
viscosidade, que sdo formados por goticulas de tamanho nanométrico, onde essas goticulas sdao
dispersas em uma fase continua de um solvente imiscivel com a fase dispersa (SILVA et al.,

2015).

Sistemas termodinamicamente estaveis e transparentes t€m sido alvo de diversos
estudos durante os ultimos anos, principalmente devido ao seu elevado poder de solubilizacdo
(GfJLLON et al., 2003). Desde entdo, esse sistema vem sendo desenvolvido para diversas
aplicacdes na industria, tendo um papel importantissimo na industria de farmacos onde atua
principalmente como carregador/transportador de compostos quimicos. Raramente a
experiéncia clinica com agentes terapéuticos satisfaz as expectativas criadas em torno de
resultados pré-clinicos com medicamentos, ja que entre o local de administracdo e o 6rgdo ou
tecido alvo existe uma série de barreiras anatdmicas, quimicas ou bioldgicas que contrariam a

obtencdo do efeito terapéutico desejado (OLIVEIRA et al., 2004).

As microemulsdes sdo vistas como importantes ferramentas para potencializar o efeito
dos farmacos levando em consideracdo que, mesmo utilizando minimas quantidades dos
principios ativos, os mecanismos de liberacdo controlada desses farmacos promovem uma
otimizacdo de entrega do mesmo no local de acdo e dessa forma sdo capazes de realizar uma
melhora na sua biodisponibilidade, diminuindo assim o risco de toxicidade e facilitando sua
administracdo (FREITAS FILHO et al., 2012). Isso traz uma vantagem para a industria
farmacéutica que pode reduzir os gastos de seus produtos ao utilizar pequenas quantidades de
compostos com principios ativos que sdo geralmente mais caros, gerando consequentemente

uma diminuicao dos precos de medicamentos para o consumidor.

Com base nisso, o presente trabalho busca analisar e determinar o tempo de prateleira
do produto de o6leo essencial da planta Duguetia Stelechantha encapsulado em uma

microemulsdao com 6leo de babagu, com ambos os 6leos nativos do Maranhao.
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A Duguetia Stelechantha possui marcadores antiparasitdrios, antitumorais, inseticidas
e antibacterianos podendo também ser usada para o tratamento de diversas enfermidades como
infeccdo por fungos, febre, tlcera e até mesmo na prevengdo da oxidagao das células e formagao
de cancer. Ja o 6leo babacu é um ingrediente barato, abundante em diversas regides do pais e

serve como um 6timo transportador do principio ativo para uso tépico de farmacos fitoterapicos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a estabilidade e eficiéncia de uma microemulsdo contendo 6leo essencial de

Duguetia Stelechantha em presenca de temperatura elevada.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a influéncia da variagdo da temperatura no nivel de deterioracdo da emulsao,
através da andlise da concentracdo do principio ativo do 6leo essencial encapsulado em
func¢do do tempo;

e Analisar através das técnicas de CG/EM a degrada¢@o dos marcadores do 6leo essencial

de Duguetia Stelechantha encapsulada em microemulsao de 6leo de babagu.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microemulsao (MEs)

Microemulsdes sdo dispersoes termodinamicamente estaveis € homogéneas compostas
de dgua, dleo, surfactante e as vezes, com o auxilio de um cosurfactante que caracteristicamente
€ um élcool com cadeia de carbonos pequena (ABOOFAZELI et al., 1995).

Hoar e Schulman foram os precursores no estudo das MEs. No entanto, tais sistemas
s6 foram chamados de microemulsdes e considerados como um tipo especial de dispersao
coloidal apds 1958, com os trabalhos de Schulman e colaboradores (HOAR; SCHULMAN,
1943).

Ja na drea farmacéutica, as MEs podem ser definidas como emulsdes transparentes,
onde um 6leo ou um farmaco lipofilico € disperso em um meio aquoso, ou vice-versa. Essa
emulsio conta ainda com um tensoativo ou as vezes esse tensoativo nem € necessario, € dessa
forma € gerado um sistema termodinamicamente estdvel como demonstrado na figura 1

(OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 1 — Estrutura das microemulsdes em configuracdao A/O e O/A

Microemulsdo A/0 Microemuls3do O/A

Fonte: OLIVEIRA et al. (2004)

Microemulsdes com fase (O/W) sdo formadas principalmente por goticulas de dleo
envolvidas em uma fase continua aquosa. O componente lipofilico da mistura é encontrado em
dispersdes de goticulas presentes na regido hidrofilica. Ja as microemulsdes com fase W/O
apresentam um o6leo envolvido por goticulas de 4gua em uma fase continua e dessa forma
encontra-se que o componente hidrofilico estd disperso na fase lipofilica continua (OLIVEIRA
et al., 2004 apud MO; ZHONG, 2000).

Entretanto, deve-se deixar claro que emulsdes e microemulsoes sao diferentes em sua
essencialidade. Uma das principais diferencas é que apesar das emulsdes apresentarem uma
estabilidade fisica, as mesmas sdo termodinamicamente instdveis e eventualmente acabam por
separar suas fases (SHINODA; LINDMAN, 1987). Outra diferenciacdo pode ser através da
aparéncia das mesmas, onde emulsdes apresentam uma superficie turva enquanto
microemulsdes sdo transparentes e limpidas (LAWRENCE; REES, 2000).

As MEs podem ser classificadas quanto a sua polaridade apresentada na sua fase
dispersa. Dessa forma, encontra-se trés distintas classificacdes, como 6leo-dgua (O/W), dgua-

6leo (W/O) e bicontinuas. Tais classifica¢des sdo representadas na figura 2 (REZENDE, 2013).

Figura 2 — Representacdo esquematica da classificacdo das microemulsdes (1) éleo-dgua, (2)

bicontinua e (3) dgua-6leo

Minddy 338
Mde malis i

330 53‘5‘%;@% aRd o)

1 2 3



Fonte: JUNIOR et al.; 2003.
3.1.1 TEORIA DA FORMACAO DE MICROEMULSOES

A formacdo de sistemas de MEs depende de diversos fatores, um deles, o balango entre
as propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo. Essas propriedades ndao somente
dependem da estrutura quimica, mas também da sua temperatura, forca idnica e presenga de co-
tensoativos. A mistura de tensoativos que apresentam equilibrio hidréfilo — lipofilico adequado
tem a capacidade de proporcionar uma condicdo maxima de solubilizagdo do dleo e da dgua.
Dessa forma, a formagdo de sistemas de MEs envolvem uma combina¢do de trés a cinco
componentes, sendo as orientacdes O/W ou W/O dependentes diretamente das propriedades
fisicas do tensoativo e das proporcdes envolvidas de dgua e 6leo (REZENDE, 2013;
FORMARIZ et al.; 2005; OLIVEIRA et al., 1999).

Historicamente trés teorias sdo continuamente utilizadas para a explicacdo de
formacgao de microemulsdes: teoria da interface ou mistura de filmes, teoria da solubilizacdo e

teoria de tratamentos termodindmicos. Através de uma racionalizagdo termodindmica de AGy =

Y AA — T AS € possivel se perceber que a energia livre para a formacdo de uma ME pode ser
considerada como sendo dependente diretamente de qual surfactante é capaz de diminuir a
tensdo da superficie em uma interface O/W e mudar a entropia do sistema. Essa relacdo

matematica possui 0 AGy responsavel pela energia livre de formagéo, jd o y € o termo que

representa a tensao superficial da interface O/W, AA € a mudanca na drea interfacial da MEs,
AS é conhecido como o termo que representa a mudanca na entropia do sistema, e por fim T,
representa a temperatura. Um importante ponto a ser levado em consideracdo é que quando a
MEs € formada, o termo AA apresenta um valor muito grande e isso é causado pela formacgao
de goticulas muito pequenas dentro da MEs. Deve-se notar que a energia livre de formacao
negativa acontece quando hd uma grande reducdo na tensdo superficial o que possibilita uma
mudanca favorédvel na entropia do sistema. Nesse caso, a MEs formada pode ser considerada
espontanea e uma dispersdo termodinamicamente estdvel (LAWRENCE; REES, 2000).

Os fatores que formam uma MEs podem ser determinados qualitativamente através de
diversos fatores. E intuitivamente leva-se a acreditar que a mistura mais propensa a formar uma
MEs € aquela na qual a fase apresenta um volume menor de formagdo de goticulas. Porém esse
caso de formagdao de MEs ndo é exclusivo e a formacdo de MEs com um grande volume de
goticulas também & possivel. Na verdade, um fato curioso é que a MEs com fase O/W tem
maior geracdo de goticulas na sua formacao em comparagdo com a fase W/O. Além disso, no

caso onde ha a presenta de surfactantes iOnicos essa caracteristica de volume de particulas é
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atribuido a presenga de uma dupla camada elétrica na superficie das goticulas da MEs com fase
O/W onde acaba por introduzir um termo de repulsa muito forte entre as moléculas. E nas MEs,
onde ndo ha a presenca de surfactantes, o fator de repulsa das moléculas pode ser atribuido a
interacdes quimicas estéricas (ZEMB et al.; 2016). Adicionalmente, € necessario deixar claro
que é mais facil provocar um arranjo de MEs onde haja um surfactante que possua uma interface
com uma curvatura alta, com poucas goticulas e com cadeia estendida até a fase de dleo
continua. Esse arranjo é ainda termodinamicamente mais favordvel, j4 que a cadeia de
hidrocarbonetos fica direcionalmente livre. Como resultado, a tensdo interfacial tende a
diminuir para W/O mais do que para fase W/O fazendo com que a preparacdo da MEs seja um
processo mais facil. Entretanto, mesmo com as MEs termodinamicamente estdveis pode haver
barreias fisicas para a formacdo das mesmas. Dessa forma, compreende-se que a ordem dos
componentes adicionados a mistura pode impactar na formag¢do da MEs e em alguns casos, é
ainda necessdrio utilizar agitacdo mecanica ou aquecimento para que a formacgdo seja mais

répida (SILVA et al.; 2015).

3.1.2 DIAGRAMA DE FASES DE SISTEMAS MICROEMULSIONADOS

A mudanca progressiva da composi¢do de uma mistura de solventes misciveis causa
mudancas que podem traduzir importantes variagdes nas propriedades termodinamicas dos
compostos que a envolvem. A observacgdo dessas propriedades e sua evolucdo com a mudanca
de composi¢cdo da solucdo pode oferecer informacdes especificas sobre a estrutura do meio
(OLIVEIRA et al., 2004).

Nos sistemas microemulsionados, o objetivo principal é a determinagcdo da
combinacdo critica entre os componentes envolvidos, de modo que seja possivel a obtencdo de
uma solubilizagdo maxima da fase dispersa (SHAH, 1998).

O diagrama de fases (figura 3) é capaz de descrever a condi¢do experimental na qual
€ possivel obter uma MEs e as regides limites de transicao entre emulsdes, fases separadas e
MEs com fase O/W ou W/O (OLIVEIRA et al., 2004).

A melhor forma de descrever esses sistemas de mistura de quatro componentes é
através do diagrama de fases pseudoternario. Nesse tipo de diagrama, a fase aquosa, fase oleosa
e a mistura de tensoativos/cotensoativos sdo representadas nos vértices de um tridngulo

(KHAN, 1996).
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A utilizacdo desse diagrama facilita na escolha de quais proporcdes sao adequadas
para a incorporagdo de um composto ativo na formulacdo de um farmaco, pois através da
delimitagdo das regides no diagrama de fases € possivel observar a caracteristica de cada fase e
apontar quais os sistemas sao translicidos para a formacao eficiente de uma MEs (FORMARIZ

et al.; 2005).

Figura 3 — Representacdo esquemadtica do diagrama de fases onde (T) € tensoativo, (A) € fase

aquosa e (O) é fase oleosa

Fonte: DAMASCENO; 2011.

3.2 Oleo essencial de Duguetia Stelechantha

O termo 6leo essencial surgiu para representar um grupo de substancias portadoras de
aromas que sdo resultado de substancias produzidas em seu metabolismo (SPERRY, 2000).
Tais substancias sdo frequentemente produzidas por estruturas secretoras como células
glandulares, canais oleiferos dentre outras substancias especificas (SIMOES; MARIOT, 2003).

Oleos essenciais em plantas servem na natureza como mecanismos de defesa das
plantas. E além disso inclui atividade bactericida contra gram-positivos € gram-negativos,
antivirais, funcOes antifingicas, funcdes inseticidas e defesa contra herbivoros. Esses
compostos sdo ainda responsaveis por atrair abelhas e outros animais para realizar a dispersao
de polen e sementes (BAKKALI et al., 2008; RIVOAL et al., 2010).

O o6leo essencial da planta de Duguetia Stelechantha € proveniente da familia
Annonnaceae que possui uma diversidade de compostos quimicos, advindos do metabolismo
secundério. No Brasil, atualmente existem cerca de 386 espécies com 29 diferentes géneros, e
grande parte se encontra no Cerrado que € berco de 10 diferentes géneros e 47 espécies

(XAVIER et al., 2016).

06



Levando em consideracdo que a tnica diferenciacdo entre a Annona Squamosa L e a
Duguetia Stelechantha é o fruto com diferentes coloragdes, € possivel inferir que as mesmas
apresentam quimiotipos semelhantes.

Ao estudar o extrato de sementes da espécie Annona Squamosa L descobriu-se uma
atividade larvicida contra Trichoplusia ni (SEFFRIN et al., 2010). Ja outros estudos realizados
mostram que o 6leo essencial obtido da casca do fruto possui atividade contra bactérias gram-
positivo. Esse mesmo estudo demonstrou que esse 6leo essencial tem alta porcentagem de 6xido
de cariofileno (cerca de 29,39%), componente que possui diversos estudos sobre sua atividade
bioldgica (CHAVAN et al., 2006).

O ¢6leo essencial de Annona Squamosa L extraido de casca, caules e folhas tem em sua
composicdo grandes quantidades de o-pineno, limoneno, B-cubebeno, B-cariofileno,
espatulenol, 6xido de cariofileno, e a-cardinol (THANG et al., 2012).

O extrato ou o chd de Annona Squamosa L possuem propriedades hipoglicemiantes e
antidiabéticas obtidas através do extrato etandlico das folhas e dessa forma apontam potencial
de tratamento da diabetes mellitus, aauxiliando no controle da insulina (NAIR; AGRAWAL,
2017).

Outro estudo apontou que o extrato aquoso de folhas de Annona Squamosa L pode
melhorar sintomas de hipertireoidismo que € frequentemente considerado um fator causador de

diabetes de diversos tipos (SHIRWAIKAR et al., 2004).

3.3 Aplicacoes dos dleos essenciais

3.3.1 AREA FARMACEUTICA

Os primeiros relatos do uso de produtos de origem natural para tratamento de
enfermidades datam de 2000 anos a.C., nos livros sanscritos dos Ayurvedas. Esta prética
corresponde ao sistema de medicina mais antigo do mundo conhecido até hoje, e ao exercicio
mais comum de medicina néo alopética vivenciada na regido da India, em especial na drea rural
(BOURRET, 1981; GOGTAY et al.; 2002). Ja os antigos persas e egipcios conheciam 6leos
como o de Terebintina (obtido da madeira de pinheiro) e resina de mastique (conhecido como
Pistacia Lentiscus), que é sem dividas os primeiros 6leos essenciais obtidos a partir da
destilacdo a seco. Vasos de alabastros que foram localizados em tumbas antigas de farads
possuiam em seu interior 6leos esséncias que datavam cerva de mais de 6000 anos (PRICE,

1994).
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A Farmacopeia Portuguesa registra atualmente cerca de 50 farmacos preparados com
plantas aromaticas. Esses farmacos apresentam partes das plantas sendo elas em forma
pulverizada, frescos, secos ou em formas de 6leo essencial. Além disso, os estudos dedicados
a formulacdo dos farmacos de origem natural t€ém revelado um vasto nimero de compostos
aromdticos, dos quais € possivel obter extratos com elevado potencial terapéutico e que é de
grande interesse para a indudstria de medicamentos (CAVALEIRO, 2007).

As plantas que possuem em sua composicao substancias capazes de serem usadas com
proposito terapéutico sdo muito utilizadas no cuidado da saide tradicional e constituem uma
importante fonte de novos compostos biologicamente ativos (OLIVEIRA et al., 2006). J4 na
medicina popular, as plantas com esse potencial terapéutico sdo ministradas juntamente a
medicamentos convencionais.

Anualmente a produ¢ido mundial de 6leos essenciais € estimada em 110 mil a 120 mil
toneladas e sua utilizagdo ndo se restringe somente a aromaterapia, muitos sdo também
empregados na industria cosmética, alimenticia, de saneantes e até mesmo bebidas (GARLET
et al., 2007). Além disso, pesquisas recentes indicam que essa pratica milenar de curar
enfermidades através da aromaterapia € uma forma de terapia complementar e pode estar
associada a melhorias no tratamento de problemas de saide como transtornos de humor e
declinio cognitivo (HOROWITZ, 2011).

Além de todos esses atrativos que os Oleos essenciais oferecem, a comunidade
cientifica conseguiu ainda provar que dentre as atividades farmacoldgicas presentes em 6leos
essenciais € possivel usar os mesmos como antinociceptivos, anticonvulsionantes e

hipotensivos (BRITO et al., 2012).

3.3.2 AREA ALIMENTICIA

Na inddstria alimenticia, os 6leos essenciais s@o usados na producdo de aromatizantes
e conservantes, e fabricacao de alimentos e bebidas em geral (DAVID et al., 2006).

Os dleos essenciais tém sido muito utilizados no preparo de alimentos em virtude do
sabor e do aroma diferenciado que proporcionam ao produto final, contribuindo também para
o aumento da vida de prateleira do produto, por inibir o crescimento do microrganismo
indesejavel que consequentemente causa a deterioracao dos alimentos (TRAJANO et al., 2009).

A crescente preocupagdo da industria alimenticia com a qualidade e seguranca fez com
que a mesma investisse em maneiras de controlar a proliferacdo de bactérias e fungos

patogénicos em seus produtos. Com o crescente aumento do nimero de bactérias resistentes a
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antibidticos existe um considerdvel interesse no estudo do efeito antimicrobiano dos dleos
essenciais de diferentes plantas, contra uma gama de bactérias, pois esses estudos visam utilizar
o Oleos essenciais como agentes antimicrobianos naturais na preservacao dos alimentos e
controle de infec¢des nos produtos gerados pela indistria (VICTORIA, 2010).

Embora os 6leos essenciais sejam bastante estudados, o seu uso dentro da drea
alimenticia ainda € bastante limitado devido a avaliacdo de sabores dos produtos que devido a
uma considerdvel quantidade de dleos essenciais para controle de microrganismos acaba por
alterar o sabor e a sua consequentemente aceitabilidade como produto. Devido a esse fator, ha
uma demanda grande de estudos na drea que busca conhecer as Concentragdes Inibitérias
Minimas (CIM) dos 6leos essenciais, para que assim possa se atingir um equilibrio entre
eficacia no combate de microrganismos e aceitabilidade sensorial (KOUTSHOUMANIS et al.,

1998 apud BUSATTA, 2006).

3.3.3 AREA COSMETICA

O primeiro uso de 6leos esséncias para fins estéticos data da era dos egipcios, onde os
Oleos essenciais eram empregados em massagens de embelezamento, para proteger a pele do
clima éarido e também para evitar a decomposicdo de seus mortos, demonstrando assim que
desde dessa época povos antigos ja conheciam sua ac@o antisséptica. Tais informacgdes se
difundiram e € possivel encontrar registros de 6leos essenciais entre os povos antigos gregos e
romanos (DE LA CRUZ, 1997).

O uso de medicamentos concomitantemente com solugdes de plantas medicinais e/ou
seus subprodutos pode atuar na drea dermatoldgica causando fitodermatoses e muitas vezes
colocando o paciente em risco, e isso pode ocorrer devido a uma irritagdo ou fotosensibilidade
que o individuo apresenta ao medicamento fitoterapico (OLIVEIRA et al., 2006). Porém, seu
uso ainda se demonstra benéfico para a inddstria cosmética ja que Oleos essenciais sao
extensivamente utilizados na producao de protetores solares, lo¢des antissépticas, desodorantes,

produtos de higiene e perfumes (KORAC et al., 2011; SANTOS et al., 2009).

3.4 Aplicacoes das microemulsoes

3.4.1 AREA FARMACEUTICA
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O emprego de MEs na drea farmacéutica € relativamente recente e, devido as
potenciais vantagens fornecidas, elas t€ém desenvolvido grande interesse como sistemas de
liberagdo de drogas (J UNIOR et al., 2003).

O interesse na aplicagao das MEs como veiculos de liberagao de farmacos se deve a
capacidade desses sistemas de solubilizar substancias hidrofilicas e lipofilicas a0 mesmo tempo,
assim como, de melhorar a solubilidade e estabilidade dos farmacos. A presenca de
emulsionantes utilizados na preparacdo das MEs auxilia no aumento da permeabilidade da
membrana celular, consequentemente facilitando a absor¢do do farmaco, possibilitando uma
maior biodisponibilidade do mesmo (BAGWE et al., 2001). Devido a formacdo espontinea
desses sistemas, fatores como intensidade e duracdo da agitacdo, temperatura, tempo de
emulsificacdo, entre outros, podem ser evitados, sendo possivel, também, a esterilizacdo por
filtracdo devido a baixa viscosidade por elas apresentada. Esses fatores tornam as MEs bastante
atrativas do ponto de vista da produ¢do farmacéutica (GASCO, 1997).

No entanto, as MEs apresentam como desvantagem a utilizacdo de elevadas
concentracdes de emulsionantes e co-emulsionantes em relagdo as outras emulsdes, o que pode
levar a causar de irritagdo local aplicado. Dessa forma, esses surfactantes, além de apresentarem
como objetivo principal permitir a formacao dos sistemas devem ser atdxicos para utilizagdo
em produtos farmacéuticos. No entanto, esta barreira no uso de surfactantes varia dependendo
do uso pretendido e da preparacdo em questdao, havendo maior disponibilidade de substancias
para produtos que visam a administracdo cutanea, maiores restricdes aos que se destinam a via
oral e, principalmente, aos que devem ser preparados de forma estéril (parenterais e oftalmicos)
(JUNIOR, et al., 2003).

A administracdo de farmacos nas suas diversas formas como solucdes, suspensoes,
géis e pomadas € o método mais comum de tratamento de doencas oculares. Entretanto, essa
via apresenta alguns problemas como a baixa biodisponibilidade e além disso, pode ainda
ocorrer a perda da droga pela circulagdo sist€émica e a baixa, ou praticamente inexistente,
penetracdo da formulacdo no segmento posterior do olho. Geralmente, apenas 5% da dose
administrada atinge os tecidos intraoculares através da penetracdo corneal, enquanto que a
grande parte é absorvida sistemicamente pela conjuntiva e duto nasolacrimal podendo causar
reacOes adversas em diversas partes do organismo. Para se atingir o nivel adequado de farmaco
penetrado, sdo necessdrias elevadas concentragdes e/ou frequentes administracdes, o que pode
aumentar o risco de efeitos adversos sist€émicos e interacdes medicamentosas (JUNIOR, et al.,

2003).
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Devido a estas dificuldades, veiculos como as MEs podem se tornar uma alternativa
interessante por apresentarem transparéncia, estabilidade termodinamica, baixa viscosidade e
facilidade de producdo e de esterilizacdo, além do aumento da solubilidade e estabilidade de
drogas, podendo proporcionar um aumento da biodisponibilidade, principalmente para drogas

pouco soliveis (JARVIEN; URTTI, 1995).

3.4.2 AREA ALIMENTICIA

Certas comidas possuem naturalmente formacdo de MEs como € o caso do estado
funcional de lipideos que tem sido utilizado em alimentos. As MEs podem também ser
formadas naturalmente no intestino humano durante a digestdo no processo de absorcao de
gordura. Entretanto, a drea de formacdo de MEs para utilizacdo em alimentos é uma drea
negligenciada na tecnologia de alimentos. Potenciais como alta solubilizacao de componentes,
eficiéncia de reacdes enriquecidas e técnicas de extracdo poderiam ser largamente utilizadas na
area de tecnologia de alimentos (PAUL; MOULIK, 2001).

A maior diferencga entre alimentos e MEs € a composi¢do do 6leo, onde em alimentos
0 6leo é formado por triglicerideos e em MEs € um hidrocarboneto (comumente um o6leo
mineral). Ainda segundo Paul e Moulik (2001), a prépria molécula de triglicerideo tem uma
superficie ativa que por sua vez causa uma incapacidade de formar um dominio de fase 6leo
separado (em um sistema anfifilico-dgua), os 6leos minerais tem uma situacdo similar. Isso
implica em dizer que a faixa de composicdo de um sistema que envolva dleo-dgua-surfactante,
onde o 6leo é um triglicerideo, € muito menor do que a faixa que permite a formacdo de MEs
quando o 6leo utilizado na formulagiao € um hidrocarboneto.

Surfactantes que podem ser utilizados em alimentos como fosfotidicolina (lectina),
AOQOT e monoestearato / monolaurato de sorbatina (Tweens) tém sido extensivamente estudados
no que diz respeito a formacido de MEs de ordem O/W e W/O (STAUFER, 1992). Trabalhos
mais recentes buscam revisar informagdes atuais sobre MEs O/W e W/O formadas com
materiais de grau alimenticio, mistura alimentar complexa (cristal liquido, géis), além da
possibilidade de incorporacdo de ingredientes alimenticios que tragam sabor, conservantes e
vitaminas envolvidas em MEs, potencial das MEs para extracdo de componentes alimenticios
de uma mistura complexa. Além dessas dreas de estudo, Larsson et al. (1991) estudaram
sistemas lipidicos comestiveis que formaram MEs e suas possiveis aplicagdes. Pesquisas
recentes mostraram ainda que MEs com cera de carnatiba formam melhores revestimentos

protetores em frutas citricas do que a goma-laca, e um estudo como esse é importante pois 0s
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revestimentos de protecdo minimizam o peso, a perda e a oxidagdo interna do produto ativo.
Ou seja, no mercado alimenticio uma fruta revestida com MEs de cera de carnaiba mantém
uma melhor aparéncia apds a lavagem e secagem o que ¢ uma vantagem significativa para
produtores e consumidores que perdem produtos alimenticios pela oxidagdo do mesmo durante

O Processo de armazenamento.

3.43 AREA COSMETICA

Produtos de skin-care t€ém se tornado de grande interesse para a inddstria de
cosméticos. A absorcdo percutanea de substancias cosméticas, como por exemplo hidratantes,
agentes branqueadores e agentes antioxidantes € baixa devido a uma barreira natural da pele
humana chamada de camada cérnea. Essa camada mais superficial é formada em sua
essencialidade por células mortas. Ao longo dos anos, varias maneiras de penetrar essa barreira
foram propostas, chegando-se a conclusdao que as MEs tém uma formulacio capaz de penetrar
na pele e liberar substincias e medicamentos melhor do que substincias que se encontram em
uma simples solu¢do com doses tradicionais (BOONME, 2007).

Muitos trabalhos foram desenvolvidos ao longo dos anos para explicar os beneficios
das ME para diversas industrias. Um deles, descreve que o dlcool cetilico e o 4cido octil dimetil
para-aminobezoico (PABA) formulado com MEs foram capazes de penetrar através da pele em
doses maiores do que em cremes e lo¢cdes (LINN et al., 1990).

Alguns mecanismos foram propostos para explicar como as MEs sdo superiores na
propriedade de penetracao e liberacdo de substancias na pele:

e A grande quantidade de principio ativo presente na formulacdo da MEs proporciona alto
poder de solubilizagao;

e As MEs podem aumentar o fluxo transdermal, uma vez que as mesmas podem permitir
a modificacdo da atividade termodindmica dos principios ativos para favorecer a
distribuicao na camada cérnea (DELGADO, 1997);

e Os surfactantes da MEs podem reduzir a barreira difusiva da camada cornea da pele;

e MEs podem trabalhar reservando em seu interior e preservando ingredientes ativos
importantes, liberando-os controladamente na pele;

e MEs podem ter suas particulas se rompendo dentro da camada coérnea liberando

substancias diretamente no interior da pele (PELTOLA, 2003);
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e Percutanea penetracdo na pele pode ocorrer devido a hidratacdo natural promovida na
pele ap6s as rupturas de particulas de MEs na camada interna cérnea (PELTOLA, 2003);
e Nano particulas presentes dentro das MEs podem se locomover livremente dentro da

pele pois estdo dispersas em uma fase continua de MEs que € compativel com a derme

(SINTOV, 2006).

3.5 Teste De Estabilidade

No mercado brasileiro, a Lei N° 8.078/1990 E a lei dos direitos do consumidor,
regulamentando a necessidade dos consumidores serem informados de forma clara sobre o
prazo de validade e sobre os riscos a saude e seguranca dos produtos. J4 no mercado externo,
mais especificamente no mercado europeu, o regulamento REACH (Registro, Avaliagdo,
Autorizacdo e Restricdo de substincias quimicas) determina que € necessario um estudo de
estabilidade que possibilite o fornecimento de informagdes declaradas essenciais para o
consumidor. Um teste de estabilidade tem como proposito fornecer evidéncias de como a
qualidade de um produto varia com o tempo sob a influéncia de diversos fatores como a
temperatura, a umidade e a luz. Nesse caso, o teste de estabilidade tem como func¢do fornecer
um prazo de validade além de recomendacgdes sobre armazenamento do produto em questdo. O
prazo de validade do produto fica entdo definido como o tempo, desde sua fabricacdo, em que
o produto consegue manter suas caracteristicas de qualidade dentro de padrdes estabelecidos
por lei (ORIQUI; MORI; WONGTSCHOWSKI, 2013).

Como ndo hd um Guia de Estudos de Estabilidade especifico para todos os segmentos,
geralmente as industrias quimicas se baseiam em guias nacionais € internacionais vigentes para
o segmento farmacéutico e cosméticos como o ICH Q1A(R2) Stability testing of new drug
substances and drug products e o Guia de estabilidade de produtos cosméticos da ANVISA.

Segundo a Farmacopeia Americana (2007) a estabilidade € definida como a amplitude
na qual um produto conserva suas mesmas caracteristicas que possuia no momento da sua
fabricacdo desde sua fabricacdo até armazenamento e eventual uso.

No desenvolvimento de produtos em geral, a realizacao do estudo de estabilidade é de
suma importancia, afinal é através do mesmo que € possivel realizar a avaliacdo sobre as
propriedades fisicas, quimicas, microbioldgicas e toxicoldgicas, € se as mesmas se manterao ao
longo da vida util do produto. Dessa forma, nesse tipo de estudo, amostras das formulacdes sao
avaliadas ap6s serem submetidas sob determinadas condi¢des de temperatura, umidade e

luminosidade, que podem acelerar a velocidade de degradacdo quimica de principios ativos e
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causar alteracdes fisicas e alterar na qualidade microbioldgica e toxicoldgica (MAIA, 2002;
ANVISA, 2004).

Em emulsdes o fator de instabilidade estd localizado justamente nas reacdes de oxidacao,
que sdo capazes de provocar altera¢des do odor e aparéncia do produto. Esse tipo de oxidacdo
pode ser causado diretamente pelo oxigénio atmosférico ou ainda pela acdo de microrganismos,
especialmente na fase oleosa (ZANON, 2010).

A adicdo de conservantes em formulagdes pode evitar a deterioragdo e aumentar o tempo
de vida do produto garantido estabilidade ao mesmo (LACHMAN, 2001).

O estudo de estresse térmico é um exemplo de estabilidade e utiliza principalmente a
temperatura e o tempo como mediadores da qualidade de um produto. Através desse teste é
possivel determinar se o envelhecimento do produto causa alteragdo na sua composi¢do,
viscosidade ou interfere na sua estabilidade (MORAIS, 2006).

A temperatura pode afetar a estabilidade de um produto industrial através do aumento da
velocidade de uma reacgdo, pois dessa forma a temperatura ocasiona uma alteracao na: atividade
de componentes presentes na mistura, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto. J4 em baixas
temperaturas pode ocorrer alteragdes fisicas como precipitacdo, cristalizacio e turvagdo. Essa
alteracdo no produto pode ser reduzida através da correta selecdo do armazenamento, seja a
temperatura ambiente, sob refrigeracdo ou sob congelamento (BRASIL, 2004; THOMPSON,
20006).

3.6 Cromatografia

Uma técnica muito utilizada para separacdo de diferentes componentes presentes em
uma mistura complexa € a cromatografia.

Nesse processo a separacdo se da através da migracdo diferencial dos componentes
dessa mistura analisada e vai ocorrer através das diferentes interacdes do analito e das duas
fases movel/estaciondria, ou seja, quando uma fase movel flui através de uma fase estacionaria
(RAMOS, 2014; SILVA, 2019).

A figura 4 mostra a separagdo de trés componentes hipotéticos por meio de uma
cromatografia liquida de coluna para exemplificacdo de como o processo realmente ocorre.

A fase estaciondria € a correspondente a coluna de vidro através da qual a fase mével
ird escoar continuamente. E entdo, que as moléculas irdo se separar diferencialmente através
das fases apresentadas. Aqueles componentes que apresentarem maior interacdo com a fase

estaciondria irdo consequentemente passar menos tempo na fase movel e se deslocardo
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lentamente através da coluna de vidro. Caso a fase estaciondria apresentar interacao seletiva
com os componentes a serem separados é possivel realizar a separacdo usando o processo de

eluicdo como demonstrado na figura 4 (RAMOS, 2014).

Figura 4 — Diagrama esquematico ilustrando o processo de elui¢do cromatogrifica e a

correlagdo entre o processo de elui¢do e a formacao do pico.
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Fonte: Ramos (2014, p. 18)

A figura 4 representa o registro grafico do processo de separacdo obtido através da
plotagem da resposta de um detector ou pesagem das fracdes em fung¢do do tempo ou volume
de eluicdo. Segundo Ramos (2014) esta figura representa que o componente verde permanece
menos tempo retido na coluna por apresentar menos interacdo com a fase estaciondria deixando
a coluna em um tempo inferior a0 componente azul.

Os principais tipos de cromatografia podem ser tidos como sendo a cromatografia em
papel (CP), cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG),
cromatografia em fluido supercritico, cromatografia liquida classica (CLC) e cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) (SILVA, 2019).

3.6.1 CROMATOGRAFIA GASOSA COM ESPECTROMETRO DE MASSAS (CG/EM)

A cromatografia gasosa moderna foi desenvolvida por Martins e James em 1952, onde
ainda na década de 60 houve um ripido desenvolvimento e aceitagdo pelas dreas cientificas.
Nesse tipo de separagdo de componentes de uma amostra através da cromatografia, hd uma

separacdo de fato através da interagcdo individual de cada componente da mistura com a fase

16



estaciondria da coluna. A interacdo desses analitos pode ser através de caracteristicas em
comum com a fase estaciondria além da temperatura de ebuli¢do.

Na cromatografia gasosa, a fase mdvel serve apenas para arrastar os analitos pela
coluna cromatografica, ndo havendo nenhuma interacdo entre os dois (BRITHWAITE;
SMITH,1996).

O equipamento cromatografico (figura 5) possui partes fundamentais, tais como: 1)
Fonte de Gés de arraste que geralmente € o Hélio. Esse gés entdo leva a mistura pela coluna; 2)
Um controlador de vazdo e pressdo; 3) Sistema de injecdo da amostra, onde possui um
aquecimento para volatilizar amostras liquidas e sé6lidas; 4) Coluna cromatogréfica que é um
tubo longo que pode ser de materiais como vidro, cobre, aluminio e aco inoxidédvel, e
denominada de fase estaciondria; 5) Sistema de deteccdo onde as amostras separadas serdo
detectadas; 6) Sistema de Registro e tratamento de dados que interpreta os sinais recebidos pelo
detector, transformando esses sinais em graficos onde € possivel estabelecer a relacdo entre o
tempo de retencdo e a intensidade do sinal, permitindo assim os cédlculos de concentracio dos

analitos presentes na amostra através da drea de cada pico (BONATO, 2006).

Figura 5 — Partes de um equipamento de cromatografia: 1 — Fonte de gas de arraste; 2 -
Controlador de vazao e pressdo; 3 — Sistema de injecdo da amostra; 4 - Coluna cromatografica;

5 — Sistema de deteccao; 6 — Sistema de registro e tratamento de dados.

W\

Fonte: BONATO (2006).

Os detectores localizados ao fim do cromatégrafo t€ém como funcido detectar os

constituintes da mistura apds a separacdo na coluna que estdo presentes no gas eluente. Esse
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detector € responsdvel pela transdug@o dos sinais de moléculas que chegam até ele, em sinais
elétricos que sdo transformados em graficos no sistema de tratamento e registro de dados.

A utilizagcdo de um espectrofotdmetro de massa acoplado a um cromatégrafo gasoso

(figura 6) permite a separacdo e identificacdo dos mais diversos tipos de mistura.
(RODRIGUES et al., 2000).

Como exemplo do emprego de tais equipamentos tem-se o controle na producio de
medicamentos produzidos a partir de matéria-prima vegetal (RODRIGUES et al., 2006).

Nos cromatdgrafos a gas a amostra em qualquer estado fisico € injetada e a elevacdo
da temperatura no sistema injetor favorece a vaporizacao da amostra. Quando a elevacdo da
temperatura € alta o suficiente para transformar a amostra em estado gasoso, esse mesmo €
arrastado pela coluna. Por vez, essa coluna € constituida de silica fundida com didmetro de 0.1
mm com fase estaciondria interna polar ou apolar, onde a mesma ird ter ou ndo ter afinidade
com a amostra. E dessa forma, a programacdo da temperatura da coluna vai influenciar na
separacdo dos analitos presentes na amostra. Essa separacdo vai ocorrer devido as
caracteristicas, tais como, volatilidade, ponto de ebuli¢do, estabilidade térmica do produto, além
do peso molecular. Cada componente dentro da amostra apresentard diferente tempo de

retencao na coluna, e ao chegar no fim da coluna, segue para o detector.

Figura 6 — Diagrama esquematico de um CG/EM.
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Fonte: Redigolo (2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O ¢6leo essencial de Duguetia Stelechantha utilizado nesse estudo em questdo foi
obtido na regido de Morros — Maranhdo. As plantas dais quais foram retiradas as folhas para a
preparagdo do Oleo essencial de Duguetia Stelechantha se encontravam localizadas na
coordenada geografica de S 2°43°56,8” ¢ W 44°51°27,8” em Motros.

As folhas foram retiradas das plantas durante as quatro estacdes do ano, 3 vezes ao
dia (manha, tarde e noite) e realizado uma homogeneizacao das mesmas, e entdo armazenadas
em papeldes para secagem a sombra.

O 6leo babagu, da marca Babacu Boa Vista, 100% puro, extraido da améndoa crua e
adquirido de um produtor maranhense, foi armazenado em ambiente com pouca incidéncia de
luz e livre de umidade.

Outros reagentes utilizados foram: alcool etilico absoluto (pureza de 99,5%, marca
Quimex®, lote A00227), Span 80 (marca Sigma — Aldrich®, MKCC4031) e Tween 80 (marca
Vetec®). Todos esses reagentes também foram armazenados ao abrigo da luz e longe de

umidade e calor.

4.2 Local da pesquisa

Segundo Martins (2016, p. 4, apud UEMA NUGEO, 2016):
O municipio de Morros estd localizado na mesorregido norte maranhense e na
microrregido de Rosério e faz parte da Bacia Hidrogréifica do Rio Munim & margem
direita a 2°37° 45, 16” de latitude sul; 44° 06> 46, 75” de longitude a oeste de
Greenwich; distante 60 km em linha reta da cidade de Sédo Luis, assim como a 90,7
km por via rodovidria com coordenadas de 2°43°02.2” S 44°51”01.5” W .

O clima na regido de Morros € descrito como sub-timido com uma temperatura média
anual de aproximadamente 26 °C. Além disso, a regido apresenta uma umidade relativa do ar
de 78% e as precipitagdes pluviométricas médias variam entre 1900mm a 2300mm por ano.
Logo, a regido apresenta um clima com periodos de chuva e estiagem bem definidos durante o
ano. J4 o solo apresenta caracteristicas de ARGISSOLO Vermelho Amarelo Pétrico,
NEOSSOLO Quartzarénico e LATOSSOLO Amarelo (REIS et al., 2017).

Ap6s a coleta da planta no municipio de Morros, todas foram encaminhadas para o

Laboratério de Quimica da Universidade Federal do Maranhao (UFMA Campus Sao Luis) para
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a obtencdo do 6leo essencial. Em seguida, no Laboratério de Petréleo e Sistemas Complexos,
foram preparadas as microemulsdes e algumas andlises de estabilidade foram feitas no
laboratorio do Nucleo de Combustiveis, Catalise e Ambiental -NCCA também situado na

UFMA Campus Sao Luis.

4.3 Instrumentos/equipamentos/softwares utilizados

O equipamento CG/EM (Figura 6) em si € constituido basicamente de um injetor, uma
coluna e um detector, que no caso é o Espectrometro de Massa.

As especificagdes do CG/MS do laboratério de Nucleo de Combustiveis, Catdlise, e
Ambiental - NCCA do departamento de Quimica da Universidade Federal do Maranhdo —

UFMA, utilizado para as andlises de microemulsao com OE, estdo contidas na tabela 1.

Tabela 1 — Especificacoes do CG/EM empregado nas anélises

Modelo CG CG-2010
Marca Shimadzu
Detector (MS) CG-EM QP2010 Plus
Coluna Coluna capilar DB-5MS com 30 m de

comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno, com particulas de 0.25 pm.
Modo de Injecdo SPLIT

Fonte: Préprio Autor (2021).

4.4 Analises, métodos e procedimentos experimentais

4.4.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Duguetia Stelechantha

Entre os diferentes métodos de extracdo capazes de isolar 6leos essenciais de plantas
aromdticas, um dos mais utilizados € o da hidrodestilacao, que foi aqui utilizado a extracao do
Oleo essencial de Duguetia Stelechantha .

As folhas secas de Duguetia Stelechantha apresentaram uma umidade média de
12,80%. Para o processo de hidrodestilagdo, dois baldes volumétricos foram preenchidos com

150g de folhas secas de Duguetia Stelechantha cada, e em seguida, receberam a adi¢dao de 500
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ml de 4gua destilada. O processo, empregando o aparelho de Clevenger (figura 7), foi
conduzido a 100 °C por aproximadamente 2,5h a 3h. O 6leo obtido foi armazenado em
pequenos frascos vedados, protegidos da luz e refrigerados, tal método experimental possui
arranjo semelhante a extracdo do dleo essencial de menta por hidrodestilacdo apresentado por

Oliveira (2012).

Figura 7— Hidrodestila¢do das folhas de Duguetia Stelechantha no aparelho de Cleveger.

B i |

Fonte: Préprio Autor (2021).

4.4.2 FORMULACAO DA MICROEMULSAO

Foi selecionada uma formulagdo com proporcao dleo:surfactante:dgua de 5:5:1, em
fase O/W, com concentracao de 20% do 6leo essencial de Duguetia Stelechantha , previamente
testada e avaliada como positiva para a formac¢do da microemulsdo. A tabela 2 apresenta as de

reagentes empregados para a formulacdo da microemulsdo.

Tabela 2 — Quantidade de cada reagente utilizado na formula¢do de ME com OE

Span 80 (g) Tween (g) Oleo babacu Oleo Agua Etanol(g)
(2) essencial (g) deionizada(g)
1,749 0,748 2,0008 0,5002 0,263 0,263

Fonte: Préprio Autor (2021).

Cada reagente foi adicionado em um tubo de ensaio na ordem e quantidades
apresentadas na tabela 2. O tubo de ensaio foi entdo agitado manualmente até que os reagentes

fossem misturados. A microemulsdo foi entdo armazenada em um local com pouca incidéncia
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de luz, calor e umidade até que sua utiliza¢do nos testes. A formulacdo foi desenvolvida em

duplicata para as temperaturas de 60° C e 30 °C na qual serdo expostas (figura 8).

Figura 8 — Duplicada dos tubos de ensaio com a microemulsdo com proporcao 5:5:1 e o branco

LJ

com o6leo essencial puro.

Fonte: Préprio Autor (2021).

4.4.3 ANALISE NO CROMATOGRAFO A GAS (CG)

A analise das microemulsdes foram realizadas em um cromatografico a gas (CG-
2010) acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM QP2010 Plus). Tal analise é
realizada inserindo uma quantidade da amostra de 500 uL, com uma seringa de 2,5 mL e
em uma temperatura de incubagdo de 85°C. O arraste dessa amostra através da coluna é
realizado utilizando o gas Hélio, a uma velocidade linear de 47,5 cm/seg com um fluxo
de coluna de 1,0 mL/min. A programacdo do forno de aquecimento obedeceu a uma
temperatura de 35°C por 6 min com uma rampa de aquecimento de 10°C/min até a
temperatura de 240°C permanecendo por 10 min. Além disso, a temperatura do injetor e
da fonte de fons foram de 250°C e 200°C respectivamente. E o modo de inje¢do adotado
foi o Split com razdo de 1/30 e um tempo de corrida de 36,50 min. Essas condicdes de
analise sd3o uma versdo modificada nas condicdes sugeridas por Alves (2014). Os

resultados obtidos pelo Espectrometro de massas para a quantificacdo foram realizados



por normalizagdo das dreas dos picos, e a identificacdo através da Biblioteca do

Equipamento NISTOS (National Institute of Standards and Technology).

4.4.4 TESTE DE ESTABILIDADE PARA FORMULACAO DE MICROEMULSAO COM
OLEO ESSENCIAL DE Duguetia Stelechantha

O estudo da estabilidade é considerado um importante pardmetro para avaliar a
seguranca, eficcia e qualidade de compostos presentes na formulacao de um farmaco (MIRCO;
ROCHA, 2015).

Construiu-se duas caixas pretas (figura 9), onde as microemulsdes ficam isoladas do
ambiente externo. Essas caixas juntamente com os tubos de ensaio com as microemulsodes foram
entdo dispostas no interior de duas incubadoras, sendo uma operando a temperatura de 60°C e
a outra, a 30°C.

No primeiro dia da formulagdo das microemulsdes, as mesmas foram testadas no
CG/EM para registrarem a medi¢do no dia zero. Em seguida, as amostras nos tubos de ensaio
foram transferidas para as caixas e respectivas incubadoras onde as mesmas permaneceram por

36 dias até a dltima medic¢ao.

Figura 9 — Caixa preta para teste de degradacao.

Fonte: Préprio Autor (2021).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE TERMICO DA ESTABILIDADE DA DEGRADACAO
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Para a andlise de estabilidade, o teste de estresse térmico foi empregado como uma
ferramenta 1til para a determinacdo da susceptibilidade de uma microemulsdao contendo um
6leo essencial degradar a uma determinada temperatura, pois através do mesmo € possivel
estimar a ocorréncia de possiveis processos de instabilidade em produtos durante a sua
preparacdo ou armazenamento (CAMARGO, 2008).

Através das andlises realizadas no CG/EM percebe-se na figura 10 e 11 (a), (b) e (c)
que os picos majoritarios se tratam dos marcadores a-Pineno e B-Pineno. Essas espécies sao um
grupo de monopertenos muito conhecidos e presentes em muitos 6leos essenciais. Além disso,
esses monopertenos possuem uma ampla gama de atividades farmacoldgicas, incluindo
modulacdo da resisténcia a antibidticos, anticoagulante, antitumoral, antimicrobiano,
antimaldrico, antioxidante, anti-inflamatorio, anti-leishmania e efeitos analgésicos (SALEHI et
al., 2019).

Ao comparar as amostras A e B com o branco nota-se inicialmente que os compostos
mais significativos é o 1R-a-Pineno e B-Pineno. A presenca desses componentes como
majoritarios estdo de acordo com os resultados encontramos por Campos et al. (2014), que
afirma a presenga do a e B-Pineno como marcadores majoritdrios do 6leo essencial de Duguetia

Stelechantha .

Figura 10 — Cromatogramas para temperatura de 30°C. a) Cromatograma da andlise do CG/EM
do com 06leo essencial de Duguetia Stelechantha na primeira medi¢do, — b) Cromatograma da
andlise do CG/EM da microemulsdo com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na primeira
medi¢do para tubo A, — c¢) Cromatograma da andlise do CG/EM da microemulsdo com 6leo
essencial de Duguetia Stelechantha na primeira medicdo para tubo B.
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Figura 11 — Cromatogramas para temperatura de 30°C. a) Cromatograma da analise do CG/EM
do com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na segunda medi¢do, — b) Cromatograma da
andlise do CG/EM da microemulsio com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na segunda
medicdo para tubo A, — ¢) Cromatograma da andlise do CG/EM da microemulsdo com 6leo

essencial de Duguetia Stelechantha na segunda medi¢do para tubo B.
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No teste de estabilidade a inserc@o do 6leo essencial puro, e a amostra A e B no CG/EM
na temperatura de 30°C respectivamente geraram os perfis graficos apresentados na figura 12
(a), (b) e (c) que mostram as espécies moleculares mais significativas dentro da amostra, ou
seja, aquelas que obtiveram maior %area no CG/EM.

Essas espécies no decorrer dos dias apresentam nos cromatogramas uma degradacao
clara, decrescente e linear, sendo a espécie B-Pineno a mais afetada pela degradacdo com o
maior declinio nos gréficos. Ja a a-Pineno se mantém relativamente estavel nessa temperatura
de 30°C.

Pelos resultados obtidos ao analisar a estabilidade da microemulsdo com o 6leo
essencial de Duguetia Stelechantha , verificou-se que houve um efeito significativo do fator de
aquecimento da temperatura para 30°C, influenciando diretamente na porcentagem de a-Pineno
(22,11% BRANCO, 19,57% A, 20,06% B) no tempo de 0 dia. E variando essa porcentagem de
a-Pineno no tempo de 36 dias do experimento para (21,41% BRANCO, 18,82% A, 18,59% B).
Uma variagdo de cerca de 0,65% entre os valores iniciais e finais.

J4 o B-Pineno apresenta um efeito da degradag@o ainda mais agressivo na temperatura
de 30°C, onde as concentracdes de B-Pineno iniciais no dia 0 sdo (59,68% BRANCO, 80,26%
A, 78,94% B) e no dia 36 do experimento apresenta concentracoes (52,01% BRANCO, 64,66%

A, 65,64% B). Variacdo de cerca de 12,19% entre os valores iniciais e finais.
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Figura 12 — Relacdo da %area versus dias das amostras para temperatura de 30°C. a) Amostra
com Oleo essencial puro para os marcadores o-pineno e [B-pineno. b) Amostra A de
microemulsdo com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha para os marcadores a-pineno e -
pineno. ¢c) Amostra B de microemulsdo com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha para os

marcadores a-pineno e B-pineno.
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Através das andlises realizadas no CG/EM percebe-se na figura 13 e 14 (a), (b) e (c)
que os picos majoritdrios se tratam das espécies a-Pineno e B-Pineno para a temperatura de

60°C.

Figura 13 — Cromatogramas para temperatura de 60°C. a) Cromatograma da analise do CG/EM
do com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na primeira medicdo, — b) Cromatograma da
andlise do CG/EM da microemulsdo com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na primeira
medi¢do para tubo A, — c¢) Cromatograma da analise do CG/EM da microemulsdo com o6leo
essencial de Duguetia Stelechantha na primeira medi¢do para tubo B.
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Figura 14 — Cromatogramas para temperatura de 60°C. a) Cromatograma da analise do CG/EM
do com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na segunda medicdo, — b) Cromatograma da
andlise do CG/EM da microemulsio com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha na segunda
medicdo para tubo A, — ¢) Cromatograma da andlise do CG/EM da microemulsdo com 6leo

essencial de Duguetia Stelechantha na segunda medi¢do para tubo B.
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Para a temperatura de 60 °C, a amostra pura e as amostras A e B no CG/EM geraram
os perfis graficos apresentados na figura 15 (a), (b) e (¢c) que mostram as espécies moleculares
mais significativas dentro da amostra, ou seja, aquelas que obtiveram maior %area no CG/EM.

Para a temperatura de 60°C, ao comparar as amostras A e B com o branco nota-se
inicialmente que as espécies é o a-Pineno e PB-Pineno continuam presentes na amostra em
quantidades significativas. O componente a-Pineno no dia 0 apresenta porcentagens iniciais
(15,90% BRANCO, 19,57% A, 20,86% B) e no dia 36 passa a ter porcentagens de (7,12%
BRANCO, 14,39% A, 13,25 B). Uma variacdo de cerca de 7,19% entre os valores finais e
iniciais.

Ja para o componente B-Pineno no dia 0 do experimento as porcentagens sdo de
(42,75% BRANCO, 80,43% A, 79,14 B). E no dia 36 do experimento houve um decaimento
das porcentagens para (41,47% BRANCO, 52,23% A, 50,54% B). Uma variacao de cerca de
19,36% entre nos valores finais e iniciais.

Essas espécies no decorrer dos dias apresentam uma degradacgao clara, decrescente e
linear, sendo novamente a espécie B-Pineno a mais afetada pela degradacdo com o maior
declinio nos graficos o que pode ser explicado pela formacdes de intermedidrios menos estaveis.
Ao comparar com os graficos na temperatura de 30°C percebe-se que na temperatura de 60°C
o decaimento linear € mais agressivo. O que indica uma degradacdo da microemulsdo com o

Oleo essencial é mais intensa.
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Figura 15 — Relacdo da %area versus dias das amostras para temperatura de 60°C. a) Amostra
com Oleo essencial puro para os marcadores o-pineno e [-pineno. b) Amostra A de
microemulsdo com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha para os marcadores a-pineno e -
pineno. ¢) Amostra B de microemulsdao com 6leo essencial de Duguetia Stelechantha para os

marcadores a-pineno e B-pineno.
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Fonte: Préprio Autor (2021).

Analisando os cromatogramas gerados pelo CG/EM percebe-se que as espécies
envoltas em microemulsdo apresentam picos parecidos com a amostra em branco, mantendo
como os picos principais os dois componentes mais abundantes, o a-Pineno e o 3-Pineno. Além
disso, ao expor as amostras a uma temperatura ambiente de 30°C e de 60°C percebe-se que a
microemulsdo foi capaz de manter a estrutura quimica do 6leo essencial preservada.

Além disso, considerando os resultados apresentados, pode-se afirmar que os
compostos a-Pineno e B-Pineno sofreram degradacdo em relagdo ao tempo. Visto que no dia 36
do experimento todos os componentes apresentavam porcentagens menores. Sendo o 3-Pineno
0 componente que teve uma variacdo mais intensa no decorrer dos dias. Em relacdo a
temperatura, a influéncia da mesma sobre a degradacdo dos componentes a e -Pineno sao
constatados através da variagdo superior na temperatura de 60°C em comparacdo com a
temperatura de 30°C.

Tal comportamento corresponde ao encontrado na literatura em relacdo ao
comportamento de outro 6leo essencial, como o apresentado por Guimaraes et al. (2008) no

estudo da degradagdo por luz e temperatura no 6leo essencial de capim limao.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos podem indicar as microemulsdes como um bom mecanismo de
encapsulamento das propriedades de um 6leo essencial ao entrar em contato com determinadas
temperaturas. Tendo em vista que os 6leos essenciais puros sdo extremamente sensiveis a luz e
a temperaturas elevadas, causando assim degradacdo severa nas suas propriedades principais.
Com o auxilio das microemulsdes, tais propriedades dos Oleos essenciais podem ser
posteriormente utilizadas na area farmacéutica ou até mesmo na area alimenticia. O sistema
utilizado nesse estudo, com composi¢cdo 5:5:1 juntamente com o 6leo essencial de Duguetia
Stelechantha apresenta-se sem turvacgdes e sem bolhas, inferindo assim que a composicao entre
a microemulsdo e o 6leo essencial se estabilizaram entre si.

Sabendo que o teste de estresse térmico € importante para determinar a qualidade de
um produto ao longo do tempo quando exposto a diversas temperaturas durante o transporte e
armazenamento. A formulacdo das microemulsdes com o 6leo essencial de Duguetia
Stelechantha apresentou certa estabilidade durante o teste de estresse térmico, apresentando
areas gréficas estaveis com comportamento decrescente. Apesar de um decréscimo nos valores
de %area versus dias dos compostos o e B-Pineno, as mesmas ainda compdem grande parte do
volume da microemulsdo sendo assim aproveitdavel para posteriores aplicagdes farmacoldgicas,
pois ambas tém grandes propriedades anti inflamatdrias e podem até mesmo ser empregadas
como mecanismo de combate a tumores.

Os cromatogramas gerados pelo equipamento demonstram que o e -Pineno sdo os
mais abundantes em todas as amostras ao longo do tempo, mesmo apds serem submetidas as
temperaturas de 30 e 60°C onde notavelmente os valores de degradacdo caem rapidamente, mas
ndo zeram. Sabe-se que a temperatura pode afetar a estabilidade de um produto industrial ao
interferir diretamente na velocidade da reagdo, e causando assim alteracdes na estrutura do
produto final. Dessa forma, a apresentacdo de uma variagdo pequena entre os valores iniciais
no dia zero e os valores finais no dia 36 para ambas as temperaturas € um importante resultado,
tendo em vista que uma das fun¢des das microemulsdes € se tornar uma alternativa interessante
para promover a estabilidade de farmacos e também de gerar um aumento na biodisponibilidade

dos farmacos pouco soldveis.
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