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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar de forma inédita a atividade quimica e bioloégica das nanoemulsdes
bioativas (O/A) incorporadas com o 6leo essencial (OE) obtido por extragdo cruzada de Citrus limonia
Osbeck e Laurus nobilis L. Os materiais vegetativos foram obtidos no municipio de Sao Luis (MA). O
6leo essencial foi extraido utilizando-se a técnica de hidrodestilagdo em um sistema extrator de
Clevenger modificado. Os constituintes quimicos do 6leo essencial de C. limonia e do 6leo essencial
de L. nobilis foram identificados através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). A determinagdo dos compostos fendlicos totais do OE foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu e expresso em equivalente de acido tanico. As nanoemulsdes foram preparadas pelo método
de baixa energia de inversdo de fases. A atividade antioxidante foi realizada pelo método de
descoloragao de radicais hidroxila. A agao anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturagao
proteica de albumina. O conteldo fendlico total foi de 252,35 mg EAT g' para o OE de Citrus limonia
e Laurus nobilis, sendo um resultado significativo para atividades farmacolégicas do 6leo essencial. No
ensaio de atividade antioxidante obteve-se uma CEso de 85,20 mg L', CEso de 77,23 mg L', CEso de
88,13 mg L', CEso de 45,30 mg L-! para acgéo, respectivamente do OE e das nanoemulsdes (NOE 1,
NOE 2 e NOE 3) de Citrus limonia e Laurus nobilis, sendo classificada como agao promissora. O 6leo
essencial estudado obtido por cruzamento e suas nanoemulsdes (NOE 1, NOE 2 e NOE 3)
apresentaram potencial anti-inflamatério, com CEso de 161,84 mg L', CEso de 220,07 mg L', CEso de
186,85 mg L-' e CEso de 252,67 mg L', respectivamente. Através dos resultados obtidos, comprovou-
se agao antioxidante e anti-inflamatéria do 6leo essencial obtido por cruzamento das espécies de Citrus
limonia e Laurus nobilis e um aumento do seu potencial quando se tem a incorporagédo do dleo a
nanoemulsdes. Trazendo resultados expressivos e inéditos, visto sua auséncia na literatura, sendo sua

aplicacao apreciada e estudos mais profundos incentivados em virtude do seu potencial biotecnolégico.

Palavras-chave: Citrus; Laurus; Oleo essencial; Nanoemulsdo; Fendis.




ABSTRACT

This study aimed to evaluate the chemical and biological activity of bioactive nanoemulsions (O/W)
incorporated with the essential oil (EO) obtained by cross-extraction of Citrus limonia Osbeck and
Laurus nobilis L. The vegetative materials were obtained in the city of Sdo Luis (MA). The essential oll
was extracted using the hydrodistillation technique in a modified Clevenger extractor system. The
chemical constituents of C. limonia essential oil and L. nobilis essential oil were identified by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The determination of the total phenolic
compounds of the EO was performed by the Folin-Ciocalteu method and expressed as tannic acid
equivalent. The nanoemulsions were prepared by the low energy method phase inversion. The
antioxidant activity was performed by the hydroxyl radical decolorization method. The anti-inflammatory
action was evaluated by the protein albumin denaturation method. The total phenolic content was 252.35
mg TAE g for the EO of Citrus limonia and Laurus nobilis, being a significant result for pharmacological
activities of the essential oil. In the antioxidant activity assay, a ECso of 85.20 mg L', ECso0 of 77.23 mg
L-1, ECso of 88.13 mg L, ECso0 of 45.30 mg L' was obtained for the action of, respectively, the EO and
the nanoemulsions (NEO 1, NEO 2, and NEO 3) of Citrus limonia and Laurus nobilis, being classified
as promising action. The studied essential oil obtained by crossing and its nanoemulsions (NEO 1, NEO
2, and NEO 3) showed anti-inflammatory potential, with ECso of 161.84 mg L', ECso of 220.07 mg L™,
ECso of 186.85 mg L' and ECso of 252.67 mg L™, respectively. Through the results obtained, the
antioxidant and anti-inflammatory action of the essential oil obtained by crossing the species of Citrus
limonia and Laurus nobilis as well as an increase in its potential when the incorporated into
nanoemulsions was confirmed. Bringing significant and unprecedented results, since its absence in the
literature, its application appreciated, and deeper studies encouraged due to its biotechnological

potential.

Keywords: Citrus; Laurus; Essential oil; Nanoemulsion; Phenols.
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1. INTRODUGAO

As plantas medicinais expressam sua individualidade quimica através da
produgdo de metabdlitos secundarios, que estao diretamente ligados as suas defesas
e desenvolvimento (MIRAHMADI et al., 2011). Elas possuem substancias que sao
utilizadas desde a antiguidade como forma de tratamento, e quando se fala em
algumas etnias e culturas isoladas chega a ser o unico recurso para os cuidados da
saude no tratamento de uma série de doencas e vém sendo estudadas dentro da
farmacologia, principalmente na producgao de farmacos (VEIGA JUNIOR et al., 2005;
CALIXTO, 2005; SARAIVA, 2015; MORESKI, 2018).

Dentre os bioprodutos obtidos de plantas medicinais, destacam-se os oleos
essenciais sendo misturas complexas volateis ou etéreos presentes nas plantas,
encontrados nos 6rgaos das plantas, produzidos normalmente por células secretoras
ou grupos de células. Podem apresentar composigdo quimica e odores distintos
quando obtidos de diferentes partes de um mesmo vegetal, assim como sofrer
alteracdes em seus constituintes devido as diferencas das condi¢cdes e parametros
climaticos, ambientais e fatores agronémicos em que se encontram sofrendo
influéncia em sua qualidade (STEFFENS, 2010; SILVA, 2013).

Através do pressuposto para selegéo das espécies a ser investigado, este estudo
buscou na literatura plantas medicinais com diferentes composi¢cées quimicas que
ainda nao havia estudos relatados para sinergias de atividade bioldgica, bem como
acao de formulacbes a partir de seus Oleos essenciais. Como resultado foram
selecionadas as espécies Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L.

Citrus limonia Osbeck popularmente conhecido como lim&o rosa ou liméo-cravo,
é um fruto do género Citrus, um hibrido originario da india que se adaptou as variadas
condigdes climaticas do Brasil (MIGLIORINI et al., 2016). Suas folhas e suco sao
utilizadas no combate a resfriados e corizas através de infusdes, e possui atividades
biolégicas conhecidas para essa espécie como: antibacteriana e larvicida que tem
como composto majoritario o limoneno (MILLEZI et al., 2014; GOMES et al., 2020).
Estudos apontam que os 6leos essenciais do pericarpo de frutas citricas apresentam
potencial para tratamento de diversas condi¢des patologicas (AMORIM et al., 2016).

Laurus nobilis L. que € uma planta pertencente a familia Lauraceae, nativo da
Europa e amplamente utilizado na culinaria e medicina popular (CAPUTO et al.,
2017), tem suas folhas ricas em compostos terpénicos como cineol, linalool, eugenol

e carvacrol, com diversas atividades biologicas, dentre elas tém-se atividade




anticancerigena, antimicrobiana, herbicida e inseticida, antioxidante, anti-inflamataria,
antidiabética, cicatrizante, moluscicida, inseticida e neuroprotetoras (ALEJO-ARMIJO
et al., 2017; OVIDI et al., 2021; GUEDOUARI&NABIEV, 2021). Tém relatos que as
folhas e frutos de Laurus nobilis L. possuem aromas, estimulantes e propriedade
narcoticas (ABU-DAHAB et al., 2014).

Os compostos presentes em ambas as plantas apresentadas nesse estudo
podem promover agdes bioldgicas, sendo capazes de interagir em diferentes
moléculas-alvo (BARBOSA et al., 2015). Com isto, torna-se necessario a busca por
alternativas ao tratamento aliado no surgimento de doencgas e infecgdes em conjunto
com o0 aumento de resisténcia das ja existentes, resisténcia essa que pode vir a
ocorrer por diferentes mecanismos sendo uma delas devido ao uso exacerbado de
medicamentos e tratamentos convencionais, (RICE, 2006; RICE et al., 2008; FANIN
et al., 2020).

Estudos apontam um aumento no potencial da acdo de bioativos naturais
hidrofébicos quando trabalhado com nanoemulsdes (KENTISH et al., 2008; ANWER
et al., 2014) e apresentam vantagens tais como: protegao contra degradagao quimica,
solubilidade em agua e liberagdo controlada evitando a perda de controle devido
evaporagao dos 6leos essenciais, diminuicdo do tamanho das particulas, impulsiona
o potencial bioativo dos O6leos essenciais, diminuindo consideravelmente a
concentragao para agao biologica ( FAUSTINO et al., 2020; FELIZARDO et al., 2021).

As nanoemulsdes sao sistemas de dispersdo coloidal termodinamicamente
estavel em que dois liquidos imisciveis sdo misturados para formar uma unica fase
por meio de um surfactante apropriado e sdo veiculos importantes para a distribuicao
de compostos bioativos (SHAH et al., 2010; KENTISH et al., 2008), unindo o conceito
de produtos naturais a sistema tecnolégico (FAUSTINO et al., 2020).

Ainda nao se tem relatos sobre trabalhos com foco na agao biolégica de 6leos
essenciais obtidos por extragao cruzada de Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L.
Diante do exposto, o estudo visou avaliar de forma inédita a agdo antioxidante e anti-
inflamatéria da nanoemulsdo do éleo essencial cruzado de Citrus limonia Osbeck e

Laurus nobilis L.




2. OBJETIVOS

21. OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade quimica e biolégica da nanoemulsédo do 6leo essencial
obtido por extragdo cruzada de Citrus limonia Osbeck (Limao-cravo) e

Laurus nobilis L. (Louro)

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ l|dentificar os constituintes quimicos do 6leo essencial das cascas de Citrus
limonia Osbeck e do 6leo essencial das folhas de Laurus nobilis;

¢ Quantificar o conteudo fendlico total do 6leo essencial do cruzamento de
Citrus limonia Osbeck / Laurus nobilis;

e Desenvolver nanoemulsdes incorporadas com o6leo essencial de Citrus
limonia Osbeck / Laurus nobilis L. termodinamicamente estaveis;

e Obter a Concentracao Eficiente 50% para acao antioxidante do dleo
essencial e nanoemulsdes de Citrus limonia Osbeck / Laurus nobilis;

e Determinar a Concentracao Eficiente 50% para acao anti-inflamatoéria do

6leo essencial e nanoemulsdes de Citrus limonia Osbeck / Laurus nobilis.
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HIGHLIGHTS

e This research presents for the first time a cross-extraction with two medicinal species.

e The EO of C. limonia identifies limonene (40,25%), B-pinene (29,36%) and cimeno (16,33%), and
the EO of L. nobilis identifies isoeugenol (64,36%), myrcene (12,1%), chavicol (10,22%) and
linalool (3,6%).

e The crossed EO of C. limonia and L. nobilis has a TPC of 252.35 mg TAE g'.

e The nanoemulsion composed of crossed EO of C. limonia and L. nobilis, formulation NEO 3, has
its antioxidant activity classified as very active.

e The crossed EO of C. limonia and L. nobilis and their nanoemulsions show remarkable anti-

inflammatory action.

Abstract: This study aimed to evaluate the chemical and biological activity of bioactive nanoemulsions (O/W)
incorporated with the essential oil obtained by cross-extraction of Citrus limonia and Laurus nobilis. OEs were
extracted by hydrodistillation. The chemical constituents of C. limonia EO and L. nobilis EO were identified
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The determination of the total phenolic
compounds of the EO was performed by the Folin-Ciocalteu method and expressed as tannic acid equivalent.
The nanoemulsions were prepared by the low energy method of phase inversion. Antioxidant activity was
performed by the hydroxyl radical decolorization method. The anti-inflammatory action was evaluated by the
protein albumin denaturation method. The total phenolic content was 252.35 mg TAE g™ for EO of C. limonia
and L. nobilis. The EO obtained by crossing and its nanoemulsions (NEO 1, NEO 2 and NEO 3) presented,
respectively, in the assay of antioxidant activity a ECsp of 85.20 mg L™, ECso of 77.23 mg L', ECs of 88.13
mg L', ECso of 45.30 mg L', and anti-inflammatory potential, with ECso of 161.84 mg L', ECso of 220.07 mg
L, ECso of 186.85 mg L' and ECso of 252.67 mg L™, respectively. The antioxidant and anti-inflammatory
action of the EO obtained by crossing the studied species as well as an increase in its potential when
incorporated into nanoemulsions was confirmed. Bringing expressive and unprecedented results, its
application is appreciated and deeper studies encouraged due to its biotechnological potential.

Keywords: Citrus, Laurus, Essential oil, Nanoemulsion, Phenols.
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INTRODUCTION

Medicinal plants express their chemical individuality through the production of secondary metabolites,
which are directly linked to their defenses and development [1]. They have substances that have been used
since ancient times as a form of treatment, and when talking about some isolated ethnicities and cultures it
is the only resource for health care in the treatment of a series of illnesses and have been studied within
pharmacology, especially in the production of drugs [2, 3, 4, 5].

Among the bioproducts obtained from medicinal plants, essential oils stand out as complex volatile or
ether mixtures present in plants, found in plant organs, normally produced by secretory cells or groups of
cells. They can present different chemical composition and odors when obtained from distinct parts of the
same plant, as well as undergo changes in their constituents due to differences in climatic and environmental
conditions and parameters, and agronomic factors in which they are found, influencing their quality [6, 7].

Through the assumption for the selection of the species to be investigated, this study sought in the
literature medicinal plants with different chemical compositions that still had no reported studies for synergies
of biological activity, as well as the action of formulations from their essential oils. As a result, the species
Citrus limonia Osbeck and Laurus nobilis L. were selected.

Citrus limonia Osbeck popularly known as pink lemon or lemon-clove, is a fruit of the genus Citrus, a
hybrid originally from India that has adapted to the varied climatic conditions of Brazil [8]. Its leaves and juice
are used to combat colds and coryza through infusions, and has biological activities known for this species
as: antibacterial and larvicidal that has as its major compound limonene [9, 10]. Studies point out that the
essential oils pericarp of citrus fruits have potential for treating various pathological conditions [11].

Laurus nobilis which is a plant belonging to the Lauraceae family, native to Europe and widely used in
cooking and folk medicine [12], has its leaves rich in terpenic compounds such as cineol, linalool and eugenol,
with various biological activities, among them are anticancer, antimicrobial, herbicidal and insecticidal,
antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic, healing, molluscicidal and neuroprotective activities [13, 14, 15].
There have been reports that the leaves and fruits of Laurus nobilis L. have aromas stimulants and narcotic
properties [16].

The compounds present in both plants presented in this study can promote biological actions, being able
to interact in different target molecules [17]. Thus, it is necessary to search for alternatives to treatment
combined with the emergence of diseases and infections together with increased resistance of existing ones,
resistance that can occur by different mechanisms and one of them is due to the exacerbated use of
conventional drugs and treatments [18, 19, 20].

Studies indicate an increase in the potential of the action of natural hydrophobic bioactives when working
with nanoemulsions [21, 22] and present advantages such as: protection against chemical degradation, water
solubility and controlled release avoiding the loss of control due to evaporation of essential oils, reduction of
the particle size, boosts the bioactive potential of essential oils, considerably decreasing the concentration
for biological action [23, 24].

Nanoemulsions are thermodynamically stable colloidal dispersion systems in which two immiscible
liquids are mixed to form a single phase by means of an appropriate surfactant and are important vehicles
for the distribution of bioactive compounds [25, 21], uniting the concept of natural products with the
technological system [23].

There are still no reports about works focusing on the biological action of essential oils obtained by cross-
extraction of Citrus limonia Osbeck and Laurus nobilis L. In view of the above, the study aimed to evaluate
in a new way the antioxidant and anti-inflammatory action of the nanoemulsion of the crossed essential oil of
Citrus limonia Osbeck and Laurus nobilis L.

MATERIAL AND METHODS

Obtaining plant material

The samples of Citrus limonia Osbeck bark and Laurus nobilis L. leaves used in this research were
acquired in August 2021. Citrus limonia Osbeck bark and Laurus nobilis L. leaves were collected in the
municipality of Sdo Luis - MA. After collection, the plant species were transported to the Laboratério de
Pesquisa e Aplicagéo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), where they were weighed, crushed and stored
for the extraction of essential oil.

Essential oil

Brazilian Archives of Biology and Technology. Vol.xx: €00000000, xxxx www.scielo.br/babt
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For extract the essential oil, the hydrodistillation technique was applied with a glass Clevenger extractor
coupled to a round bottom flask conditioned on an electric blanket as a heat generating source. 50g of each
of the two plant materials were used in the same round-bottomed flask, adding distilled water in the proportion
of (1:8). Hydrodistillation was conducted at 100°C for 3h and immediately after the extracted essential oil was
collected. The essential oil was dried by percolation with anhydrous sodium sulfate (Na-SO4) and centrifuged.
These operations were performed in triplicates and the samples were stored in amber glass bottles under
4°C refrigeration. Subsequently submitted to analyses. The species used were also extracted individually
and submitted to all the same analyses and essential oil processes obtained by the cross-process.

Chemical constituents

The constituents of essential oils were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). 1.0 mg of the sample was dissolved in 1000 uL dichloromethane (purity 99.9%).

The conditions of analysis were as it follows: Method: Adams. M; Volume injected: 0.3 uL; Column : HP-
5MS capillary (5% diphenyl, 95% dimethyl polysiloxane) (DB-5MS equivalent or CP-Sil 8CB LB/MS), in
dimensions (30 m x 0.25 mm x 0.25 um); Drag gas : He (99.9995); 1.0 mL.min™"; Injector: 280°C, Split mode
(1:10); Oven: 40°C (5.0 min.) to 240°C at a rate of 4°C min™, from 240°C to 300°C (7.5 min) at a rate of
8°C.min""; tT= 60.0 min; Detector: IN; El (70 eV); Scan mode (0.5 sec scan™'); Mass range: 40-500 daltons
(one); Transfer line: 280°C; Filament: off 0.0 to 4.0 min; Linear quadrupole type mass spectrometer. For the
identification of the compounds in the sample the program AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution
Mass & Identification System) was used.

Spectrophotometric determination total phenolics

The determination of the total phenolic compounds of the essential oil was performed with adaptation of
the Folin-Ciocalteu method [26]. 5 mg of the essential oil diluted in 1 mL of ethanol was used. To this solution
were added 7 mL of distilled water, 800 pL of Folin-Ciocalteu reagent (10% v/v) and 2.0 mL of sodium
carbonate (Na>COs, 20% m/v). After two hours, the reading was performed in a UV-VIS spectrophotometer
at a length of 760 nm. The standard curve was expressed in mg L™ of tannic acid equivalents (TAE).

Preparation of nanoemulsions by phase inversion method

The preparation of nanoemulsions was performed according to the adapted methodologies described by
[27, 28, 29, 30]. The oil-in-water nanoemulsions were formulated with essential oil (5% v/v), non-ionic
surfactant (Tween 20, 5%,10% and 15% v/v) and water. The required amounts of each constituent of the oily
phase (oil + Tween 20) were heated at 65 + 5°C. The aqueous phase was heated separately at 65 + 5 °C,
providing a primary formulation by the phase inversion method.

The final homogenization was achieved by using a magnetic stirrer, in which the formulation remained
in constant agitation at 6000 rpm, until reaching the temperature reduction to 25°C + 2°C. The nanoemulsions
obtained were taken to the ultrasonic bath at 60°C for 380 s.

In order to prove stability, the formulated nanoemulsion was submitted to different stress tests [31].
Heating-cooling cycle: the formulated nanoemulsion was maintained at 40 and 4°C, alternating each
temperature for 48 h. The cycle was repeated three times. Freezing-thawing stress: the nanoemulsion was
alternated at -21 and 25°C for 48 h at each temperature. The cycle was repeated three times. The
formulations that passed the thermodynamic stress tests were taken for further analyses.

Antioxidant activity by decolorization of hydroxyl radicals

The antioxidant activity was performed using the spectrophotometric method of elimination of hydroxyl
radicals from salicylic acid according to the methods described by [32, 33].

The nanoemulsions and essential oils at different concentrations of 10-100 mg L™ were dissolved in
distilled water and DMSO 0.2%, respectively. 1 mL of salicylic acid (9 mM), 1 mL of ferrous sulfate (9 mM)
and 1 mL of hydrogen peroxide (9 mM) were added to these concentrations. Ascorbic acid was used as a
positive standard. The reaction mixture was incubated at 37 °C for 60 min in bain marie; after incubation, the
absorbance of the mixtures was measured at 510 nm using a UV/VIS spectrophotometer and the ECso
calculated.

Anti-inflammatory activity by protein denaturation of albumin
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Anti-inflammatory activity was evaluated by the protein denaturation method [34]. The reaction mixture
(4 mL) consisted of 2 mL of different concentrations of essential oil and nanoemulsions (100-500 mg L") and
2 mL of a 10% solution of albumin diluted in PBS and incubated at (37+1) °C for 15 min.

Denaturation was induced by keeping the reaction mixture at 60°C in a bain-marie for 10 minutes. After
cooling, the absorbance was measured at 660 nm. The inhibition of protein denaturation was expressed as
a percentage and Efficient Concentration 50% (ECso/ICs0) capable of inhibiting 50% of denaturation was
expressed in mg L.

RESULTS

Chemical constituents

According to the results obtained, Table 1 presents the compounds identified in the essential oil extracted
from the peels of Citrus limonia Osbeck and in Table 2 the compounds identified in the essential oil extracted
from the leaves of Laurus nobilis L. As seen in Table 1, 9 components were identified in the EO sample of
Citrus limonia, with predominance of the class of monoterpenes, being the majority constituent of essential
oil limoneno with 40.25% of the composition, followed by B-pinene (29.36%) and cymene (16.33%).

Table 1. Chemical composition of the essential oil of Citrus limonia Osbeck.

Retention time (min) Compounds % Class
3.54 a-pinene 4.52 Monoterpene
4.09 B-pinene 29.36 Monoterpene
4.21 Myrcene 0.55 Monoterpene
4.69 Limonene 40.25 Monoterpene
4.71 Cymene 16.33 Monoterpene
5.90 Linalool 0.94 Monoterpene
7.90 Citral 0.89 Monoterpene
10.46 a-bergamotene 3.66 Sesquiterpene
11.40 B-bisabolene 3.50 Sesquiterpeno

Source: Authors (2021).

As can be seen in Table 2, 12 components were identified in the sample, with the majority constituent of
the EO being isoeugenol with 64.36%, followed by myrcene (12.1%), chavicol (10.22%) and linalool (3.6%).

Table 2. Chemical composition of essential oil of Laurus nobilis L.

Retention time (min) Compounds % Class

5.89 a-pinene 0.39 Monoterpene
7.55 Myrcene 12.1 Monoterpene
8.71 p-cymene 1.15 Monoterpene
8.81 Limonene 3.1 Monoterpene
9.03 Eucalyptol 0.63 Monoterpene
9.50 B-ocimene 0.3 Monoterpene
11.50 Linalool 3.6 Monoterpene
14.91 Terpinen-4-ol 0.99 Monoterpene
15.51 a-Terpineol 0.71 Monoterpene
18.44 Chavicol 10.22 Phenylpropanoid
23.22 Isoeugenol 64.36 Phenylpropanoid
25.69 Caryophyllene 2.45 Sesquiterpene

Source: Authors (2021).
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Total phenolic content (TPC)

The results of phenolic content of essential oils referring to the species of C. limonia and L. nobilis, as
well as their bioproducts obtained by their cross-extraction, are presented in Table 3. Phenolic content (TPC)
was expressed as tannic acid equivalent (mg TAE g of plant material) in which an equation of the straight
y= 0.0586x + 0.600 with R? = 0.9998 was obtained, where y represents the absorbance and x the
concentration of tannic acid equivalents.

Table 3. Total phenolic content of the essential oil from C. limonia e L. nobilis.

Essential Oil TPC (mg TAE g) Linear Equation R?
C. limonia e L. nobilis 252.35
C. limonia 306.47 y = 0.0586x + 0.0600 0.9998
L. nobilis 221.79

Source: Authors (2021).

Antioxidant activity

Table 4 shows the results related to the antioxidant capacity of essential oils and stable nanoemulsions
of C. limonia and L. nobilis, as well as the bioproducts obtained by their cross-extraction referring to the
Efficient Concentration 50% (ECso) in mg L', from the decolorization hydroxyl radicals method.

Table 4. Antioxidant capacity of essential oils and nanoemulsions.

Identification Linear Equation ECso (mg L™) R?
EO C. limonia e L. nobilis y =217.17x — 369.23 85.20 0.9983
EO C. limonia y=115.72x - 171.79 59.44 0.9941
EO L. nobilis y =74.376x — 87.373 70.31 0.9969
NEO 1 C. limonia y =129.53x — 187.87 68.61 0.9945
NEO 2 C. limonia y =93.037x —113.42 57.08 0.9984
NEO 3 C. limonia y =50.293x — 36.601 52.71 0.9955
NEO 1 L. nobilis y =59.161x — 51.578 52.12 0.9815
NEO 2 L. nobilis y =18.977x + 22.12 29.45 0.9985
NEO 3 L. nobilis y =17.414x + 30.337 13.46 0.9969
NEO 1 C. limonia e L. nobilis y =96.165x — 131.54 77.23 0.9977
NEO 2 C. limonia e L. nobilis y = 52.525x — 52.168 88.13 0.9998
NEO 3 C. limonia e L. nobilis y =40.315x — 16.765 45.30 0.9984

Source: Authors (2021). Note: EO — Essential Oil; NEO — Stable nanoemulsion of essential oil formulated by phase
inversion; 1 — Nanoemulsion composition 5% essential oil, 5% Tween 20 and 90,0% H20; 2 — Nanoemulsion
composition 5% essential oil, 10% Tween 20 and 85% H20; 3 — Nanoemulsion composition 5% essential oil, 15%
Tween 20 and 80% H-20.

Anti-inflammatory activity

Table 5 shows the results related to the capacity of anti-inflammatory action of essential oils and stable
nanoemulsions of C. limonia and L. nobilis, as well as the bioproducts obtained by their cross-extraction
referring to the Efficient Concentration 50% (ECso/ICso) in mg L', from the protein albumin denaturation
method.

Table 5. Anti-inflammatory action of essential oils and nanoemulsions.
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Identification ECs0/ICso (mg L) Linear Equation R?
EO C. limonia e L. nobilis 161.84 y = 128.08x — 232.94 0.9987
EO C. limonia 431.16 y = 54.883x — 94.597 0.9933
EO L. nobilis 150.49 y =91.481x — 149.2 0.9971
NEO 1 C. limonia 305.98 y = 59.091x — 96.882 0.9997
NEO 2 C. limonia 187.50 y = 58.156x — 82.189 0.9844
NEO 3 C. limonia 279.67 y =99.397x — 193.19 0.9839
NEO 1 L. nobilis 153.02 y =41.908x — 41.558 0.9904
NEO 2 L. nobilis 258.39 y =137.53x — 281.76 0.9975
NEO 3 L. nobilis 374.29 y =35.019x - 40.111 0.9999
NEO 1 C. limonia e L. nobilis 220.07 y = 128.85x — 251.84 0.9976
NEO 2 C. limonia e L. nobilis 186.85 y =114.37x — 209.79 0.9888
NEO 3 C. limonia e L. nobilis 252.67 y =171.18x — 361.7 0.9917

Source: Authors (2021). Note: EO — Essential Oil; NEO — Stable nanoemulsion of essential oil formulated by phase
inversion; 1 — Nanoemulsion composition 5% essential oil, 5% Tween 20 and 90,0% H20; 2 — Nanoemulsion
composition 5% essential oil, 10% Tween 20 and 85% H20; 3 — Nanoemulsion composition 5% essential oil, 15%
Tween 20 and 80% H20.

DISCUSSION

Chemical constituents

The chemical composition of the EO of the barks of C. limonia was similar to other Citrus species, such
as C. aurantifolia and C. limon described in the literature previously by [35]. The percentage of limonene is
within the expected value for citrus species that can reach 30 to 80% of the total composition [36, 11].

Close results are reported by [37], who identified 18 compounds and observed the presence of limonene
in 40.0% of the composition oil of the oil from the leaves of C. limonia collected in the region of Rio Verde-
GO, and by [10], which also found 18 chemical constituents, having as most abundant the limonene, 3-pinene
and m-cymene, finding a percentage of 44.75% of limonene for oil samples from the barks of C. limonia
obtained in the municipality of Sao José de Ribamar-MA, both chemical characterizations performed through
gas chromatographic analysis coupled to mass spectrometry.

However, divergent results for the citrus species studied regarding the amounts of limonene are also
observed in previous studies from different places, such as those pointed out by: [9, 11, 35, 38] which
presented, respectively, a percentage of 33.67%, 65.7%, 65.69% and 82% of limonene compound. The
variability in the chemical composition of essential oils, as well as their quantitative, may be due to the
influence of intrinsic and extrinsic factors to which the plant is subjected, as well as its seasonality and age
[39, 40, 41].

The substances identified in the GC-MS of the essential oil studied, limonene, B-pinene and linalool are
described in the literature because they have the most varied biological activities [42, 43, 44]. And [45], as
well as [46] reported on the effects of synergism and/or antagonism of chemical constituents, even in minority
percentages in essential oils, show the increase in biological activities starting from synergistic interactions
between the most diverse components of a plant or combinations among them.

The components identified in the EO of the leaves of L. nobilis in this study are in agreement with those
highlighted by [47], who identified 26 chemical components when analyzing the essential oil of L. nobilis, also
having as main isoeugenol (53.5%), followed by myrcene (16.6%) and chavicol (10.2%), and differ from those
presented by [48] in which the results showed as main constituents for the EO obtained from the leaves of
Laurus nobilis the 1,8-cienol (41.1%), sabinene (6.96%), a-pinene (5.94%), humulene epoxide Il (5.73%) and
a-terpinyl acetate (5.72%). The differences in the essential oil composition in this study and in the other
literatures may be due to a number of factors, from the method of processing and extraction of oils to soll
characteristics, among others.

The influence of the geographical location and part of the plant used to obtain the oil can be proven by
the studies conducted by [16], where they analyzed the EO extracted from the leaves and fruits of L. nobilis,
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collected from trees cultivated on the campus of the University of Jordan, and obtained differences in
quantitative and chemical constituents. Resulting in the identification of 37 compounds for leaves EO, with
1.8-cineole (36.8%), a-terpinyl acetate (14.6%) and terpinen-4-ol (6.4%) being the main components, while
the fruits contained 45 substances, with 29.8% of 1.8-cineol, 6.2% of B-elemene, 5.6% of a-terpinil acetate
and 1.5% of y-terpineol, being the majority. And [49] identified in the EO obtained from the twigs of L. nobilis,
cultivated in Bulgaria, 37 volatile constituents being 1.8-cineole (48.5%), a-terpinil acetate (13.1%) and
methyl eugenol (6.6%) the most abundant.

The chromatographic analysis in this study did not identify eugenol, a compound constantly found in this
vegetable, but has its isomer (isoeugenol) as the majority, which is also a phenolic compound with various
biological properties, as indicated [50, 51]. And although the majority compounds may vary, the literature
shows that the EO of this species consists of monoterpenes, sesquiterpenes and phenylpropanoids [52, 53,
54], corroborating the results obtained.

Total phenolic content (TPC)

In accordance with Table 3, the oils used in this study presented an important quantity of phenolic
compounds, being noted for the content presented in the oil extracted from the two species that was 252.35
mg TAE g, noting a high increase in its quantity when compared to the phenolic content presented by L.
nobilis oil, under the same conditions.

The results obtained for the essential oils under study reveal a higher phenolic content when compared
to that obtained by [8], which reported for the total phenolic content for hydroalcoholic extracts of the barks
of C. limonia a quantity of 196.05 + 7.67 and 188 + 7.22 mg GAE g"'. And the values obtained in studies of
other plants of the same genus as those of [55] that obtained a quantity of 92.08 + 0.02 mg TAE g™ for extract
of Citrus deliciosa peels and [56] that found for extracts of Citrus x paradisi and Citrus reticulata peels,
respectively, values 162 + 17.36 mg GAE g and 121 + 11.89 mg GAE g'.

Regarding the result obtained for Laurus nobilis, [57] pointed out a lower total phenolic content of 174.1
+11.6 mg GAE g™, for methanic extract of Laurus nobilis. [58] described for Laurus nobilis extracts, obtained
via microwave assisted extraction (MAE), a total phenolic content also lowers with a variation of 30.88 to
53.57 mg GAE g' and [59] with 21.56 mg GAE g™ also obtained via microwave assisted extraction (MAE).

According to [60] and [61], phenolic compounds show high antioxidant activity in vitro, and encompass
polar components. And [62] point out that these compounds act as antioxidants, not only because of their
ability to donate hydrogen atoms or electrons, but also because of their stable intermediate radicals, which
prevent the oxidation of many food ingredients, especially lipids.

It is also described by [63] about the ability that phenolic compounds have to inhibit enzymes active in
the course of the inflammatory process. As well, [39] discusses the action of these compounds as antioxidant
regulators of cells through the absorption of radiation from their synthesis. The total phenolic contents pointed
out in this study can barely be found in the literature, which further emphasizes the importance of this study,
mainly due to its beneficial implications related to human health.

Antioxidant activity

In agreement with Table 4, all essential oils and formulations of nanoemulsions developed by this method
presented significant values, proving an effective action and being classified as active, according to the
criterion established by [64], which establishes that natural products with ECso less than 500 mg L' are
defined as active.

With emphasis on nanoemulsions with formulations NEO 3 L. nobilis and NEO 2 L. nobilis and
nanoemulsion NEO 3 C. limonia and L. nobilis that presented the lowest values for ECso. Thus, it is
understood that in general, the nanoemulsions significantly increased the potential/efficiency of the action of
antioxidant activity, thus proving the existence of an increase in biological potential when worked on
nanoemulsions described in the literature. According to [65], the antioxidant activity of a vegetable compound
is inversely proportional to the values of ECso, in which the lower concentration indicates a greater capacity
of the oil to reduce the hydroxyl radical by 50%.

This study also describes in an unprecedented way an essential oil obtained from a cross-extraction,
which underscores the importance of this work.
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However, there are studies that report the performance of plants of the same species and/or the essential
oils individually of C. limonia and L. nobilis and of the major compounds (limonene, B-pinene), (1.8 cineol,
eugenol), respectively, as antioxidant agents. The literature indicates that species of Citrus genus usually
have a good antioxidant activity, such as [66] that studied the essential oil potential of Citrus medica L. var.
Sacodactylis and the essential oil nanoemulsified by the spontaneous emulsification method, pointing out an
increase in the potential 51.6% for the nanoemulsion and 30.5% of the oil when worked at concentrations of
0.12 mg/mL by DPPH assay.

This study showed higher results in relation to the essential oil of L. nobilis than those presented by [67],
which obtained an antioxidant activity with ICso of 4.749 mg mL™" using the DPPH method, and by [68] who
obtained a ICso of 4.00 mg mL™" for the essential oil of L. nobilis obtained through the steam-dragging method.
Also, according to [60] the action of L. nobilis essential oil obtained an inhibited with ICso of 72.78 ug mL™" by
DPPH assay and a ECs of 14.66 ug mL" by FRAP assay.

According to [69], the antioxidant activity of terpenes presents in essential oils, as well as those obtained
in this study, are related to the presence of conjugated double bonds, which occur through the mechanism
of chain breaking, for the removal of free radicals, which according to [70] are defined as substances capable
of delaying or inhibiting the oxidation of oxidizable substrates, and may act in food or biological systems,
showing that the results presented in this study are promising.

Anti-inflammatory activity

According to Table 5, all bioproducts tested showed anti-inflammatory action, with the EO of L. nobilis
having the lowest ECso, followed by NEO 1 L. nobilis, EO of C. limonia and L. nobilis, and NEO 2 C. limonia
and L. nobilis.

In the literature, it was also not possible to find data regarding the anti-inflammatory activity of the
essential oil related to this type of synergy presented in this study, obtained by cross-extraction of these
species, and their respective nanoemulsions used in these tests. Demonstrating how much this work is
necessary for further studies.

But the use of this type of synergy is shown to be favorable as an anti-inflammatory, because [71]
describe that the synergy of phenolic compounds can exert several anti-inflammatory actions acting in various
ways, while generally drugs have been acting in a specific way.

The anti-inflammatory action pointed out for the species under study was also observed in the study
of [11] using models with in vivo tests in mice, through formalin-induced paw licking and carrageenan-induced
inflammation in the subcutaneous air pouch (SAP) model, presented satisfactory results for the EO of C.
limonia with doses of 100 mg kg™, while [72] also using in vivo test obtained results with doses of 2 mg kg
for essential oil of L. nobilis.

Other nanoemulsions are described in the literature for other plant species, but with lower results,
such as [73] who reported a significant anti-inflammatory action of the nanoemulsion of the essential oil of
the shoots of Araucaria bidiwillii, in the model of carrageenan-induced rat paw edema, in the oral pathways
of 50 and 100 mg kg™'. Using the same in vivo method, [74] presented a study with a dose efficacy of 498 mg
kg™, for a nanoemulsion containing essential oil of Rosmarinus officinalis L.

According to [75] and [76] protein denaturation is related as a cause of the release of pro-inflammatory
mediators from the body for its defense. They induce inflammatory responses that can harm organs and
systems, causing disease or tissue damage. And according to [77], anti-inflammatory drugs are intended to
soften or prevent an inflammatory reaction.

CONCLUSION

The chemical analysis by (GC-MS) quantified limonene as the major of the EO of C. limonia and
isoeugenol as the main compound present in the EO of L. nobilis. The essential oil obtained by extraction of
Citrus limonia Osbeck and Laurus nobilis L., as well as their nanoemulsions, showed unprecedented and
satisfactory results in relation to all in vitro assays applied, such effects may be due to the phenolic
compounds present or to the synergism among the chemical constituents present in the EO's. Thus, justifying
future research of the studied oils and their respective nanoemulsions for proper application due to their high
biotechnological potential, as well as the expansion of the study of new synergies.
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DESTAQUES

¢ Esta pesquisa apresenta pela primeira vez uma extracdo cruzada com duas espécies medicinais.

e O OE de C. limonia identifica o limoneno (40,25%), B-pineno (29,36%) e cimeno (16,33%), e 0 OE
de L. nobilis identifica o isoeugenol (64,36%), mirceno (12,1%), chavicol (10,22%) e linalol (3,6%).

e O OE cruzado de C. limonia e L. nobilis tem um CFT de 252,35 mg EAT g™

¢ A nanoemulsao composta por OE cruzado de C. limonia e L. nobilis, de formulagdo NOE 3, tem
sua atividade antioxidante classificada como muito ativa.

e O OE cruzado de C. limonia e L. nobilis e a suas nhanoemulsées apresentam notavél acao anti-

inflamatoria.

Resumo: Este estudo objetivou avaliar a atividade quimica e biolégica das nanoemulsdes bioativas (O/A)
incorporadas com o 6leo essencial obtido por extracao cruzada de Citrus limonia e Laurus nobilis. Os OE’s
foram extraidos por hidrodestilagdo. Os constituintes quimicos do OE de C. limonia e do OE de L. nobilis
foram identificados através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A
determinagao dos compostos fendlicos totais do OE foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e expresso
em equivalente de acido tanico. As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de baixa energia de
inversao de fases. A atividade antioxidante foi realizada pelo método de descoloragao de radicais hidroxila.
A acao anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturagao proteica de albumina. O conteudo fendlico
total foi de 252,35 mg EAT g para o OE de C. limonia e L. nobilis. O OE obtido por cruzamento e suas
nanoemulsées (NOE 1, NOE 2 e NOE 3) apresentaram, respectivamente, no ensaio da atividade
antioxidante uma CEso de 85,20 mg L', CEso de 77,23 mg L™, CEso de 88,13 mg L™, CEso de 45,30 mg L™,
e potencial anti-inflamatorio, com CEso de 161,84 mg L', CEso de 220,07 mg L', CEso de 186,85 mg L' e
CEsode 252,67 mg L™, respectivamente. Comprovou-se agao antioxidante e anti-inflamatoria do OE obtido
por cruzamento das espécies estudadas e um aumento do seu potencial quando incorporados a
nanoemulsdes. Trazendo resultados expressivos e inéditos, sendo sua aplicagao apreciada e estudos mais
profundos incentivados em virtude do seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Citrus, Laurus, Oleo essencial, Nanoemuls3do, Fendis.
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INTRODUGAO

As plantas medicinais expressam sua individualidade quimica através da produgdo de metabdlitos
secundarios, que estdo diretamente ligados as suas defesas e desenvolvimento [1]. Elas possuem
substancias que sao utilizadas desde a antiguidade como forma de tratamento, e quando se fala em algumas
etnias e culturas isoladas chega a ser o0 Unico recurso para os cuidados da saude no tratamento de uma
série de doencgas e vém sendo estudadas dentro da farmacologia, principalmente na producéo de farmacos
[2, 3, 4, 5].

Dentre os bioprodutos obtidos de plantas medicinais, destacam-se os 6leos essenciais sendo misturas
complexas volateis ou etéreos presentes nas plantas, encontrados nos 6rgaos das plantas, produzidos
normalmente por células secretoras ou grupos de células. Podem apresentar composicao quimica e odores
distintos quando obtidos de diferentes partes de um mesmo vegetal, assim como sofrer alteragdes em seus
constituintes devido as diferengas das condigdes e parametros climaticos, ambientais e fatores agronémicos
em que se encontram sofrendo influéncia em sua qualidade [6, 7].

Através do pressuposto para selegcado das espécies a ser investigado, este estudo buscou na literatura
plantas medicinais com diferentes composi¢des quimicas que ainda ndo havia estudos relatados para
sinergias de atividade biolégica, bem como agéo de formulagdes a partir de seus 6leos essenciais. Como
resultado foram selecionadas as espécies Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L.

Citrus limonia Osbeck popularmente conhecido como lim&o rosa ou limao-cravo, € um fruto do género
Citrus, um hibrido originario da india que se adaptou as variadas condigdes climaticas do Brasil [8]. Suas
folhas e suco sao utilizadas no combate a resfriados e corizas através de infusdes, e possui atividades
bioldgicas conhecidas para essa espécie como: antibacteriana e larvicida que tem como composto
majoritario o limoneno [9, 10]. Estudos apontam que os 6leos essenciais do pericarpo de frutas citricas
apresentam potencial para tratamento de diversas condigdes patoldgicas [11].

Laurus nobilis L. que é uma planta pertencente a familia Lauraceae, nativo da Europa e amplamente
utilizado na culinaria e medicina popular [12], tem suas folhas ricas em compostos terpénicos como cineol,
linalool e eugenol, com diversas atividades biolégicas, dentre elas tém-se atividade anticancerigena,
antimicrobiana, herbicida e inseticida, antioxidante, anti-inflamatéria, antidiabética, cicatrizante, moluscicida
e neuroprotetoras [13, 14, 15]. Tém relatos que as folhas e frutos de Laurus nobilis L. possuem aromas
estimulantes e propriedade narcéticas [16].

Os compostos presentes em ambas as plantas apresentadas nesse estudo podem promover agdes
biolégicas, sendo capazes de interagir em diferentes moléculas-alvo [17]. Com isto, torna-se necessario a
busca por alternativas ao tratamento aliado no surgimento de doengas e infecgdes em conjunto com o
aumento de resisténcia das ja existentes, resisténcia essa que pode vir a ocorrer por diferentes mecanismos
sendo uma delas devido ao uso exacerbado de medicamentos e tratamentos convencionais [18, 19, 20].

Estudos apontam um aumento no potencial da agdo de bioativos naturais hidrofébicos quando
trabalhado com nanoemulsdes [21, 22] e apresentam vantagens tais como: protecdo contra degradagéo
quimica, solubilidade em agua e liberagéo controlada evitando a perda de controle devido evaporagao dos
6leos essenciais, diminuicdo do tamanho das particulas, impulsiona o potencial bioativo dos odleos
essenciais, diminuindo consideravelmente a concentragao para agao bioldgica [23, 24].

As nanoemulsbes sio sistemas de dispersao coloidal termodinamicamente estavel em que dois liquidos
imisciveis sao misturados para formar uma Unica fase por meio de um surfactante apropriado e sao veiculos
importantes para a distribuicdo de compostos bioativos [25, 21], unindo o conceito de produtos naturais a
sistema tecnoldgico [23].

Ainda nao se tem relatos sobre trabalhos com foco na acgao biolégica de dleos essenciais obtidos por
extragao cruzada de Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L. Diante do exposto, o estudo visou avaliar de
forma inédita a agéo antioxidante e anti-inflamatéria da nanoemulsédo do 6leo essencial cruzado de Citrus
limonia Osbeck e Laurus nobilis L.

MATERIAL E METODOS

Obtengao do material vegetal

As amostras das cascas de Citrus limonia Osbeck e folhas de Laurus nobilis L. utilizados nesta pesquisa
foram adquiridos no periodo de agosto de 2021. Foram coletadas cascas de Citrus limonia Osbeck e folhas
de Laurus nobilis L. no municipio de S&o Luis - MA. Apoés a coleta, as espécies vegetais foram transportadas
para o Laboratério de Pesquisa e Aplicagéo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde foram pesadas,
trituradas e armazenadas para a extragdo do 6leo essencial.
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Extragao do dleo essencial

Para extragéo do 6leo essencial, foi aplicada a técnica de hidrodestilagdo com um extrator de Clevenger
de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em manta elétrica como fonte geradora de
calor. Foram utilizadas 50g de cada um dos dois materiais vegetais ao mesmo balao de fundo redondo,
adicionando-se agua destilada na proporgéo de (1:8). A hidrodestilagao foi conduzida a 100°C por 3h e logo
apos recolheu-se o 6leo essencial extraido. O 6leo essencial foi seco por percolagdo com sulfato de sodio
anidro (Na;S0Os) e centrifugado. Essas operagbes foram realizadas em triplicatas e as amostras
armazenadas em vials de vidro ambar sob refrigeracado de 4°C. Posteriormente submetidos as analises. As
espécies utilizadas também foram extraidas individualmente e submetidas a todas as mesmas analises e
processos do 6leo essencial obtido por processo cruzado.

Constituintes quimicos

Os constituintes dos o6leos essenciais foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 pL de diclorometano (pureza
99,9%).

As condi¢gbes de analise foram as seguintes: Método: Adams. M; Volume injetado: 0,3 uL; Coluna :
Capilar HP-5MS (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano) (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), nas
dimensdes (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); Gas de arraste : He (99,9995); 1,0 mL.min""; Injetor: 280°C, modo
Split (1:10); Forno: 40°C (5,0 min.) até 240°C numa taxa de 4°C min-!, de 240°C até 300°C (7,5 min) numa
taxa de 8°C.min"; tT= 60,0 min; Detector: EM; El (70 eV); Modo varredura (0,5 seg scan™'); Faixa de massas:
40-500 daltons (uma); Linha transferéncia: 280 °C; Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min; Espectrometro de
massas tipo quadrupolo linear. Para a identificagdo dos compostos na amostra utilizou-se o programa
AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass & Identification System).

Determinacao Espectrofotométrica de Fendlicos totais

A determinagcdo dos compostos fendlicos totais do dleo essencial foi realizada com adaptacido do
método de Folin-Ciocalteu [26]. Utilizou-se 5 mg do 6leo essencial diluido em 1 mL de etanol. A esta solugao
foram adicionados 7 mL de agua destilada, 800 pL do reagente Folin-Ciocalteu (10% v/v) e 2,0 mL de
carbonato de sddio (Na>COs, 20% m/v). Apés duas horas foi realizada a leitura em espectrofotémetro UV-
VIS em comprimento de 760 nm. A curva padréo foi expressa em mg L' de &cido tanico.

Preparo das nanoemulsdes por método de inversao de fases

O preparo das nanoemulsées foi realizado de acordo com as metodologias adaptadas descritas por [27,
28, 29, 30]. As nanoemulsdes 6leo-em-agua foram formuladas com o 6leo essencial (5%v/v), surfactante
nao iénico (Tween 20, 5%,10% e 15% v/v) e agua. As quantidades necessarias de cada constituinte da fase
oleosa (6leo+Tween20) foram aquecidas a 65 + 5 °C. A fase aquosa foi aquecida separadamente a 65 +
5 °C, proporcionando uma formulagao primaria, pelo método de inversao de fases.

A homogeneizacao final foi conseguida utilizando um agitador magnético, no qual a formulagao
permaneceu em agitacao constante a 6000 rpm, até atingir a redug¢ado da temperatura para 25 °C + 2 °C. As
nanoemulsdes obtidas foram levadas ao banho ultrassdnico a temperatura de 60 °C por 380s.

Para comprovar a estabilidade, a nanoemulsao formulada foi submetida a diferentes testes de estresse
[31]. Ciclo de aquecimento-resfriamento: foi realizado mantendo a nanoemulsao formulada a 40 e 4 °C,
alternando cada temperatura por 48 h. O ciclo foi repetido trés vezes. Estresse de congelamento-
descongelamento: hanoemulsao alternativamente a -21 e 25 ° C por 48 h em cada temperatura. O ciclo foi
repetido trés vezes. As formulagdes que passaram nos testes de estresse termodinamico foram levadas as
analises posteriores.

Atividade antioxidante por descoloracao de radicais hidroxila

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de eliminagao de radicais hidroxila do
acido salicilico de acordo com os métodos descritos por [32, 33].

As nanoemulsdes e os Oleos essenciais em diferentes concentragbes de 10-100 mg L' foram
dissolvidos em agua destilada e DMSO 0,2%, respectivamente. Foram adicionadas a essas concentragdes
1 mL de acido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato ferroso (9 mM) e 1 mL de perdxido de hidrogénio (9 mM).
Utilizou-se como padrao positivo acido ascorbico. A mistura reacional foi incubada a 37 °C durante 60 min
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em banho-maria; apés a incubagdo, a absorbancia das misturas foi medida a 510 nm usando um
espectrofotdmetro UV/VIS e a CEsg calculada.

Atividade anti-inflamatéria por desnaturacao proteica de albumina

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturacéo proteica [34]. A mistura reacional
(4 mL) consistiu em 2 mL de diferentes concentra¢des do 6leo essencial e das nanoemulsdes (100-500 mg
L") e 2 mL de uma solugéo a 10% de albumina diluida em PBS e incubado a (37+1) °C por 15 minutos.

A desnaturacgdo foi induzida mantendo a mistura de reagcdo a 60°C em um banho-maria de agua por 10
minutos. Apds o resfriamento, a absorbancia foi medida em 660 nm. A inibicdo da desnaturagéao proteica foi
expressa em percentual e a Concentragao Eficiente 50% (CEso/ICso) capaz de inibir 50% da desnaturagéo
foi expressa em mg L.

RESULTADOS

Constituintes quimicos

De acordo com os resultados obtidos, a Tabela 1 apresenta os compostos identificados no 6leo
essencial extraido das cascas de Citrus limonia Osbeck e na Tabela 2 os compostos identificados no éleo
essencial extraido das folhas de Laurus nobilis L. Como pode ser visualizado na Tabela 1, 9 componentes
foram identificados na amostra do OE de Citrus limonia, com predominancia da classe dos monoterpenos,
sendo o constituinte majoritario do 6leo essencial o limoneno com 40,25% da composigao, seguido pelo 3-
pineno (29,36%) e cimeno (16,33%).

Table 1. Composicao quimica do 6leo essencial de Citrus limonia Osbeck.

Tempo de retencao

(min) Componente %Teor Classe
3,54 a-pineno 4,52 Monoterpeno
4,09 B-pineno 29,36 Monoterpeno
4,21 Mirceno 0,55 Monoterpeno
4,69 Limoneno 40,25 Monoterpeno
4,71 Cimeno 16,33 Monoterpeno
5,90 Linalol 0,94 Monoterpeno
7,90 Citral 0,89 Monoterpeno
10,46 a-bergamoteno 3,66 Sesquiterpeno
11,40 B-bisaboleno 3,50 Sesquiterpeno

Fonte: Autores (2021).

Como pode ser observado na Tabela 2, foram identificados 12 componentes na amostra, com o
constituinte majoritéario do OE sendo o isoeugenol com 64,36%, seguido por mirceno (12,1%), chavicol
(10,22%) e linalol (3,6%).

Table 2. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Laurus nobilis L.

Tempo de retencao

(min) Componente %Teor Classe
5,89 Data a-pineno 0,39 Monoterpeno
7,55 Mirceno 12,1 Monoterpeno
8,71 p-cimeno 1,15 Monoterpeno
8,81 Limoneno 3.1 Monoterpeno
9,03 Eucaliptol 0,63 Monoterpeno
9,50 B-ocimeno 0,3 Monoterpeno
11,50 Linalol 3,6 Monoterpeno
14,91 Terpinen-4-ol 0,99 Monoterpeno
15,51 a-Terpineol 0,71 Monoterpeno
18,44 Chavicol 10,22 Fenilpropandide
23,22 Isoeugenol 64,36 Fenilpropandide
25,69 Cariofileno 2,45 Sesquiterpeno
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Fonte: Autores (2021).

Conteudo fendlico total (CTF)

Os resultados do teor de fendlicos dos 6leos essenciais referente as espécies de C. limonia e L. nobilis,
assim como seus bioprodutos obtidos por sua extragao cruzada sao apresentadas na Tabela 3. O contetudo
fenolico (CFT) foi expresso em equivalente de acido tanico (mg EAT g de material vegetal) em que se
obteve uma equacao da reta y= 0,0586x + 0,600 com R? = 0,9998, onde y esta representando a absorbancia
€ X a concentragao equivalente de acido tanico.

Table 3. Conteudo fendlico total do 6leo essencial de C. limonia e L. nobilis

Oleo Essencial CFT (mg EAT g*) Equagéo Linear R?
C. limonia e L. nobilis 252,35
C. limonia 306,47 y = 0,0586x + 0,0600 0,9998
L. nobilis 221,79

Fonte: Autores (2021).

Atividade antioxidante

A Tabela 4 mostra os resultados relacionados a capacidade antioxidante dos O6leos essenciais e
nanoemulsdes estaveis de C. limonia e L. nobilis, assim como dos bioprodutos obtido por sua extragao
cruzada referente a Concentragdo Eficiente 50% (CEso) em mg L™, a partir do método de descoloragdo de
radicais hidroxilas.

Table 4. Concentracgéo Eficiente 50% (CEso/ICs0) para atividade antioxidante do éleo essencial e nanoemulsdes de C.
limonia e L. nobilis.

Identificagdo Equacéo Linear CEso (mg L) R?
OE C. limonia e L. nobilis y =217,17x — 369,23 85,20 0,9983
OE C. limonia y =115,72x - 171,79 59,44 0,9941
OE L. nobilis y =74,376x — 87,373 70,31 0,9969
NOE 1 C. limonia y =129,53x — 187,87 68,61 0,9945
NOE 2 C. limonia y =93,037x — 113,42 57,08 0,9984
NOE 3 C. limonia y =50,293x — 36,601 52,71 0,9955
NOE 1 L. nobilis y =59,161x — 51,578 52,12 0,9815
NOE 2 L. nobilis y =18,977x + 22,12 29,45 0,9985
NOE 3 L. nobilis y = 17,414x + 30,337 13,46 0,9969
NOE 1 C. limonia e L. nobilis y = 96,165x — 131,54 77,23 0,9977
NOE 2 C. limonia e L. nobilis y =52,525x — 52,168 88,13 0,9998
NOE 3 C. limonia e L. nobilis y =40,315x — 16,765 45,30 0,9984

Fonte: Autores (2021). Nota: OE— Oleo essencial; NOE— Nanoemulsao estavel do éleo essencial formulada por
inverséo de fases; 1 — Nanoemulsao composicéo 5% 6leo essencial, 5% Tween 20 e 90,0% de H20; 2 —
Nanoemulsdo composicéo 5% dleo essencial, 10% Tween 20 e 85% de H20; 3 — Nanoemulsdo composi¢ao 5% o6leo
essencial, 15% Tween 20 e 80% de H20.

Atividade anti-inflamatoria

A Tabela 5 mostra os resultados relacionados a capacidade de agédo anti-inflamatéria dos o6leos
essenciais e nanoemulsdes estaveis de C. limonia e L. nobilis, assim como dos bioprodutos obtido por sua
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extragdo cruzada referente a Concentragado Eficiente 50% (CEso) em mg L', a partir do método de
desnaturacgao proteica de albumina.

Table 5. Concentracao Eficiente 50% (CEso/ICso0) do 6leo essencial e nanoemulsbées de C. limonia e L. nobilis para
acao anti-inflamatoria.

Identificagdo CEs/ICs0 (mg L) Equacao Linear R?
OE C. limonia e L. nobilis 161,84 y =128,08x — 232,94 0,9987
OE C. limonia 431,16 y = 54,883x — 94,597 0,9933
OE L. nobilis 150,49 y =91,481x — 149,2 0,9971
NOE 1 C. limonia 305,98 y =59,091x — 96,882 0,9997
NOE 2 C. limonia 187,50 y = 58,156x — 82,189 0,9844
NOE 3 C. limonia 279,67 y =99,397x — 193,19 0,9839
NOE 1 L. nobilis 153,02 y =41,908x — 41,558 0,9904
NOE 2 L. nobilis 258,39 y =137,563x — 281,76 0,9975
NOE 3 L. nobilis 374,29 y = 35,019x — 40,111 0,9999
NOE 1 C. limonia e L. nobilis 220,07 y = 128,85x — 251,84 0,9976
NOE 2 C. limonia e L. nobilis 186,85 y =114,37x — 209,79 0,9888
NOE 3 C. limonia e L. nobilis 252,67 y =171,18x — 361,7 0,9917

Fonte: Autores (2021). Nota: OE— Oleo essencial; NOE— Nanoemuls&o estavel do éleo essencial formulada por
inverséo de fases; 1 — Nanoemulsao composi¢éo 5% 6leo essencial, 5% Tween 20 e 90,0% de H20; 2 —
Nanoemulsdo composi¢ao 5% 6leo essencial, 10% Tween 20 e 85% de H20; 3 — Nanoemulsdo composi¢ao 5% o6leo
essencial, 15% Tween 20 e 80% de H20.

DISCUSSAO

Constituintes quimicos

A composigado quimica do OE das cascas de C. limonia foi semelhante a outras espécies de Citrus,
como C. aurantifolia e C. limon descritas na literatura anteriormente por [35]. E o percentual de limoneno
esta dentro do valor esperado para espécies citricas que podem atingir de 30 a 80% da composigao total
[36,11].

Resultados préximos sao relatados por [37], que identificou 18 compostos e observou a presenga de
limoneno em 40,0% da composig¢ao do 6leo das folhas de C. limonia coletadas na regido de Rio Verde-GO,
e por [10], que também encontrou 18 constituintes quimicos, tendo como majoritarios o limoneno, -pineno
e 0 m-cimeno, encontrando uma porcentagem de 44,75% de limoneno para amostras de 6leo das cascas
de C. limonia obtidas no municipio de Sao José de Ribamar-MA, ambas caracterizagbes quimicas realizadas
através da analise cromatografica gasosa acoplada a espectrometria de massa.

No entanto, resultados divergentes para a espécie citrica estudada referente as quantidades de
limoneno também s&o observados em estudos anteriores de diferentes lugares, como os apontados por:
[9,11, 35, 38] que apresentaram, respectivamente, uma porcentagem de 33,67%, 65,7%, 65,69% e 82% do
composto limoneno. A variabilidade na composicdo quimica dos oleos essenciais, assim como seus
quantitativos, pode ser devido a influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos a que a planta esta sujeita,
bem como a sua sazonalidade e idade [39, 40, 41].

As substancias identificadas na CG-EM do 6leo essencial estudado, o limoneno, B-pineno e linalol sdo
descritos na literatura por possuirem das mais variadas atividades biologicas [42, 43, 44]. E [45], assim como
[46] relataram sobre os efeitos de sinergismo e/ou antagonismo de constituintes quimicos, ainda que em
porcentagens minoritarias nos dleos essenciais, e apontam o aumento das atividades biolégicas partirem de
interacdes sinérgicas entre os mais diversos componentes de uma planta ou combinagdes entre elas.

Os componentes identificados no OE das folhas de L. nobilis nesse estudo estdo de acordo com os
destacados por [47], que identificaram 26 componentes quimicos ao analisarem o 6leo essencial de L.
nobilis, tendo também como principal o isoeugenol (53,5%), seguido por mirceno (16,6%) e chavicol (10,2%),
e diferem dos apresentados por [48] em que os resultados mostraram como principais constituintes para o
OE obtido das folhas de Laurus nobilis o 1,8-cineol (41,1%), sabineno (6,96%), a-pineno (5,94%), epdxido
de humuleno 1l (5,73%) e a-terpinil acetato (5,72%). As diferengas na composigao do éleo essencial neste
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estudo e nas demais literaturas, podem ser devidas a uma série de fatores que envolve desde o método de
processamento e extracao dos Oleos até as caracteristicas do solo, entre outros.

A influéncia da localizagédo geografica e da parte da planta utilizada para obtengao do 6leo podem ser
comprovados pelos estudos realizados por [16], onde analisaram o OE extraido das folhas e frutos de L.
nobilis, coletados de arvores cultivadas no campus da Universidade da Jordania, e obtiveram diferengas nos
quantitativos e constituintes quimicos. Resultando na identificagdo de 37 compostos para o OE das folhas,
sendo o 1,8-cineol (36,8%), a-terpinil acetato (14,6%) e terpinen-4-ol (6,4%) os principais componentes,
enquanto os frutos continham 45 substancias, com 29,8% de 1,8-cineol, 6,2% de B-elemeno, 5,6% de a-
terpinil acetato e 1,5% de y-terpineol, sendo os majoritarios. E [49] identificou no OE obtido dos galhos de
L. nobilis, cultivado na Bulgaria, 37 constituintes volateis sendo 1,8-cineol (48,5%), a-terpinil acetato (13,1%)
e metil eugenol (6,6%) os mais abundantes.

A analise cromatogréfica nesse estudo nao identificou o eugenol, composto constantemente encontrado
nesse vegetal, mas tem o seu isbmero (isoeugenol) como majoritario, que também é um composto fendlico
com varias propriedades biolégicas, como apontam [50, 51]. E embora os compostos majoritarios possam
variar, a literatura mostra que o OE dessa espécie se constitui de monoterpenos, sesquiterpenos e de
fenilpropandides [52, 53, 54], corroborando com os resultados obtidos.

Conteudo fendlico total (CTF)

Consonante a Tabela 3, os 6leos utilizados nesse estudo apresentaram um quantitativo importante de
compostos fendlicos, se atentando para o teor apresentado no 6leo extraido a partir das duas espécies que
foi de 252,35 mg EAT g, notando-se um elevado aumento em seu quantitativo se comparado ao teor
fendlico apresentado pelo 6leo de L. nobilis, sob as mesmas condigdes.

Os resultados obtidos para os 6leos essenciais em estudo revelam um superior teor de fendlicos,
quando comparado ao obtido por [8], que relatam para o teor total de fendlicos para extratos hidroalcodlicos
das cascas de C. limonia um quantitativo de 196,05 + 7,67 e 188 + 7,22 mg EAG g™'. E aos valores obtidos
em estudos de outras plantas do mesmo género como aos de [55] que obtiveram um quantitativo de 92,08
+ 0,02 mg EAT g para extrato das cascas de Citrus deliciosa e [56] que encontraram para extratos das
cascas de Citrus x paradisi e Citrus reticulata, respectivamente, valores de 162 + 17,36 mg EAG g e 121
11,89 mg EAG g.

Com relagao ao resultado obtido para Laurus nobilis, [57] apontaram um conteudo total de fendlicos
menor em 174,1 = 11,6 mg EAG g, para extrato metanoico de Laurus nobilis. [58] descreveram para
extratos de Laurus nobilis, obtidos via extracao assistida por microondas (EAM), um conteudo fendlico total
também inferior com variagéo de 30,88 a 53,57 mg EAG g e [59] com 21,56 mg EAG g obtidos também
via extragdo assistida por microondas (EAM).

Segundo [60] e [61], os compostos fendlicos apresentam uma alta atividade antioxidante in vitro, e
englobam componentes polares. E [62] apontam que esses compostos atuam como antioxidantes, ndo
apenas por sua capacidade de doar atomos de hidrogénio ou elétrons, mas também por causa de seus
radicais intermedidarios estaveis, que impedem a oxidacdo de muitos ingredientes alimentares,
especialmente lipidios.

Também é descrito por [63] sobre a capacidade que os compostos fendlicos tém de inibir enzimas ativas
no decorrer do processo inflamatério. Assim como, [39] discorre sobre a atuagdo desses compostos como
reguladores antioxidantes de células através da absor¢ao de radiacado a partir de sua sintetizagdo. Os
conteudos fendlicos totais apontados nesse estudo encontram-se pouco divulgado na literatura, o que
ressalta ainda mais a importancia deste estudo, principalmente devido as suas implicagdes benéficas
relacionadas a saude humana.

Atividade antioxidante

Em concordancia com a Tabela 4, todos os 6leos essenciais e formulagbes de nanoemulsdes
desenvolvidas por esse método apresentaram valores significativos, comprovando uma agao efetiva e sendo
classificados como ativos, segundo o critério estabelecido por [64], que estabelece que produtos naturais
com CEso menor que 500 mg L' s&o definidos como ativos.

Com énfase para as nanoemulsdes com formulagdes NOE 3 L. nobilis e NOE 2 L. nobilis € a
nanoemulsdo NOE 3 C. limonia e L. nobilis que apresentaram os menores valores para CEso. Entendendo-
se assim, que no geral as nanoemulsées aumentaram significativamente o potencial/eficiéncia da agao da
atividade antioxidante, comprovando assim, a existéncia de um aumento do potencial biolégico quando
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trabalhados em nanoemulsdes descritos nas literaturas. De acordo com [65], a atividade antioxidante de um
composto vegetal € inversamente proporcional aos valores de CEso, em que a menor concentragéo indica
uma maior capacidade do 6leo em reduzir o radical hidroxila em 50%.

Este estudo também descreve de forma inédita um 6leo essencial obtido de uma extracao cruzada, o
que ressalta a importancia deste trabalho.

Entretanto, existem estudos que relatam o desempenho de plantas das mesmas espécies e/ou dos
Oleos essenciais individualmente de C. limonia e de L. nobilis e dos compostos majoritarios (limoneno, (3-
pineno), (1,8 cineol, eugenol), respectivamente, como agentes antioxidantes. A literatura aponta que
espécies de género Citrus costumam possuir uma boa atividade antioxidante, como [66] que estudaram o
potencial do 6leo essencial de Citrus medica L. var. Sacodactylis e do 6leo essencial nanoemulsificado pelo
método de emulsificacdo espontanea, apontando um aumento do potencial 51,6% para a nanoemulsio e
30,5% do 6leo quando trabalhados em concentragées de 0,12 mg/mL por ensaio DPPH.

Esse estudo apresentou resultados superiores em relagdo ao oleo essencial de L. nobilis do que os
apresentados por [67], que obtiveram uma atividade antioxidante com Clso de 4,749 mg mL™" utilizando o
método de DPPH, e por [68] que obtiveram uma Clso de 4,00 mg mL™" para o 6leo essencial de L. nobilis
obtido através do método de arraste a vapor. Ainda segundo [60], a agao do 6leo essencial de L. nobilis
obteve uma inibigdo com Clso de 72,78 ug mL" pelo ensaio DPPH e uma CEsy de 14,66 ug mL" pelo ensaio
FRAP.

Segundo [69], a atividade antioxidante dos terpenos presentes em 6leos essenciais, assim como nos
obtidos neste estudo estdo relacionadas a presenca de ligagdes duplas conjugadas, que ocorrem através
do mecanismo de quebra de cadeia, para a remogao de radicais livres, que de acordo com [70] sdo definidos
como substancias capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis, podendo atuar em
alimentos ou sistemas biolégicos, mostrando-se que os resultados apresentados neste estudo séo
promissores.

Atividade anti-inflamatoéria

Conforme a Tabela 5, todos os bioprodutos testados apresentaram acgao anti-inflamatéria, sendo o OE
de L. nobilis com a menor CEso, seguido por NOE 1 L. nobilis, OE de C. limonia e L. nobilis e NOE 2 C.
limonia e L. nobilis.

Na literatura também nao foi possivel encontrar dados quanto a atividade anti-inflamatéria do éleo
essencial referente a esse tipo de sinergia apresentada neste estudo, obtido por extragdo cruzada dessas
espécies, e de suas respectivas nanoemulsdes utilizados nesses testes. Demonstrando o quanto se faz
necessario esse trabalho para posteriores estudos.

Mas, o uso desse tipo de sinergia se mostra favoravel como anti-inflamatdério, pois [71] descrevem
que a sinergia de compostos fendlicos pode exercer diversas agdes anti-inflamatérias atuando de varias
formas, enquanto geralmente farmacos vém atuando de maneira especifica.

A acéo anti-inflamatéria apontada para as espécies em estudo também foi observada no estudo de
[11] utilizando modelos com ensaios in vivo em camundongos, através da lambedura de pata induzida por
formalina e inflamagéao induzida por carragenina no modelo de bolsa de ar subcutédneo (BAS), apresentaram
resultados satisfatorios para o OE de C. limonia com doses de 100 mg kg™, enquanto [72] também utilizando
teste in vivo obtiveram resultados com doses de 2 mg kg™ para 6leo essencial de L. nobilis.

Outras nanoemulsdes sdo descritas na literatura para outras espécies vegetais, porém com
resultados inferiores, a exemplo [73] que relataram uma agéao anti-inflamataéria significativa da nanoemulsao
do dleo essencial dos brotos de Araucaria bidiwillii, no modelo de edema de pata de rato induzido por
carragenina, nas vias orais de 50 e 100 mg kg™'. Utilizando o mesmo método in vivo, [74] apresentaram um
estudo com uma eficacia em dose de 498 mg kg™, para uma nanoemulsdo contendo 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L.

Segundo [75] e [76] a desnaturacdo de proteinas esta relacionada como causa da liberagdao de
mediadores pré-inflamatérios do organismo para sua defesa. Eles induzem respostas inflamatérias que
podem prejudicar érgéos e sistemas, causando doengas ou danos aos tecidos. E de acordo com [77], os
anti-inflamatorios tém o intuito de amenizar ou impedir uma reagéo inflamatoria.

CONCLUSAO

Por fim, a analise quimica por (CG-EM) quantificou o limoneno como majoritario do OE de C. limonia e
o isoeugenol como principal composto presente no OE de L. nobilis. O éleo essencial obtido por extragéo
de Citrus limonia Osbeck (Lim&o-cravo) / Laurus nobilis L. (Louro), assim como suas nanoemulsdes,
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apresentaram resultados inéditos e satisfatorios frente a todos os ensaios in vitro aplicados, tais efeitos
podem ser devido aos compostos fendlicos presentes ou ao sinergismo entre os constituintes quimicos
presentes nos OFE’s. Justificando assim, pesquisas futuras dos dleos estudados e de suas respectivas
nanoemulsdes para aplicacdo adequada devido ao seu alto potencial biotecnoldgico, assim como a
ampliagdo do estudo de novas sinergias.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Por fim, através dos resultados obtidos, foi possivel observar o perfil quimico do
oleo essencial de Citrus limonia e de Laurus nobilis que possuem componentes com
diversas propriedades farmacoldgicas promissores para a saude. O 6leo essencial
obtido por extragao cruzada, assim como sua nanoemulsdo apresentaram de forma
inédita propriedades significativas para as agbes antioxidante e anti-inflamatéria. Com
isto, o0 uso do d6leo e principalmente das nanoemulsdes, pode ser utilizado como
mecanismo para melhor distribuicdo e durabilidade, além do potencial quimico e

bioldgico, sendo incentivados.
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