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RESUMO

A sensibilidade dos 6leos essenciais aos fatores ambientais e sua baixa solubilidade aquosa tem limitado suas
aplicagGes, tornando-os interessantes materiais para insercdo de nanotecnologia. Nesta pesquisa foi
desenvolvido um nanossistema polimérico bicamada de liberagdo controlada baseado no carreamento do
dleo essencial da espécie P. nigrum. Poli-e-caprolactona (PCL) e gelatina foram usados como carreadores. As
técnicas de caracterizacdo usadas foram Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizacdo por Chamas (CG/DIC), Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM), Microscopia de Forca Atbmica (AFM), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), Espectroscopia no Infravermelho associada a Microscopia de Forca Atomica (AFM-IR) e
Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel (UV-vis). O dleo essencial apresentou o constituinte f-cariofileno
(35%) como composto majoritario, seguido por silvestreno (14.17%) e sabineno (14.96%). As nanoparticulas
contendo dleo essencial encapsulado apresentaram didmetro médio de (290 + 30) nm com PDI de (0,23 +
0,03), potencial zeta (-45% 3) mV e morfologia esférica. A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) foi (98 + 2) %. A
estabilidade dos sistemas encapsulados foi avaliada por meio da EE, condutividade elétrica, turbidez, pH e
propriedades organolépticas apds a adicdo de conservantes especificos, dentre os quais destaca-se a mistura
dos conservantes fenoxietanol/isotialzoni-3-ona (sistema NPNE), que garantiram estabilidade aproximada de
120 e 210 dias nos testes de manipulacdo constante e prateleira, respectivamente. No estudo de
fotoestabilidade, os carreadores favoreceram a protecdo prolongada do éleo essencial até aproximadamente
168 h em relacdo ao dleo in natura, que degradou apds 6 h de exposicdo a radiacdo ultravioleta. O sistema
polimérico desenvolvido, além de proteger o éleo essencial apresentou caracteristica de liberagdo controlada
em pH acido, neutro e basico. As curvas de liberagao evidenciaram o mecanismo de liberagdo pulsada,

inerente ao design das bicamadas poliméricas das nanoparticulas.

Palavras-chave: Oleos Essenciais. Encapsulagdo. Nanoparticulas Bicamadas. Polimeros Biodegradaveis.

Estabilidade. Liberagdao Controlada.
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ABSTRACT

The sensitivity of essential oils to environmental factors and their low aqueous solubility has limited their
applications, making them interesting materials for nanotechnology insertion. In this research, a controlled-
release bilayer polymeric nanosystem was developed to encapsulate the essential oil from P. nigrum. Poly-
e-caprolactone (PCL) and gelatin were used as carriers. The applied characterization techniques were
Dynamic Light Scattering (DLS), Gas Chromatography/Flame lonization Detector (CG/DIC), Gas
Chromatography/Mass Spectrometry (CG/EM), Atomic Force Microscopy (AFM), Infrared-transform Fourier
Spectroscopy Infrared (FTIR), Infrared Spectroscopy/Atomic Force Microscopy (AFM-IR) and Ultraviolet-
visible Spectroscopy (UV-vis). The essential oil presented R-caryophyllene (35%) as the major compound,
followed by sylvestrene (14.17%) and sabinene (14.96%). The nanoparticles containing encapsulated
essential oil presented average diameter of (290 + 30) nm with PDI of (0.23 + 0.03), zeta potential (-45 * 3)
mV and spherical morphology. The Encapsulation Efficiency (EE) was (98 * 2) %. The stability of the
encapsulated systems was evaluated by EE, electrical conductivity, turbidity, pH and organoleptic properties
after the addition of specific preservatives, among which the mixture of phenoxyethanol/isotialzoni-3-one
(NPNE system) resulted in enhanced stability of approximately 120 and 210 days in constant handling and
shelf life tests, respectively. In the photostability evaluation, the carriers favored the prolonged protection
of the essential oil up to approximately 168 h when compared to the essential oil in natura, which degraded
after 6 h of exposure to ultraviolet radiation. The developed polymeric system, in addition to protecting the
essential oil, presented similar controlled release in acidic, neutral or basic pH. The release curves showed

the pulsatile release mechanism inherent to the design of the polymeric bilayers of nanoparticles.

Keywords: Essential Oils. Encapsulation. Bilayered Nanoparticles. Biodegradable Polymers. Stability.

Controlled Release.
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1 INTRODUCAO

A inser¢do de nanotecnologia em produtos naturais tem ganhado destaque em diversas
pesquisas pois vem resultando em produtos alternativos eficazes para diversos propdsitos (CARPENA
et al., 2021; MAES; BOUQUILLON; FAUCONNIER, 2019). Nesse contexto, a técnica de encapsulacdo de
principios ativos tornou-se uma ferramenta para melhorar as propriedades de biomoléculas com baixa
estabilidade quando expostas ao ambiente (DUTTA; DAS, 2021). A liberagdo controlada representa o
principio basico desses sistemas encapsulados, permitindo que a substancia ativa seja liberada de
forma modulada e com acdo especifica, utilizando-se menores concentracdes e reaplicacbes, a
depender o tempo e do perfil de liberacdo dessas substancias (CAMPELO et al., 2017).

O uso exacerbado de produtos sintéticos com toxicidade para o controle de pragas e
doencgas é intensivo no Brasil (SILVA et al., 2011). Alternativamente, os 6leos essenciais in natura vém
sendo amplamente utilizados como alternativa para o controle de pragas de agricultura (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009; SAWICKA et al., 2021; SWATHY et al., 2018). Estudos recentes apontam a
eficacia de dleos essenciais no controle de pragas como pulgdes, moscas, cochonilhas, formigas
cortadeiras e cupins, as quais frequentemente causam prejuizos no setor agricola e requerem
metodologias especificas de controle (BENELLI et al., 2018, 2019; TU et al., 2018).

Especificamente, a eficacia do dleo essencial da Piper nigrum (pimenta-do-reino) no
controle de insetos, 4dcaros e pulgdes vem sendo amplamente reportada (SIDDIQUI et al., 2004;
UPADHYAY; JAISWAL, 2007). Alternativas tecnoldgicas parceiras a natureza tem estimulado estudos
que visam uma possivel substituicdo dos sistemas agricolas convencionais por biodefensivos de baixa
ou nenhuma toxicidade, a eficiéncia no controle de pragas e microrganismos nocivos, o ndo
favorecimento de resisténcia, a disponibilidade e o custo reduzido (FERNANDES; LEITE; MOREIRA,
2006; PAES, 2015; SALAMA et al., 2021).

Considerando a inser¢do de nanotecnologia no dleo essencial da P. nigrum com

propriedades biodefensivas comprovadas, foi desenvolvida uma formulacdo constituida por
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nanoparticulas poliméricas biodegraddveis encapsulantes, envolvendo uma série de parametros
relacionados as finalidades especificas de acdo das substancias encapsuladas e também dos
mecanismos de liberagdo controlada, os quais sdo influenciados pelo tipo de material carreador
(HALEVAS et al., 2019; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; RAJKUMAR et al., 2020; RISCH;
REINECCIUS, 1995). A combinacao de dois ou mais carreadores vém sendo uma alternativa tecnoldgica
para novos designs de nanoparticulas encapsulantes, sendo possivel projetar mecanismos de liberagao
especificos, como a liberacdo pulsada, atingir tamanhos desejados do didmetro médio das
nanoparticulas, bem como melhorar a eficiéncia de encapsulacdo. Dentro desse contexto, o sistema
coloidal desenvolvido nessa pesquisa foi projetado utilizando-se os carreadores poli-e-caprolactona
(PCL) e gelatina. Esses carreadores foram escolhidos por serem atdxicos, terem boas propriedades
encapsulantes e serem altamente biodegradaveis.

No entanto, projetar um sistema coloidal formado por nanoparticulas poliméricas
biodegradaveis com elevada eficiéncia de encapsulacdo nado é o suficiente para garantir o sucesso da
formulacdo. Ensaios de estabilidade se fazem necessarios para avaliar o comportamento das
formulagées em fun¢do do tempo (ANVISA, 2004). A utilizacdo de conservantes em sistemas
encapsulados é uma alternativa eficaz para aumentar o tempo de vida das formula¢cdes (REZENDE
SCHAFFAZICK et al., 2002), especialmente pelo retardamento de possiveis proliferagdes microbianas,
as quais podem degradar as paredes mais externas das nanoparticulas resultando na ruptura e
subsequente exposi¢cdo do dleo essencial na formulagdo. No entanto, sdo poucos os trabalhos que
reportam tanto a utilizagdo de conservantes em sistemas coloidais de liberagdo controlada, quando a
avaliacdo de estabilidade de formula¢Ges sob manipulagdo ou em prateleira (REZENDE SCHAFFAZICK
et al., 2002; SILVA et al., 2020).

E importante ressaltar que n3o existe no Brasil nenhuma norma que regularize
especificamente os ensaios de estabilidade de sistemas encapsulados contendo dleos essenciais. As
orientacBes mais proximas estdo relacionadas a area de cosmetologia, e esse guia vem sendo usado

em diversas pesquisas para orientar essas avaliagcdes (ANVISA, 2004). Ainda, avaliar a estabilidade de
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sistemas contendo nanoparticulas poliméricas biodegradaveis ndo é uma tarefa facil pois envolve uma
série de fatores que devem ser avaliados simultaneamente e, muitas vezes, o que se tem sdo apenas
indicativos subjetivos dos fendmenos observados durante o processo de armazenamento. A
biodegradabilidade dos carreadores em solugdo aquosa é um processo natural e, portanto, o
desenvolvimento dessas formulagdes contendo conservantes vai prever a melhor composicdo para
que ela possa durar o maximo possivel, mas esses periodos geralmente ndo sdo muito longos e
dependem da formulagdo e dos conservantes utilizados (SILVA et al., 2020).

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar a
estabilidade de formulacdes contendo diferentes conservantes. As nanoparticulas poliméricas
biodegradaveis foram desenvolvidas a partir de PCL e gelatina, e carreadas com dleo essencial da P.
nigrum. As técnicas de Cromatografia Gasosa (CG-DIC e CG-EM) permitiram a caracteriza¢do dos
constituintes quimicos do dleo essencial. A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) permitiu, basicamente, a caracterizacdo molecular dos constituintes individuais da
formulagdo. O tamanho dos diametros médios das nanoparticulas e a carga superficial foi avaliada por
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS). A Microscopia de Forca Atémica acoplada ao Espectrofotémetro
de Infravermelho (AFM-IR) possibilitou a avaliacdo da morfologia das nanoparticulas, do mapa
topografico, da distribuicdo de tamanho, bem como da verificacdo da efetividade do encapsulamento
do dleo essencial. A Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel (UV-Vis) foi utilizada para estimar a
Eficiéncia de Encapsulamento (EE) do dleo essencial nos sistemas desenvolvidos, bem como para
avaliar a fotoestabilidade mediante exposi¢do a luz ultravioleta (A = 274 nm). Os testes de estabilidade
permitiram o acompanhamento dos parametros EE, pH, condutividade elétrica, turbidez e
propriedades organolépticas (cor e odor) das formulagdes ao longo do tempo mediante avaliagGes sob
manipulagdo constante e testes de prateleira (a 25 °C e 35 °C). Por fim, o sistema mais estavel foi
selecionado para os estudos de liberacdo controlada do dleo essencial em diferentes pH, sendo
possivel associar o perfil das curvas de liberacdo com a proposi¢do do design nas nanoparticulas e do

mecanismo de liberacdo do dleo essencial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Desenvolver, caracterizar e avaliar a estabilidade em funcdo de conservantes de um sistema
coloidal formado por nanoparticulas poliméricas biodegradaveis contendo éleo essencial da

Piper nigrum encapsulado.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a cinética de extracdo e as propriedades fisicas (rendimento, densidade, indice de
refracdo e pH) do d6leo essencial da espécie Piper nigrum;

e |dentificar e quantificar os constituintes quimicos do o6leo essencial in natura por
Cromatografia Gasosa (CG/DIC) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM);

e Desenvolver um sistema de nanoparticulas poliméricas bicamadas utilizando como
carreadores os polimeros poli-e-caprolactona (PCL) e gelatina, e adicionando os conservantes
fenoxietanol/metilisotiazolinona (NPNE), metilisotiazolinona/metilcloroisotiazolinona (NPMI),
benzoato de sddio (NPBS), timol (NPTI) ou acido etilenodiaminotetracético (NPED);

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo (EE) das nanoparticulas por UV-Vis;

e Determinar o didametro médio das nanoparticulas por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e
Microscopia de Forca AtoGmica (AFM);

e Determinar o indice de Polidispersividade (PDI) e Potencial Zeta dos sistemas (Z);

e Avaliar o perfil espectroscdpico dos sistemas encapsulados e de seus componentes individuais
por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e por Espectroscopia

no Infravermelho associada a Microscopia de For¢a Atdmica (AFM-IR);
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Realizar testes de estabilidade em funcdo do tempo e dos conservantes avaliando a Eficiéncia
de Encapsulacdo (EE), condutividade elétrica, pH, turbidez e propriedades organolépticas dos
sistemas encapsulados;

Realizar o teste de estabilidade preliminar dos sistemas visando a primeira triagem;

Realizar o teste de estabilidade dos sistemas sob manipulagcdo constante a (25 + 2) °C até
atingirem EE (%) igual ou inferior a 70% ou serem descartados por alteracGes nas propriedades
organolépticas (cor e odor);

Realizar o teste de prateleira a (25 + 2) °C e (35 + 2) °C com avalia¢des a cada 30 dias.

Avaliar a fotoestabilidade por UV-Vis do éleo essencial in natura e do sistema encapsulado
mais estavel pelo contato com a radiagao ultravioleta (A = 254 nm);

Avaliar a cinética de liberacdo do éleo essencial em diferentes pH e elucidar o mecanismo de

liberagdo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Inser¢ao de nanotecnologia em dleos essenciais

Os 6leos essenciais vém sendo empregados como substancias ativas em diversos sistemas
encapsulados (CAMPELO et al., 2018; DE MATOS; SCOPEL; DETTMER, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2019;
GHADERI-GHAHFAROKHI et al., 2017). Sdo produtos naturais obtidos a partir de plantas, sendo
constituintes importantes do setor produtivo de varias indUstrias, especialmente as de perfumaria,
alimentos e farmacéutica (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, separdveis comumente por arraste a
vapor d’agua, dentre outras formas de extracdo (SIMOES et al.,, 2004). Ainda, podem apresentar
diferencas fisico-quimicas e odoriferas quando extraidos de diferentes partes da planta. A principal
caracteristica dos 6leos essenciais € a volatilidade de seus constituintes (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).
Esse é um dos principais motivos para que sejam considerados os principios ativos de diversos sistemas
encapsulados: uma vez que suas propriedades bioativas sdo notadamente comprovadas, torna-se
necessario o uso de ferramentas tecnolégicas visando contornar o problema de elevada volatilidade
e, a0 mesmo tempo, aproveitar ao maximo seu poder bioativo.

Atualmente diversas técnicas de extracdo de dleos essenciais vém sendo empregadas,
sendo que cada uma delas possui suas peculiaridades:
Enflora¢dao: O método consiste na retirada de 6leos essenciais de flores frescas utilizando gordura, no
qual se espalha uma fina camada (gordura sem odor) sobre placas de vidro e, em seguida, coloca-se
pétalas por um determinado periodo sobre esta placa, sendo substituidas a cada intervalo de tempo
por novas camadas. Apds o processo em que a gordura absorve ao maximo a fragrancia, os éleos
podem ser retirados por extragdo com solvente organico (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).
Prensagem: Método utilizado para extrair éleos essenciais de frutos citricos, no qual este é prensado

até a liberacdo das substancias volateis encontradas no pericarpo e em cavidades oleaginosas. Por
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meio da decantacdo, centrifugacdo ou destilacdo fracionada, os dleos sdo separados da emulsdo
formada com a dgua (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).

Extragdo por arraste a vapor d’agua: Neste método, o material vegetal fica em contato com a dgua
dentro de um baldo, e uma fonte de calor provoca a ebulicdo da dgua que entdo arrasta os éleos
essenciais em pequena escala. Geralmente, usa-se um aparato do tipo Clevenger. Depois de
separados, os 6leos essenciais sdo secos com Na,SO; anidro (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS,
2011).

Extracdo por headspace: E uma técnica muito sensivel, usada na anélise de compostos em baixas
concentracdes, onde o analito é mais volatil que a matriz. Este volatiliza preferencialmente, podendo
ser determinado sem os interferentes dos outros componentes da amostra. A principal caracteristica
do headspace é a possibilidade de determinacao de componentes volateis da amostra a ser estudada
de forma direta. Esta é uma técnica muito eficiente, pois possibilita a introducdo da amostra no
cromatégrafo gasoso para obtenc3o dos 6leos essenciais (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).
Fluido Supercritico: Um fluido supercritico é aguele em que o gds se encontra a uma temperatura em
qgue ndo pode ser liquefeito por compressado isotérmica. A temperatura a partir da qual este fenbmeno
acontece é chamada de temperatura critica. Nestas condices, o gds comprimido apresenta baixa
viscosidade e elevada densidade, permitindo sua utilizacdo em processos de extracdo de solutos a
partir de matrizes sélidas. O CO, apresenta algumas caracteristicas que o elegeram como uma opgao
diferenciada enquanto solvente supercritico, dentre elas esta a facilidade de separa¢ao do soluto por
ser extremamente volatil, ndo tdxico, ndo inflamavel, relativamente barato e inodoro odor (MAUL;
WASICKY; BACCHI, 1996).

A composi¢ao quimica dos dleos de uma mesma planta pode variar significativamente de
acordo com o periodo de coleta, estagdo do ano, temperatura, estagio de desenvolvimento, condi¢Ges
climaticas e de solo (Figura 1) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; SIMOES et al., 2004) . Ainda, diversas
fungdes bioldgicas sdo atribuidas aos éleos essenciais, tais como protec¢do contra predadores, atracdo

de polinizadores, protecdo contra perda d’agua, controle da temperatura etc. (TAIZ; ZEIGER, 2004). A
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composicdo quimica pode ser descrita principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos, além de

fenilpropandides, ésteres e outras substdncias de baixo peso molecular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

Ritmo circadiano

indice pluviométrico
' Radiagdo UV

/ Composicdo
atmosférica

Sazonalidade

s Herbivoria e
Ataque de patégenos

Figura 1. Fatores que podem influenciar na composigdo quimica dos éleos essenciais (OBBO-NETO; LOPES, 2007; SIMOES

et al., 2004).

Diversas familias botanicas sdo ricas em dleos essenciais. Dentre elas destaca-se a
Piperadcea, conhecida por conter em sua composicdo quimica substancias ativas como
fenilpropandides (safrol e dilapiol), piperina, amidas analogas a piperina e terpendides (a e 8 pineno,
E-cariofileno, 6xido de cariofileno, dentre outros) associados as suas propriedades inseticidas,
larvicidas, fungicidas e bactericidas. O género Piper se destaca por conter espécies que apresentam
metabdlitos secundarios (como terpenos, lighanas e amidas), os quais vém sendo utilizados no
controle de diversas pragas agricolas (SOUSA et al., 2008).

A espécie Piper nigrum (pimenta preta ou pimenta-do-reino) tem grande distribui¢cdo no
Brasil, com boa adaptacdo na regido norte. E uma das especiarias de mais amplo uso culindrio no

mundo (CARNEVALLI; ARAUJO, 2013). As sementes sdo comumente usadas como conservante
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alimenticio. O éleo essencial extraido das sementes é rico em compostos monoterpénicos como
canfeno, 6-3-careno, p-cimeno, limoneno, mirceno, cis-ocimeno, a e B-felandreno, a e 8-pineno,
borneol, canfora, carvacrol, cis-carveol, trans-carveol, carvona, 1,8-cineol e sesquiterpenos como 8-
cariofileno, a-trans-bergamoteno, B8-bisaboleno, §-cadineno, y-eudesmol, elemol, cubebol e a e 8-
bisabolol. Estes metabdlitos sdo frequentemente usados como agentes sinergisticos nos inseticidas
naturais, além de apresentarem propriedades larvicidas, antifingicas, antibacterianas e repelentes
(ABDULAZEEZ et al., 2015; RAVINDRAN; BEVERAGES; KALLUPURACKAL, 2012; STOYANOVA et al.,
2006).

A técnica de encapsulacdo de dleos essenciais vem sendo extensamente aplicada como
uma ferramenta nanotecnolégica para proteger esses ativos do meio externo, bem como modular a
suas liberacGes de acordo com necessidades especificas (KUMARI et al., 2010; MAHAPATRO; SINGH,
2011; SILVA et al., 2020). A encapsulagdo de compostos bioativos representa uma alternativa viavel e
eficiente. Além disso, esta técnica pode aumentar a estabilidade fisica das substancias, protegé-las das
interacGes com o ambiente, diminuir sua volatilidade, aumentar sua bioatividade, reduzir a toxicidade
e ainda permitir a liberagdo dos ativos ao longo do tempo em meios especificos (BILIA et al., 2014;
DONSI et al., 2011).

Diversos tipos de materiais vém sendo utilizados como carreadores desses principios
ativos, destacando-se os polimeros naturais e sintéticos (GASPERINI; MANO; REIS, 2014; SILVA et al.,
2020, 2018). Os carreadores, também conhecidos como materiais de parede, sdo os materiais
responsaveis pela prote¢do do ativo da formulagdo. Durante o desenvolvimento de nano ou
microparticulas encapsulantes, eles agem como uma membrana protetora da substancia ativa. No
caso dos sistemas coloidais, os carreadores protegem a substancia ativa do meio aquoso. No entanto,
€ necessario conhecer profundamente as caracteristicas dos carreadores quanto a biodegradabilidade,
capacidade para funcionalizacdo de superficie, conjuga¢do, complexacdo, capacidade de encapsulacgdo
e afinidade quimica com a substancia ativa (KUMARI et al., 2010; PARRIS; COOKE; HICKS, 2005). As

nanoparticulas poliméricas vém sendo amplamente desenvolvidas como carreadoras de ativos
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naturais pois sdo alternativas tecnoldgicas de excelente biocompatibilidade, ndo imunogénicas, ndo
toxicas e biodegradaveis, além de estarem inseridas em uma ampla classe de nanocarreadores (DONSI
et al., 2011; XIAO; XU; ZHU, 2017).

A técnica de encapsula¢cdo vem ganhando destaque na quimica de produtos naturais
como alternativa para o melhoramento das atividades e estabilidade de metabdlitos passiveis de
degradacdo ou volatilizacdo, como é o caso dos 6leos essenciais (SILVA et al., 2018). Os sistemas
encapsulados desenvolvidos abrangem aplicagbes como biodefensivos (sendo diretamente
empregados no controle de pragas e vetores de doencas) (BRAVO CADENA et al., 2018; DONSI et al.,
2011), em medicina (especialmente na entrega seletiva de farmacos (CHAN et al., 2021; GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007; MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010; SADAQUAT et al., 2021; YASMIN et al.,
2017), em cosméticos (especialmente na protecdo de substancias propensas a oxidacdo, e na entrega
de substancias ativas em camadas mais profundas da pele (MARTINS; BARREIRO; RODRIGUES, 2016),
em tecnologia de alimentos (protegendo substancias altamente antioxidantes e vitaminas
(RAMACHANDRAIAH; HONG, 2021; VIDEIRA-QUINTELA; MARTIN; MONTALVO, 2021), e nas mais
diversas aplicagGes em que se torna necessdrio direcionar o sitio de atuacdo do principio ativo, bem
como controlar sua taxa de liberagdo. Esse tipo de nanotecnologia permite manter as caracteristicas e
propriedades de compostos ativos, como sua protecdo, estabilizacdo e liberagdo prolongada.

Assim como a maior parte dos compostos bioativos, os éleos essenciais sdo quimicamente
diversificados, podendo gerar alguns desafios quanto a sua introdugdo em sistemas complexos. Sabe-
se que sua incorpora¢do em determinado sistema pode afetar negativamente tanto sua estabilidade
quanto sua atividade bioldgica. Ainda, um inconveniente é que os 6leos essenciais apresentam baixa
solubilidade em agua devido a composi¢cdo quimica rica em constituintes hidrofobicos (PARRIS; COOKE;
HICKS, 2005). Por isso, pesquisas voltadas ao desenvolvimento de sistemas contendo grupos instaveis,
volateis e pouco sollveis em dgua ganham destaque, especialmente na quimica dos produtos naturais

(CADONA et al., 2020).
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A encapsulacdo de 6leos essenciais permite a otimizacdo de sua funcionalidade, fator que
possibilita uma acdo mais prolongada de seus principios ativos, ja que os dleos essenciais sao
originalmente negativados por sua volatilidade (SOUZA et al., 2014). A encapsulacdo de substancias
ativas pode ser realizada através de diferentes técnicas, todas com o mesmo objetivo de
encapsular/compartimentalizar contetdos sdlidos, liquidos ou gasosos no interior de uma membrana
formada por um ou mais carreadores, protegendo o conteldo do ambiente externo e permitindo que
seja liberado em taxas controladas (MONDAL, 2008; UNER; KARAMAN; AYDOGMUS, 2014).

A encapsulacdo de ativos naturais, como os d6leos essenciais, em geral, vem sendo
desenvolvida por uma série de pesquisadores com o intuito de melhorar a estabilidade quimica,
aumentar a atividade destas substancias e reduzir a volatilizacdo, melhorando seus potenciais
biolégicos. Nesse contexto, podemos citar alguns exemplos de encapsulacdo de dleos essenciais e suas
mais novas aplicacdes, a partir de publicacdes de 2021:

(XAVIER et al., 2021) encapsularam o 6leo essencial da Cinnamodendron dinisii utilizando
zeina como carreador aplicado em matriz de quitosana para produzir uma embalagem de filme
nanocompdsito ativo para conservacao de alimentos. Os filmes de quitosana obtidos e funcionalizados
com as nanoparticulas demonstraram atividade antioxidante e antimicrobiana, eficientes na
conservacao de carne moida.

(MOURA et al., 2021) investigaram o potencial de microparticulas a base de mandioca
contendo 6leo essencial de Siparuna guianensis no controle de larvas do Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus. A microencapsulacao de amido de mandioca reduziu a degradag¢do do 6leo essencial
e aumentou as atividades letais persistentes em mais de 50% contra as larvas de mosquito de ambas
as espécies em comparag¢do com o 6leo essencial puro.

Ainda, (CAMPELO et al., 2021) desenvolveram uma nova forma farmacéutica semissélida
a base de 6leo essencial de cravo-da-india e polissacarideos para o tratamento da candidiase vaginal.
As nanoemulsdes apresentaram excelente estabilidade coloidal e pH adequados. Dessa forma, o

encapsulamento de dleos essenciais vem permitindo o desenvolvimento de diversos produtos
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alternativos para o controle de microrganismos, sugerindo uma ampla gama de carreadores, bem
como da combinacdo deles, para o design de nano/microparticulas com elevada capacidade
encapsulante e com propriedades bioativas atribuidas as mais diversas fontes vegetais de 6leos

essenciais.

3.2. Polimeros biodegradaveis como carreadores de 6leos essenciais

Polimeros biodegraddveis (sintéticos ou naturais) apresentam enorme propensdo a
degradacdo por meio de processos naturais, onde sdo reaproveitados no ambiente através dos ciclos
da natureza (BRITO et al., 2011; CLARINVAL;, HALLEUX, 2005; PAVLOVIC; PAVLOVIC, 2021).
Biopolimeros como coldgeno, gelatina, quitosana, gomas e amidos vém sendo alternativas para o uso
como carreadores em sistemas encapsulados. Esses polimeros possuem caracteristicas peculiares,
como baixa toxicidade, compatibilidade e, principalmente, biodegradabilidade (AWASTHI et al., 2020;
POLMAN et al., 2021).

A gelatina (Figura 2) é considerada um polimero natural derivado do coldgeno,
comumente usada em aplicagdes farmacéuticas e médicas devido a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade em ambientes fisiolégicos. Essas caracteristicas contribuem para a sua utilizagdo
segura como componente em formulacdes carreadoras (SAHOO et al., 2015; YOUNG et al., 2005). E
uma macromolécula constituida por aminoacidos, possuindo grupos catiénicos e anionicos, além de
sequéncias repetitivas de glicina, prolina e alanina, responsaveis pela estrutura e tripla hélice que
garantem sua elevada estabilidade. A estrutura primaria da gelatina oferece muitas possibilidades de
modificagdo quimica, garantindo a interagdo com substancias ativas (SAHOO et al., 2015), bem como
com outros carreadores (BASTOS et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019). Dois tipos diferentes de gelatina
podem ser produzidos, dependendo do método de pré-tratamento do coldgeno. A gelatina do Tipo A
é obtida a partir do tratamento em meio 4cido, garantindo maior quantidade de cargas positivas

atribuidas ao grupo NHs* e ponto isoelétrico em torno do pH 9. Ja o Tipo B é obtido por tratamento
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alcalino e possui ponto isoelétrico em torno do pH 4,8, garantindo maior proporcdo de grupos
carboxila (COO") (NAIDU; PAULSON, 2011).

A gelatina tem sido amplamente empregada como carreador de medicamentos e
moléculas bioativas em diferentes formas de transportadores, tais como hidrogéis, micro e
nanoparticulas. A estrutura e funcionalidade da gelatina oferece vantagens para sua modificagao,
tornando-a um polimero natural interessante em aplicagdes nanotecnoldgicas, incluindo o papel de
carreador de Odleos essenciais (AZIMI et al, 2013; EL-ASSAL, 2016; ELZOGHBY, 2013;
GHASEMISHAHRESTANI et al., 2015; RAMIREZ-AGUDELO et al., 2018; SAHOO et al., 2015; SILVA et al.,
2018; YANG; LI; NIE, 2007; YOUNG et al., 2005). As nanoparticulas de gelatina também podem ser
modificadas por meio de producdo idnica. Ha vdrios métodos de producdo que abrangem os tipos de
gelatina A e B. (MADKHALI; MEKHAIL; WETTIG, 2019) ressaltam que ndo ha ligacOes especificas para
determinar a flexibilidade em relagao a hidrélise do colageno, fazendo com que a gelatina tenha varias
posicdes no espaco das suas cadeias que sdo passiveis de rompimento. Essas rupturas dependem de
fatores como pH e temperatura, tornando a hidrélise randémica, justificando a heterogeneidade

molecular da gelatina.

H4C
HN:<
NH

Figura 2. Estrutura molecular do biopolimero gelatina.

A gelatina vem sendo utilizada como carreador de diversas substancias ativas, resultando
no desenvolvimento de nanoparticulas com aplicagbes em diversas areas devido a sua

biocompatibilidade e degradabilidade. A aplicagdo de nanoparticulas de gelatina também se estende
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a industria de cosméticos, onde sdo usadas como nanocdpsulas para armazenar polifendis e
flavonodides para aplicagdo em filtros solares de a¢do prolongada (GRAZIOLA et al., 2016).

A associacdo de polimeros naturais e sintéticos pode ser uma alternativa de melhoria na
formacdo e estabilizacdo de sistema encapsulantes, garantindo a eficiéncia de encapsulagdo da
substancia ativa. Destaca-se o polimero sintético poli-e-caprolactona (PCL) (CsH100;)n (Figura 3),
derivado da quebra e polimerizacdo da caprolactona. Trata-se de um polimero semicristalino com peso
molecular entre 5.000 e 80.000 Da, soltivel em varios solventes organicos, com temperatura de fusdo

baixa (de 59 e 64°C) e temperatura de transi¢do vitrea em torno de -60 °C.

o catalizador /EO\/\/\/HEL

iniciador

poli-e-caprolactona
caprolactona

Figura 3. Quebra da caprolactona para a formagdo do polimero sintético PCL.

O PCL é um polimero semicristalino, biodegradavel e de facil processamento. Estudos de
(WOODRUFF; HUTMACHER, 2010) demonstraram que a versatilidade do PCL pode ser empregada a
producdo de membranas biopoliméricas que sdo capazes de liberar gradativamente o principio ativo
de forma que o PCL também pode ser sintetizado em fibras sobrepostas e semipermedveis.

O PCL é degradado pela hidrdlise das ligagdes ésteres pela enzima lipase. Esta é capaz de
degradar tanto a fase amorfa quanto a cristalina do polimero. Quando no solo, apresenta perda de
massa, indicando a presenc¢a de um mecanismo de quebra aleatdria da cadeia. Por essa razao surgiu o
interesse para a sua utilizagdo em sistemas de liberagao de ativos, podendo ser incorporado a outros
polimeros para melhorar a resisténcia e modular a taxa de liberacdo de compostos bioativos em

sistemas micro e nanoestruturados (GRILLO et al., 2012a, 2012b).
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Materiais poliméricos como a gelatina e o PCL podem sofrer rea¢des de decomposicdo
tanto na presenca (Equagdo 1) quanto na auséncia de oxigénio (Equagdo 2). Geralmente, os produtos

gerados sao CO;, H,0, CHs compostos inorganicos ou biomassa (BRITO et al., 2011).

Cpolimero + 02 - COZ + HZO + Cresiduo + Cbiomassa + Sais (Equa{ﬁo 1)

Cpolimero - COZ + CH4- + HZO + Cresiduo + Cbiomassa + Sais Equa;ﬁo 2)

Como os materiais usados nesta pesquisa sdo inertes e passiveis de decomposicao por
microrganismos, para deixar os dtomos de carbonos disponiveis, sugere-se que estes inicialmente
sofram uma quebra através de reacdes abidticas, como a fotodegradacdo, oxidacdo e/ou degradacio
térmica no meio aplicado. A biodegradacao procede pela decomposi¢cdo por microrganismos que, por
sua vez, podem liberar enzimas capazes de decompor as macromoléculas em cadeias menores. Por
fim, estes fragmentos podem ser levados para o interior das células microbianas onde serdo
decompostas em CO,, CH4, H20, sais minerais e biomassa (BRITO et al., 2011).

Pesquisas anteriores mostram o sucesso da associacdo de polimeros sintéticos e naturais
na producdo de nanoparticulas poliméricas, como o trabalho de (DE OLIVEIRA et al., 2019), que
produziram nanoparticulas para o encapsulamento do o dleo essencial de Allium sativum. Os
polimeros utilizados foram o PCL e a gelatina. Com o objetivo de melhorar as propriedades bioldgicas,
guimicas e mecanicas do titanio, (KICHI et al., 2020) desenvolveram um sistema a base de gelatina e
PCL. Esse estudo mostrou que a associagado destes polimeros no revestimento do titdnio melhorou sua
resisténcia em todas as avaliagdes. (AHMAD et al., 2018) Desenvolveram nanofibras de PCL/gelatina
com propriedade antioxidante como material potencial para curativos. As nanofibras mantiveram a
integridade estrutural e mostraram atividade semelhante a enzima superéxido dismutase no sistema

tampao.
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3.3. Nanoparticulas poliméricas encapsulantes

A incorporagdo de nanotecnologia no desenvolvimento de produtos alternativos tem
permitido ampliar suas aplicagdes nas mais variadas areas da pesquisa. O principio dessa ciéncia é que
os materiais na escala nanométrica podem apresentar propriedades quimicas, fisico-quimicas e
comportamentais diferentes daquelas em maior escala. Vale ressaltar que essas propriedades podem
variar de acordo com o tamanho e a forma das particulas (DURAN; CAPPARELLI; MORAES, 2006).

As nanoparticulas encapsulantes podem ser formadas a partir de diferentes carreadores,
sendo desenvolvidas através da associacdo de materiais que juntos originam um terceiro material com
propriedades superiores aos componentes de formulacdao separados. Podem ser constituidas por
multicamadas que sdo sobrepostas de acordo com o interesse de aplicacdo. Diversas pesquisas tém
sido realizadas no desenvolvimento de nanoparticulas biodegradaveis e no aprimoramento de sua
aplicabilidade (REDDY et al., 2012; SILVA et al., 2020; WANG et al., 2019), permitindo a combinagdo de
biomateriais com diferentes propriedades fisicas e quimicas. Atencdo recente tem sido dada ao
desenvolvimento de nanoparticulas biodegradaveis baseadas em bicamadas para proteger e liberar
compostos bioativos encapsulados (DE OLIVEIRA et al., 2019; KUSUMASTUTI et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2019). Consequentemente, novos sistemas de liberacdo controlada tém sido voltados para
produtos farmacéuticos (CRIADO-GONZALEZ et al., 2019; QIU et al., 2020), area biomédica (ARABPOUR
et al., 2019; YAN et al., 2019) e agricultura (KUSUMASTUTI et al., 2019; SILVA et al., 2018).

A combinagdo de materiais biopoliméricos representa uma alternativa importante para
encapsular 6leos essenciais. No entanto, compreender o projeto de desenvolvimento de
nanoparticulas bicamadas é crucial para a obteng¢ao de formulagGes estaveis, liberacdao controlada
adequada e funcionalizagdo de superficie para posterior conjugacdo com moléculas bioativas ou
ligantes. O desenvolvimento dessas nanoparticulas encapsulantes envolve uma série de parametros
relacionados com as finalidades especificas de acdo das substancias encapsuladas e também dos
mecanismos de liberacao controlada, os quais muitas vezes podem estar relacionados com o tipo de

carreador utilizado (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; RISCH; REINECCIUS, 1995). Sua formacdo
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depende de alguns fatores, sendo o principal deles a interacdo quimica e/ou fisica entre as camadas e
a substancia ativa encapsulada.

As nanoparticulas, quando possuem uma camada interna estruturada, sdo denominadas
nanocdpsulas e quando apresentam uma matriz continua sdo chamadas de nanoesferas (MAHMOUDI
SABER, 2019). As nanocapsulas sdo particulas constituidas por uma parede polimérica contendo no
seu interior uma cavidade, onde estd adsorvido o principio ativo, o qual também pode estar presente
na parede polimérica (Figura 4). Por outro lado, as nanoesferas sdao formadas por uma matriz
polimérica onde componentes quimicos podem ficar retidos ou adsorvidos (SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2002). As interacBes quimicas nesses sistemas encapsulados sdo observadas através da
formacado de ligacGes de hidrogénio, ibnicas e covalentes. Essas ligacdes ddo origem a organizacado
entre as camadas e estruturacdao de interacdo com substratos. A biocompatibilidade de polimeros
sintéticos e naturais é uma varidvel que influencia nas caracteristicas e na formulacdo de sistemas

carreadores (SAHU et al., 2017).

Matriz polimérica

Substancias
ativas

Figura 4. Nanoparticula polimérica: Principios ativos dissolvidos no nucleo da matriz.

Os sistemas encapsulados funcionam como estratégias eficientes para transportar a
substancia ativa ao seu local de acdo através da escolha de um carreador e da rota adequada, tendo
como objetivos principais o de proteger o seu contetdo de fatores ambientais (luz, umidade, oxigénio

e interacbes com outros compostos), além da liberacdo controlada e sob estimulos (tais como
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mudanca de pH, rompimento fisico, intumescimento, dissolu¢do etc.). Além disso, a encapsulagédo
também pode mascarar o sabor e/ou odor desagradavel e aumentar o tempo de atua¢do do composto
ativo, prolongando seu efeito. Neste caso, o tipo de nanoparticula e o local em que a substancia ativa
sera exposta (adsorvido na superficie ou ndo) dependerdo das caracteristicas finais desejadas, como
aplicacdo, tamanho, distribuicdo de tamanho, grau de biodegradabilidade e compatibilidade do
polimero com a substancia ativa (MAHAPATRO; SINGH, 2011).

O desenvolvimento de nanossistemas poliméricos esta se expandindo e desempenhando
um papel fundamental em vdrias dreas, desde o controle da poluicdo a tecnologia ambiental, da
eletrénica a fotonica, da medicina a biotecnologia, dos materiais aos sensores, e assim por diante.
Diversos registros na literatura vém enfatizando esse crescente interesse. Esta tendéncia é baseada
em suas propriedades Unicas, que atendem a inimeras aplicacGes e necessidades de mercado (PUHL
et al., 2011; RAO; GECKELER, 2011).

Devido as caracteristicas intrinsecas dos carreadores gelatina e PCL, além da possibilidade
de compatibilidade positiva entre esses carreadores no design de nanoparticulas bicamadas, esse
sistema foi o escolhido para encapsular o 6leo essencial da P. nigrum. O design de nanoparticulas
encapsulantes influencia significativamente na liberagdo controlada do bioativo encapsulado (DA
COSTA et al., 2021). Além disso, a verificacdo da formacdo das camadas e a localizacdo do ativo
encapsulado s3o informagdes nem sempre obtidas facilmente. E preciso utilizar um conjunto de
técnicas que, muitas vezes, fornecem informagdes que, em conjunto, podem ser utilizadas para propor
esse design. No entanto, muitas propostas na literatura continuam sendo especulativas, mas com boas
proposi¢coes baseadas geralmente nas curvas de liberagao controlada e em técnicas espectroscépicas

e microscopia eletronica (DA COSTA et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2019, 2020; SILVA et al., 2018).

3.4. Métodos de preparac¢do de nanoparticulas poliméricas encapsulantes
Varias sdao as metodologias para o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas

encapsulantes, as quais geralmente empregam em suas formulagbes materiais como polimeros
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(sintéticos ou naturais), tensoativos, compostos bioativos, solventes organicos e éleos essenciais,
dependendo da formulagdo. Para o preparo de nanoparticulas com a finalidade de carreamento de
ativos naturais, deve-se levar em consideracdo as propriedades fisico-quimicas do polimero. Os
polimeros e seus produtos de degradacdo devem ser biocompativeis e biodegraddveis, ndo causando
danos ou impactos ao meio ambiente (GRILLO et al., 2012a; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Segundo (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010) geralmente sdo utilizados métodos
classicos de obtengdo de nanoparticulas:
Método de nanoprecipitagdo: O método de nanoprecipitacdo é também chamado de deslocamento
de solvente ou deposicdo interfacial. Esse método requer duas fases, uma organica e outra aquosa. A
fase organica consiste essencialmente numa solugdo ou numa mistura de solventes (etanol, acetona,
hexano, diclorometano etc.), de uma macromolécula com papel de carreador (polimero sintético,
semissintético ou natural), substancia ativa, dleo e tensoativo lipofilico. Por outro lado, a fase aquosa
consiste em uma mistura de tensoativo em meio aquoso. Neste método as nanoparticulas sdo obtidas
como uma suspensao coloidal formada quando a fase organica é adicionada lentamente com agitacdo
moderada a fase aquosa. As principais varidveis do procedimento sdo aquelas associadas as condicdes
de adicdo da fase orgéanica a fase aquosa, tais como taxa de injecdo de fase orgéanica e taxa de agitacdo
de fase aquosa (ELZOGHBY, 2013; FESSI et al., 1989; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SAHOO
et al., 2015).
Método de emulsao-difusdo: A preparacao de nanoparticulas pelo método emulsdo-difusdo permite
a nanoencapsulagao de substancias ativas lipofilicas e hidrofilicas. O procedimento experimental
requer trés fases: organica, aquosa e diluicdo. Quando o objetivo é a nanoencapsulacdo de uma
substancia ativa lipofilica, a fase organica contém o polimero, a substancia ativa, o éleo e um solvente
organico parcialmente miscivel com 4gua. A fase organica é emulsionada sob agitacdo vigorosa na fase
aquosa e, apos formacgdo de emulsdo primaria, o solvente organico é difundido para a fase aquosa
externa pela adigdo de excesso de agua (diluicdo), conduzindo a precipita¢do do polimero e formacdo

das nanoparticulas (GRILLO et al., 2012a; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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O mecanismo de formagdo de nanocapsulas sugerido por (QUINTANAR-GUERRERO et al.,
1998b) baseia-se na teoria de que cada gota de emulsdo produz varias nanocapsulas, e que estas sdo
formadas pela combinag¢do de precipitacao de polimeros e fendmenos interfaciais durante a difusdo
do solvente (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a).

Método de emulsificagdo dupla: Esse método consiste na formacdo de duas emulsGes que sdo
geralmente preparadas usando dois tensoativos: um hidrofébico destinado a estabilizar a interface
agua/dleo da emulsdo interna, e um hidrofilico para estabilizar a interface externa das gotas de dleo
para emulsdes agua/dleo/agua. A emulsdo primaria é formada com a utilizacdo de um ultrassom e o
tensoativo hidrofdbico estabiliza a interface dgua/dleo da fase interna. A emulsdo secundaria também
pode ser formada com ultrassom e a dispersao das nanoparticulas é estabilizada pela adicdo de outro
tensoativo (hidrofilico) (GRILLO et al., 2012a; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SAHOO et al.,
2015).

Método de coacervagdo por emulsdo: Esse método envolve a formagcdo de uma emulsio éleo/ dgua,
onde a fase organica é composta pelo solvente e pelo composto bioativo, e a fase aquosa é composta
pelo polimero, agente estabilizante e 4gua. A emulsdo pode ser formada pela utilizagdo de ultrassom
ou agitacdo mecanica. Em seguida, o processo de coacervagao é realizado pela adicdo de eletrdlitos,
adicdo de um solvente ndo miscivel em agua ou agente desidratante ou alteracdo de temperatura.
Finalmente, o processo de coacervagao é complementado com medidas adicionais para a formagdo de
reticulos, que torna possivel a obtengdo das nanoparticulas. A formagao das nanoparticulas se da
durante a fase de coacervagao, em que ha precipitagdo do polimero da fase de emulsao continua para
formacgao de uma pelicula que se aglomera em nanoparticula (GRILLO et al., 2012a; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010; RAO; GECKELER, 2011; SAHOO et al., 2015)

Método de revestimento de polimero (Polymer-coating method): Esse método é utilizado para a
deposicdo de uma fina camada polimérica na superficie da nanoparticula previamente formada pela
adsor¢cdo do polimero em nanoparticulas ndo revestidas quando incubadas com uma solucdo

polimérica sob agitacdo. Da mesma forma, essa camada polimérica pode ser adicionada durante a fase
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final dos métodos citados anteriormente (GRILLO et al., 2012a; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010).

Método de camada por camada (Layer-by-layer method): Esse método favorece a obtencdo de
particulas vesiculares, também denominadas cdpsulas de polieletrdlito. O mecanismo de formacao é
baseado na atracdo eletrostdtica irreversivel que leva a adsorgdo de polieletrélitos nas camadas
formadas. E adsorvida uma camada de polimero por incubagdo na solug3o polimérica, diminuindo a
solubilidade do polimero por adicdo gota a gota de solvente susceptivel de ser misturado. Este
procedimento é entdo repetido com um segundo polimero e vdrias camadas de polimero sdao

depositadas sequencialmente, uma apds a outra (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

3.5. Estabilidade de formulagées

Os sistemas coloidais normalmente ndo possuem tendéncia a separacao de fases uma vez
gue o processo de sedimentacdo é lento para particulas submicrométricas, sendo minimizado pelo
movimento Browniano (REZENDE SCHAFFAZICK et al., 2002). No entanto, com o passar do tempo, pode
ocorrer a aglomeracdo das particulas e, conseqlientemente, sua sedimentacao.

Varios fatores influenciam na estabilidade dessas formula¢des, destacando-se a adsorcao
de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e a presenca de tensoativos. Além disto, é
fundamental a avaliacdo da estabilidade dessas formulag¢des sob diferentes condi¢des (MOLPECERES
et al, 1997). O tamanho de particula, potencial zeta, condutividade elétrica, eficiéncia de
encapsulacdo, turbidez e pH sdo geralmente os parametros que podem ser utilizados para monitorar
a estabilidade das suspensGes coloidais poliméricas (SILVA et al.,, 2020). Muitas pesquisas tém
abordado unicamente valores de Eficiéncia de Encapsulagdo (EE), os quais sdo consideravelmente
elevados. No entanto, sdo poucos os trabalhos que avaliam este e os outros parametros mencionados
acima ao longo do tempo. Ou seja, existem poucos estudos referentes a estabilidade de nanoparticulas
a longo prazo, especialmente as poliméricas biodegradaveis (LAZZARI et al., 2012; LEMOINE et al.,

1996; MOROZOVA et al., 2019; SILVA et al., 2020).
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A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio aquoso pode ser limitada,
devido aos problemas de baixa estabilidade fisico-quimica, em periodos de armazenamento
prolongados. Dentre eles, hd a degradacdo do polimero e migracdo da substancia ativa para o meio
externo. A instabilidade de um sistema pode ser caracterizada a partir de fen6menos como floculacao,
coalescéncia, cremeacgdo, sedimentacdo, ruptura e separacdo de as fases (GRILLO et al., 2012a;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002). Além disto, é importante enfatizar que sistemas coloidais formados
por nanoparticulas poliméricas biodegraddveis sdo propensos a proliferacdo microbiana, havendo a
necessidade de adi¢do de conservantes (REZENDE SCHAFFAZICK et al., 2002; SILVA et al., 2020). Poucos
trabalhos tem mostrado interesse em avaliar a adicdo de tais componentes em suas formulacées
(SILVA et al., 2020).

(SILVA et al., 2020) avaliou a adi¢do de benzoato de sddio e NE em um sistema coloidal
formado por nanoparticulas de PCL contendo 6leo essencial da Lippia alba encapsulado. Os autores
verificaram o dobro do tempo de estabilidade (aproximadamente 60 dias) para os sistemas contendo
conservantes, em relacdo ao sistema controle sem conservante (30 dias).

A avaliacdo da estabilidade de formulagGes é um importante pardmetro que visa garantir
a seguranca, qualidade e eficacia do produto. Todo produto desenvolvido depende de fatores
ambientais como temperatura, umidade e luz, além de outros fatores intrinsecos como propriedades
fisico-quimicas, substancias ativas, excipientes, férmulas farmacéuticas e sua composic¢do, processo de
fabricac3o, tipo e propriedades dos materiais usados (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL., 2019).

A desestabilizagdao de um sistema coloidal por floculagdo ocorre pela aglomeragao das
particulas em agregados diferentes. Porém, ainda é possivel reconhecer cada particula de forma
individual. O processo de floculagdo pode ser resultado de forgas existentes entre as particulas, como
forgas de repulsdo eletrostatica, forcas de repulsdo estérica e forcas de atracdo de van der Waals. As
forgas repulsivas estdo diretamente relacionadas as cargas de mesmo tipo existentes na superficie das
particulas. As forcas de repulsdo estérica ocorrem quando a molécula emulsificante adere a superficie

da particula, mantendo-a estavel. Ja a desestabilizacdo por coalescéncia é um processo de separac¢do
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durante o qual as particulas se unem, formando particulas maiores que tendem a se separar do resto
da emulsao, sendo irreversivel. Esses agregados podem se manter dispersos na fase aquosa, podendo
decantar ou flutuar (MCCLEMENTS, 2016). O mecanismo de cremeacdo ocorre quando as particulas
emulgentes tendem a se separar, sedimentando ou sobrenadando, de acordo com a diferenga da
densidade entre as fases. Esse processo pode ndo ser necessariamente acompanhado de floculagdo
das gotas. E reversivel, logo, apds agitacdo, a emulsdo retorna a sua condi¢do original (FRANZOL;
REZENDE, 2015; PARTICLE SCIENCES, 2011). J& o mecanismo de separagao de fases é o processo em
que ocorre a quebra total da emulsdo, sendo nitida a separacio das fases 6leo/agua. As colisdes entre
as particulas podem resultar em floculagdo, podendo levar a coalescéncia em particulas maiores.
Possivelmente, a fase dispersa pode se tornar a fase continua, separada da dispersdo por uma Unica
interface. Neste caso, tem-se a emulsdo totalmente separada (FRANZOL; REZENDE, 2015;
MCCLEMENTS, 2016). Ainda, pode ocorrer a desestabilizacdo pela atividade microbiana, onde
microrganismos (por a¢do enzimatica) rompem algumas das ligagdes quimicas da cadeia principal do
polimero, causando a ruptura das nanoparticulas (BRITO et al., 2011).

O estudo de estabilidade fornece dados sobre o comportamento do nanossistema em
determinado intervalo de tempo, frente as condi¢Ges ambientais nas quais foi submetido desde a sua
fabricacdo até sua desestabilizacdo. A avaliacdo da estabilidade pode ser realizada considerando
diferentes parametros como temperatura de armazenamento, centrifuga¢do, pH, condutividade
elétrica, turbidez, propriedades organolépticas, eficiéncia de encapsulagao, uso de conservantes,
dentre outras (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL., 2019). Como n3o existe uma normativa especifica para
sistemas de nanoparticulas contendo dleo essencial encapsulado, utilizou-se o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosméticos da ANVISA (ANVISA, 2004).

O uso de conservantes é regulamentado pela ANVISA através da RDC N° 29, DE 1 de junho
de 2012, a qual aponta uma série de substancias cuja fung¢do é inibir o crescimento de microrganismos,
conservando a formulacdo livre de deterioracGes causadas por bactérias, fungos e leveduras. Os

conservantes ndao devem acrescentar cor ou odor ao produto, sendo compativeis com todos os
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ingredientes. Além disso, devem agir durante a fabricacdo e ao longo da vida atil da formulacéo, e
ainda devem ser ndo inflamaveis e ndo téxicos (ANVISA, 2012). O conservante deve ser estavel as
variagcOes de temperatura e pH. Porém, sabe-se que nenhuma combinagdo organica é estavel em calor
elevado ou condi¢des de pH extremas. A alteracdo do pH pode ser um indicio de degradacdo do
polimero, e sua diminuicdo em um curto periodo de tempo pode ser atribuida tanto a ionizacdo de
grupos carboxilicos presentes no polimero, quanto a hidrdlise, dependendo da hidrofobicidade do
mesmo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A condutividade elétrica é um parametro essencial para se determinar a integridade do
sistema, principalmente daqueles armazenados em prateleira. Mudancas bruscas na condutividade
elétrica podem ser um indicativo de instabilidade, podendo ser atribuida aos processos de
coalescéncia e floculagdo (ANVISA, 2004). Ja a variacdo da turbidez pode também estar associada aos
processos de coalescéncia, floculacdo ou até mesmo ruptura. Em alguns sistemas poliméricos também
é possivel observar a diminuicdo de turbidez, a qual pode estar relacionada a sedimentacdo e ou a
floculagdo das nanoparticulas (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998b).

A estabilidade das nanoparticulas poliméricas também pode ser afetada por fatores
intrinsecos como forga da gravidade e forcas de atracdo de van der Waals, que sdo responsaveis pela
atracdo e ocorréncia de choques entre as particulas, resultando na juncdo das mesmas (GOODWIN,
2004). As forgas atrativas existentes entre moléculas quimicamente saturadas, postuladas por van der
Waals, também se originam de interagdes elétricas. Essas forgas intermoleculares podem causar a
desestabilizacdo do sistema coloidal. Duas moléculas com dipolos permanentes se direcionam
igualmente de modo a resultar na atragdo entre as particulas. Moléculas dipolares induzem a formacgao
de dipolo em outras moléculas, levando a atragdo das particulas. No entanto, também existem forgas
atrativas entre moléculas apolares (forcas de dispersdo de London) devido a polarizacdo provocada

em uma das moléculas pelas distribuicGes de cargas.
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De acordo com o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (ANVISA, 2004),
diversos sdo 0s ensaios para a avaliacdo da estabilidade de formulagcbes. Dentre eles podem ser
destacados:

Estabilidade preliminar: Este teste também é conhecido como teste de triagem e tem como objetivo
auxiliar na escolha das formulagdes. O estudo de estabilidade preliminar consiste na realizacdo do
teste na fase inicial do desenvolvimento do produto, utilizando-se diferentes formula¢des de
laboratério e com duracgdo reduzida. Empregam-se condi¢des extremas de temperatura com o objetivo
de acelerar possiveis reacdes entre seus componentes e o surgimento de sinais que devem ser
observados e analisados conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de produto.

Avaliagdo da estabilidade acelerada: ensaio projetado para avaliar possiveis alteracdes fisicas,
guimicas e microbiolégicas em condicGes forcadas de armazenamento.

Estudo de estabilidade de acompanhamento: realizado com o objetivo de monitorar e confirmar o
prazo de validade e o prazo de reteste.

Avaliacdo da estabilidade de longa duragao: ensaio projetado para verificar as caracteristicas fisicas,
guimicas e microbioldgicas de uma formulagdo nas condi¢gdes de armazenamento e prazo de validade
propostos, podendo também ser utilizado para definicdo do prazo de reteste.

Avaliacdo da estabilidade em uso: ensaio realizado para produtos acondicionados em embalagens
multidose, com a finalidade de prover informacgao inicial e final que comprove o periodo de utilizagao
pelo qual o produto mantém sua estabilidade apds abertura e subsequentes reaberturas.

Avaliagao da fotoestabilidade: ensaio realizado com a finalidade de demonstrar que os produtos,
quando exposto a luz, permanecem dentro das especificagdes.

Teste de prateleira: Também conhecido como estabilidade de longa duragao ou Shelf life, tem como
objetivo validar os limites de estabilidade do produto e comprovar o prazo de validade estimado no
teste de estabilidade acelerada.

Teste de compatibilidade entre formulagdo e material de acondicionamento: A estabilidade do

produto e sua compatibilidade com o material de acondicionamento sdo conceitos distintos,
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separados e complementares, que devem ser aplicados ao produto antes de ser comercializado. Neste
teste, sdo avaliadas diversas alternativas de materiais de acondicionamento para determinar a mais

adequada para o produto

3.6. Liberagao controlada

Os sistemas poliméricos de liberagdo controlada caracterizam uma inovacdo na
incorporagao de substancias ativas, pois apresentam maior controle da liberacdo do ativo, reducao de
doses toxicas, monitoramento dos niveis das substancias ativas no sitio de aplicagdo e direcionamento
do principio ativo a alvos especificos (BIZERRA; SILVA, 2016).

O mecanismo de liberacdo controlada consiste em deslocar certos ativos presentes nas
nanoparticulas para o meio de aplicacdo. Esse deslocamento é gradativo e esta relacionado com a
concentracdo liberada ao longo do tempo, trazendo beneficios como a reducdo da evaporacao de
ativos volateis, facil manuseio e reducdo na fitotoxicidade, resultando em vantagens tanto para o
ecossistema quanto para a saude humana (ROY et al., 2014; SINGH et al., 2020).

A investigacdo do perfil de liberacdo de bioativos a partir de nanoparticulas poliméricas
fornece importantes informaces a respeito dos mecanismos que norteiam a liberacdo controlada
(NERI-BADANG; CHAKRABORTY, 2019). Existem varios mecanismos possiveis de liberacdo dos
bioativos: liberagdo devido a erosdo ou degradagao de polimeros; autodifusdo através dos poros;
liberagdo através de erosdo superficial do polimero, liberagdo pulsada etc. (GRILLO et al., 2012a;
YASMIN et al., 2017).

Na maioria dos estudos de liberagao envolvendo nanoparticulas poliméricas, a liberagao
bifasica € mais comum e inclui dois estagios: uma fase inicial de liberagdo associada as interagées fracas
entre o bioativo e as nanoparticulas, e uma segunda fase onde os ativos estdo ligados covalentemente
e sua liberacdo ocorre através de difusdo lenta da matriz, exibindo libera¢do prolongada e sustentada

(BIZERRA; SILVA, 2016; YASMIN et al., 2017).
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Estudos dos mecanismos de liberacdo de ativos a partir de nanoparticulas de gelatina
mostraram que o ativo pode se difundir através da parede polimérica e a liberacdo ocorre pela difusao
ou erosdo da matriz. Ainda, o ativo pode ser liberado através da degradacdo lenta da parede

polimérica, ou pela clivagem da matriz através da acdo de enzimas (Figura 5) (YASMIN et al., 2017).

Clivagem
Difusdo

Nanoparticula polimérica
carreada com dleo essencial

Figura 5. Mecanismos de liberagdo de bioativos a partir de nanoparticulas de gelatina: difusdo simples de goticulas do
bioativo; liberagdo por degradagdo; clivagem da matriz de gelatina por enzimas proteoliticas.

Os mecanismos de liberagdo podem ser associados aos modelos matematicos que
justificam o controle e a liberagao dos ativos. A cinética de liberagdo relacionada a concentragdo
liberada versus tempo pode ser representada matematicamente por modelos como de ordem zero,
primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas (DE OLIVEIRA et al., 2019; SINGH et al., 2020).

O modelo de ordem zero (Equagdo 3) baseia-se na liberagdo lenta a partir de formulagées
que ndo desagregam (SINGH et al., 2020). O modelo de primeira ordem (Equagdo 4) descreve a
liberacdo das substancias ativas de um sistema onde a taxa de liberacdo é dependente da
concentracdo, podendo descrever a dissolugdo de componentes sollveis em uma matriz porosa. O
modelo de Higuchi descreve a liberagdo como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando

dependente da raiz quadrada do tempo (DE OLIVEIRA et al., 2019; SINGH et al., 2020).
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Qr = Qo + kot (Equagéo 3)
InQ; = InQy + kqt (Equacgao 4)

Q; = ky t'/? (Equagio 5)

Um modelo que tem sido amplamente utilizado para verificar e descrever o mecanismo
de liberagdo de bioativos em sistemas nanoestruturados é o de Korsmeyer-Peppas (BIZERRA; SILVA,
2016; GRILLO et al., 2011, 2012a; ROMERO-CANO; VINCENT, 2002; SAIRAM et al., 2006). Este modelo
matematico descreve de forma simplificada os mecanismos de liberacdo de substancias ativas a partir

de sistemas poliméricos, como mostra a Equagao 6 (KORSMEYER et al., 1983):

QQ_t = kt" (Equagdo 6)

onde Q: representa a quantidade da substancia ativa liberada no tempo t; Q- é a quantidade total da
substancia ativa encapsulada, e K é a constante de difusao, dependente do modelo cinético. O termo
n é o expoente da difusdo que caracteriza o mecanismo de transporte da liberagdo do ativo
encapsulado (KORSMEYER et al., 1983).

Os modelos matematicos sao essenciais para descrever a liberagdo dos principios ativos.
A verificacdo do mecanismo de liberacdo pode ser feita pelo valor do coeficiente de determinacao (R?),
gue ajuda a avaliar o ajuste de um modelo tedrico a curva experimental de liberacdo em funcdo do
tempo. Contudo, este valor tende, geralmente, a aumentar com a adicdo de mais parametros ao
modelo, independentemente do significado da varidvel adicionada. O uso de pelo menos cinco tempos
de dissolucdo é recomendado para a descricdo adequada de um perfil de liberagdo (TAVARES et al.,
2016).

Os modelos tedricos de liberagdo controlada podem descrever os mecanismos de
liberacdo de dleos essenciais encapsulados com parede polimérica biodegradavel, pois possuem
caracteristicas bem definidas que podem simular a dosagem e a libera¢do de acordo com as matrizes
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aplicadas. O modelo de Korsmeyer-Peppas demonstra-se promissor para esses tipos de sistema, sendo
reportado em diversos estudos (BAISHYA, 2017; DE OLIVEIRA et al., 2019).

(BEZERRA et al., 2016) estudaram a liberacdo controlada de éleo essencial de citronela
microencapsulada em matrizes a base de gelatina e goma ardbica. O estudo determinou através de
dados estatisticos o modelo de liberagdo que melhor representou a saida do éleo essencial das
microcdpsulas, sendo proposto o mecanismo difusdo Fickiano.

(CEREMPEI; MURESAN; CIMPOESU, 2014) estudaram a liberagdo controlada do dleo
essencial de geranio encapsulado em matriz polimérica de quitosana. Ao variarem a concentracdo de
guitosana, foram observadas pequenas diferencas em termos de liberacdo controlada do dleo
essencial. Esse comportamento pode ser explicado pela quantidade de quitosana que reduz as
dimensodes dos espacos intermoleculares, resultando em uma liberagao facilitada do dleo essencial. O
mecanismo que norteou a liberacdo proposta nesta pesquisa foi o modelo de libera¢do proposto por
Korsmeyer-Peppas, que descreve de forma simplificada os mecanismos de liberacdo de substancias

ativas a partir de sistemas poliméricos.

3.7. Problematica x alternativas

Os agrotdxicos, também denominados defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas,
biocidas ou produtos fitossanitarios, sdo produtos quimicos, fisicos ou bioldgicos usados no controle
de seres vivos considerados nocivos ao homem, suas criagdes e plantagdes. Dentre os agrotéxicos, sdo
encontrados produtos que controlam plantas invasoras (herbicidas), insetos (inseticidas), fungos
(fungicidas), bactérias (bactericidas), acaros (acaricidas) e ratos (rodenticidas) (AZEVEDO; FREIRE,
2006). No entanto, as contaminag¢des por defensivos ou agrotdxicos estdo entre os principais
problemas ambientais da atualidade por agredirem a saide humana, e por degradarem e poluirem o
meio ambiente. Além disso, ja vém sendo registrados casos de resisténcia em algumas pragas, o que
prejudica a persisténcia de utilizacdo de um determinado agrotéxico (RAKES et al., 2021; SINGH et al.,

2020).
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O Brasil posiciona-se entre os quatro maiores consumidores de pesticidas no mundo,
contribuindo para os maleficios trazidos a salde dos seus habitantes. O mesmo ranking é composto
também por Estados Unidos, Unido Européia e China (PAUGARTTEN, 2020; SEVERO et al., 2020). A
qguantidade de agrotdxicos utilizada nos plantios nacionais atinge de maneira preocupante os
consumidores, principalmente apds 2008, quando o agronegdcio brasileiro passou a ser considerado
o maior utilizador de agrotdxicos no mundo. Ha evidéncias de que o consumo de alimentos com limite
maximo de residuos de agrotdxicos permitido pode ser responsdvel pela elevacao de diversos tipos de
cancer, neuropatias, altera¢cdes enddcrinas, malformacdes fetais, diabetes, problemas reprodutivos,
disturbios respiratérios, mal de Parkinson e moléstias imunoldgicas (D’AVILA et al., 2015; LOPES, 2010).

A busca por defensivos naturais tem sido retomada devido a problematica exposta
anteriormente. Segundo (MORAIS, 2016), os agricultores utilizavam espécies vegetais coletadas
dentro de suas propriedades para o combate de predadores de suas lavouras, como por exemplo o
crisantemo (Chrysanthemum), usado para o controle de pulgbes, coledpteros, percevejos do cafeeiro
e lagartas desfolhadoras. Ainda, o cipd timbd (Derris elliptica guianensis) também era utilizado para
controlar besouros e lagartas, além de outros produtos naturais e técnicas artesanais.

Os defensivos naturais ou biodefensivos surgem como uma eficiente alternativa por
serem considerados produtos bioldgicos, organicos ou naturais (provenientes de plantas), de baixa
toxicidade e baixa agressividade ao homem e a natureza, além de serem eficientes no controle de
insetos e microrganismos nocivos (HALFELD-VIEIRA et al., 2016). Diversos estudos com produtos
naturais tém sido divulgados na literatura especialmente empregando dleos essenciais (AZEVEDO et
al., 2018; CHENG et al., 2004; DA SILVA et al., 2014; HAYOUNI et al., 2010; MAR et al., 2018; SILVA et
al., 2010, 2018), que vém sendo testados para o controle de pragas das mais diversas plantagdes. Esses
produtos naturais alternativos representam mais uma op¢ao na protec¢ao das lavouras, principalmente
no intuito de suprir as necessidades dos produtores de base ecolégica e o desejo da sociedade em

reduzir o uso/consumo de produtos téxicos (FERNANDES; LEITE; MOREIRA, 2006; HALFELD-VIEIRA et
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al., 2016; MORAIS, 2016; PAES, 2015). Além disso, representam uma importante vertente de insercdo
de nanotecnologia em produtos naturais visando o desenvolvimento de biodefensivos alternativos.
Os biodefensivos nanoencapsulados podem ser produzidos e encontrados como
emulsdes, liquidos misciveis, pds, microcapsulas, nanocapsulas ou granulados. O uso desses
encapsulados traz beneficios por conta do mecanismo de libera¢do gradativa dos ativos (MD MEFTAUL
et al., 2020), além da redugao do impacto ambiental. Como a proposta dessa pesquisa foi desenvolver
um sistema nanoestruturado para carrear ativos naturais, criou-se um esquema ilustrativo (Figura 6),
simulando sua utilizacdo como biodefensivo agricola de liberacdo controlada. Essa proposta se da
devido as proeminentes propriedades inseticida, fungicida e bactericida do 6leo essencial da P. nigrum
quando aplicado no controle de pragas de plantacdes (ABDULAZEEZ et al., 2015; KAPOOR et al., 2009;

SCOTT et al., 2008; UPADHYAY; JAISWAL, 2007).

degradacao

() Ativos naturais

‘ Nanoparticulas poliméricas

Figura 6. Proposta especulativa da acdo das nanoparticulas poliméricas biodegradaveis contendo o dleo essencial da P.
nigrum encapsulado.
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Sistemas nanoestruturados produzidos a partir de materiais biodegradaveis sao
candidatos para o melhoramento das atividades e protecdo de substancias ativas, frente a
interferéncia do meio natural, podendo ser um defensivo em potencial. A Figura 6 ilustra a criacdo de
um sistema protetor para 6leos essenciais através do desenvolvimento de uma matriz polimérica
constituida de carreadores adequados que sdo inertes e biodegradaveis.

Ao ser aplicado, o nanossistema libera o 6leo essencial controladamente e,
consequentemente, toda a formulacdo poderd ser degradada no solo apds a acdao das chuvas.
Polimeros biodegradaveis (sintéticos ou naturais) apresentam grande capacidade de degradagdo por
meio de processos naturais, onde os produtos de degradacdao podem ser reaproveitados no ambiente
através dos ciclos elementares como o ciclo do carbono, nitrogénio e enxofre (LI et al., 2012). Ainda, o
processo de biodegradacao do material encapsulante podera ocorrer tanto em meios liquidos quanto
em sdlidos e esta diretamente relacionado a quebra dos carreadores por degradacdo térmica e/ou
fotodegradacdo pela luz natural, resultando na acdo do ativo encapsulado contra microrganismos

como bactérias, fungos, insetos, dcaros etc. (SINHA et al., 2004).
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4. METODOLOGIA

4.1. Extragao do dleo essencial

Sementes da Piper nigrum (Autorizacdo SISGEN A26CD5E) foram adquiridas no mercado
Adolpho Lisboa em Manaus/AM. O éleo essencial foi extraido a partir de 150 g das sementes secas e
trituradas através do método de hidrodestilacgio em aparelho tipo Clevenger modificado. Apds a
extragdo, foram mensurados os volumes aproximados no préprio extrator (Figura 7). O éleo essencial
foi coletado, desidratado com Na,SO, anidro, centrifugado, armazenado em frasco de vidro do tipo

ambar e mantido a -20 °C.

Refratometro

Oleos essenciais

Sistema de Clevenger

.| GC-2010 Pus

Figura 7. llustragdo esquematica da obtengdo do d6leo essencial e sua caracterizagao fisico-quimica.

4.2. Determinagdo das propriedades fisicas do dleo essencial

Para a determinacdo da cinética de extracdo foi observada a variacdo do volume do éleo
essencial extraido a cada 30 min, durante 6 h. A densidade relativa do 6leo essencial foi estimada da
seguinte forma: dois tubos capilares lavados e secos foram preenchidos com agua destilada (m1) ou
6leo essencial (m;) e tiveram suas massas aferidas. Outro tubo capilar permaneceu vazio (m) para
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obter a diferenca de massa dos tubos capilares cheios e vazios. O valor da densidade foi obtido de

acordo com a Equagdo 7 (SANITARIA, 2010).

_ (m2-m1)
- (m1-m)

(Equagao 7)
O rendimento foi calculado a partir da medida de sua densidade partindo do volume de
dleo essencial obtido no sistema de extracao, dividido pela massa seca das sementes. O rendimento

obtido foi entdo calculado pela Equagao 8 (GIRARD; KOEHLER; NETTO, 2007).

_ Volume do dleo * Densidade do 6leo , 100
massa P

R% (Equacgdo 8)
onde R% é o rendimento em porcentagem e massa P é a massa seca das sementes.

O indice de Refracdo foi medido diretamente em um refratbmetro Atago Master

Refractometer.

4.3. Anadlise cromatografica (CG/DIC- CG/EM) do 6leo essencial

O dleo essencial extraido foi analisado em um Cromatdgrafo Gasoso equipado com
Detector de lonizagdo por Chama (CG/DIC) e em um Cromatdgrafo Gasoso acoplado a um
Espectrémetro de Massas (CG/EM), ambos da Shimadzu™ (GC2010-FID e GCMS-QP2010,
respectivamente). Na andlise por CG-DIC foi utilizada uma coluna capilar DB5 (5% difenil, 95%
polidimetilsiloxano) (30 m x 0,25 mm de didmetro x 0,25 um de espessura do filme), sendo utilizados
como gas de arraste o He em fluxo de 1,0 mL/min. A injecdo em modo split 1:10 foi aplicada com o
injetor a 250 °C e o detector de ionizacdo por chama a 290 °C. A temperatura programada para o forno
foi de 60 °C a 250 °C a 3 °C min. Foram injetados padrdes de hidrocarbonetos lineares (C;a Cso) para
a determinagdo dos indices de retencdo nas mesmas condi¢des cromatograficas. Na analise por CG-

EM a coluna utilizada foi uma DB5-MS e o gas de arraste foi He. As condi¢Ges das analises
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cromatograficas foram as mesmas utilizadas para CG-DIC. Para a detecgdo foi aplicada a técnica de
impacto eletrénico a 70 eV.

A determinagdo da composicdo quimica do 6leo essencial foi realizada com base nos
dados de indices de retencdo obtidos por CG-DIC, e dos espectros de massas obtidos por CG-EM. Os
indices de retencdo foram calculados utilizando a Equacdo de van der Dool-Kratz (VAN DEN DOOL,;
DEC. KRATZ, 1963), relacionando os tempos de retencao das substdncias presentes nos oleos
essenciais com os tempos de retencdo de hidrocarbonetos lineares injetados na sequéncia das
amostras. Os indices de retencdo e os espectros de massas foram comparados com dados tedricos da

base de dados Wiley 7.0, NIST e literatura (ADAMS, 2010).

4.4, Desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas

O sistema coloidal formado por nanoparticulas bicamadas de carreadores PCL e gelatina
foi desenvolvido a partir de duas solugGes, chamadas de fase orgéanica e fase aquosa, conforme ilustra
a Figura 8.

A fase aquosa foi constituida por 1 g de gelatina (tipo B), a qual foi aquecida a 50 °C em
100 mL de dgua destilada sob agitacdo constante. Esta solugdo foi submetida a banho-maria até atingir
40 °C, sendo entdo adicionados 0,30 g de Tween 80 (previamente solubilizado em 50mL de agua
destilada). Para a preparagdo da fase organica, PCL (0,05 g), Span 60 (0,02 g) e TACC (0,1 g) foram
solubilizados em acetona (15 mL). O 6leo essencial na concentracdo absoluta de 500 pg/mL foi entdo
adicionado a fase organica sob agitacdo magnética.

Apds a solubilizagdo do dleo essencial, a fase organica foi adicionada a fase aquosa
utilizando um dispersor do tipo ultraturrax (10.000 rpm) durante 30 s para a formacdo das
nanoparticulas poliméricas. Em seguida, adicionou-se transglutaminase (0,19 g) e a solucdo final
manteve-se sob agitacdo constante até eliminacdo total do solvente. Apds esta etapa, foram
adicionados diferentes conservantes seguindo a RDC n2 29 de 12 de junho de 2012, publicada pela

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) (ANVISA, 2012).
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Os conservantes utilizados foram (i) fenoxietanol/metilisotiazolinona (sistema NPNE), (ii)
metilisotiazolinona/ metilcloroisotiazolinona (sistema NPMI), (iii) benzoato de sddio (sistema NPBS),
(iv) timol (sistema NPTI) e (v) acido etilenodiaminotetracético (sistema NPED). Foi sintetizado também
um sistema contendo 6leo essencial sem a adicdo de conservante (sistema NPSC), bem como um
sistema com nanoparticulas vazias (sem dleo essencial, sistema NPV). Para cada sistema, o pH final foi

ajustado para 8 utilizando-se NaOH (1,0 M).

Fase orginica

Acetona
TACC
Span60
PCL
Oleo essencial

Oleo essencial

Fase aquosa U\ Gelatina
Gelatina ~ PCL
Tween 80 . A
Nanoparticula de PCL/Gelatina
H,0
K ¢
o

Figura 8. Representagdo esquematica da formulagdo do sistema coloidal contendo nanoparticulas preenchidas com 6leo
essencial da espécie P. nigrum.

4.5. Caracterizagao das nanoparticulas

4.5.1. Tamanho, indice de Polidispers3o (PDI) e potencial zeta ()

O tamanho de particula, PDI e potencial zeta foram medidos a temperatura ambiente por
Espalhamento Dindamico de Luz (DLS), utilizando um equipamento Malvern Instruments ZetaSizer,
modelo Nano-ZS, localizado no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (UFAM). As amostras foram

diluidas em dgua deionizada (1:100). Para a medida de tamanho de particulas, foram utilizadas cubetas
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de poliestireno e cubetas especificas para a analise de potencial zeta (WISSING; MULLER, 2002). Os
parametros de medidas foram baseados nas normas ISO 22412, 1ISO 13321 e ISO 13099-2 (1S022412,

2017).

4.5.2. Microscopia de Forga Atomica (AFM)

A andlise morfoldgica e a estimativa do tamanho médio das nanoparticulas foi realizada
por meio de um AFM Innova, Bruker, operando em modo tapping, equipado com uma ponta de
silicone e cantilever revestido de Al e com uma constante de mola de 42 N/m (Tap190AL-G da
BudgetSensors™). As varreduras foram realizadas em &reas de (8 x 8) um? com (512 x 512) pixels a
uma taxa de varredura de 1 Hz. As medidas foram realizadas a (23 + 1 °C) e (60 + 1) % de umidade
relativa. Além disso, o software imagel (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012) foi usado para analisar
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas com base no estudo das aplicacdes de tratamento de

imagens.

4.5.3. AFM acoplada a Espectrofotometro de Infravermelho (AFM-IR)

Analises por AFM-IR foram realizadas em um sistema NanolR2 a uma taxa de varredura
de 0,04 Hz usando uma sonda de silicio revestida de ouro ContGB-G com didametro do dpice da ponta
<25 nm e frequéncia de ressonancia nominal de 13 kHz a (23 +1 °C) e (5 £ 1) % de umidade relativa.
Os espectros de infravermelho foram obtidos no intervalo de 1550 cm™ a 1840 cm™, com uma
resolucdo espectral de 2 cm™/ponto. Os sistemas coloidais foram diluidos em dgua Milli Q para reduzir
a concentragdo e aumentar a dispersdao das nanoparticulas. As amostras foram depositadas em um
substrato de silicio revestido com ouro e secas com um fluxo de N, durante 15 min. Imagens 2D e 3D

de AFM foram processadas usando o software Gwyddion (NECAS; KLAPETEK, 2012).
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4.5.4. Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos sistemas de nanoparticulas vazias e cheias e dos dleos essenciais
in natura foram obtidos em um Espectrofotémetro FTIR da marca Shimadzu, modelo IR Prestige-21,
utilizando-se o software IR solution versdo 1.6, modo transmitancia, 64 scans, no intervalo de 4000 a
500 cm?®. As andlises foram realizadas no Laboratério HUB de Tecnologia e Inovag3o da Escola Superior

de Tecnologia — EST (UEA).

4.5.5. Eficiéncia de Encapsulagao (EE) por UV-Vis
Para a estimativa da EE do dleo essencial, os sistemas coloidais foram centrifugados a
10000 rpm por 10 min. Em seguida, as analises foram realizadas em um espectrofotémetro UV-Vis
(Global Trade Technology). Inicialmente, foi realizada uma varredura com o d6leo essencial, onde
obteve-se o pico maximo de absorcdo no comprimento de onda A =270 nm. Uma curva de calibracao
foi feita com diferentes concentracGes do 6leo essencial em metanol. A equacdo da reta foi obtida
através de estudos de regressao linear, entre as concentra¢Ges do dleo essencial e as absorbancias dos
picos correspondentes. Normalmente, a EE é medida pela subtracdo das concentragGes total e livre do
principio ativo em suspensao.
A concentragdo de éleo essencial livre foi calculada através da Equagdo 9, e a EE do dleo

essencial foi determinada a partir da Equagdo 10 (SILVA et al., 2018).

Absorbancia do 6leo essencial em A 270 —0,2189
0,0304

[ Conc.OE] = (Equagdo 9)

Concentragio inicial do dleo essencial —Concentragio do 6leo livre

(EE%) = x 100 (Equagdo 10)

Concentragdo inicial do 6leo essencial

4.6. Estabilidade dos sistemas contendo 6leo essencial encapsulado

Algumas diferenciagdes na regulagcdo de produtos de origem bioldgica, frente aos

guimicos, ja vém sendo estabelecidos pela ANVISA, IBAMA e MAPA, desde a publicacdo do Decreto N°
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4.074/2002 que prioriza os produtos de baixa toxicidade, beneficiando os de origem bioldgica,
especialmente aqueles que poderiam ser utilizados na agricultura organica. No entanto, produtos
contendo 6leos essenciais encapsulados para aplicacdo biodefensiva ndo se enquadram nessas
categorias. Por essas razOes, as avaliacbes de estabilidade das formulagGes desenvolvidas foram
baseadas no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004), com algumas modificacoes,

descritas a seguir.

4.6.1. Teste de centrifugagao

As formulacées foram submetidos ao teste de centrifugacao por 30 min a 3.000 rpm, em
triplicata, para verificacdo de estabilidade preliminar do sistema polimérico (ANVISA, 2004). Neste
estudo o produto devera permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de

reformulagdo.

4.6.2. Estabilidade preliminar
As formulagcdes com conservantes foram mantidas a (5 £ 2) °C, sendo posteriormente
avaliados os parametros EE, pH, turbidez, condutividade elétrica e propriedades organolépticas. Todas

as medidas foram realizadas em triplicata.

4.6.3. Estabilidade sob manipulagdo constante a (25 t 2) °C

Os sistemas coloidais contendo conservantes (NPNE, NPMI, NPTI, NPED e NBS) foram
armazenadas em frascos transparentes, autoclavados, devidamente identificados e acondicionados
em estufa incubadora BOD a (25 % 2) °C. As formulagdes foram manuseadas periodicamente, com
intervalos entre 1 e 3 dias. A cada manuseio, os frascos foram abertos, expostos as condicOes
ambientais como contato com o ar, luz e variagdo da temperatura. Foram avaliados os parametros EE,

pH, turbidez, condutividade elétrica e propriedades organolépticas até os sistemas atingirem EE = 70%,
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ou serem descartados por alteragdes (levemente ou intensamente modificadas) das propriedades

organolépticas (cor e odor). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.6.4. Teste de prateleira

As formulagoes selecionados nos testes de estabilidade sob manipulagdo constante a (25
+ 2) °C foram submetidas aos testes de prateleira em incubadora BOD a (25 £ 2) °Ce (35 £ 2) °C, onde
permaneceram estocadas em frascos transparentes e vedados. Foram avaliados os parametros EE,
pH, turbidez, condutividade elétrica e propriedades organolépticas até os sistemas atingirem EE = 70%,
ou serem descartados por alteracdes (levemente ou intensamente modificadas) das propriedades

organolépticas (cor e odor). Todas as medidas foram realizadas a cada 30 dias, em triplicata.

4.6.5. Fotoestabilidade

O estudo de fotoestabilidade foi realizado em triplicata com dleo essencial in natura e
com sistema contendo o déleo essencial encapsulado. O déleo essencial foi solubilizado em metanol na
concentracdo de 500 pg/mL e inserido tanto em frascos transparentes e quanto protegidos da luz
(sistema controle). J& o sistema contendo o éleo essencial encapsulado foi adicionado em frasco
transparente. Todas as réplicas foram colocadas em contato com a radia¢do UV-Vis (A = 254 nm), em
capela UNION Modelo CAU. Em tempos pré-determinados foram retiradas aliquotas do 6leo essencial
e do sistema encapsulado para leitura de suas absorbancias em um Espectrofotdmetro UV-Vis (Global

Trade Technology).

4.7. Andlise microbiana

A andlise microbiana foi realizada para os sistemas com e sem conservante. O PDA (19,5
g) foi solubilizado em 500 mL de dgua ultrapura. O volume final foi dividido em dois erlenmeyers de
500 mL. Os frascos foram protegidos com parafilme e papel aluminio e autoclavados por 20 min (1 atm

e 121 °C). Para os ensaios, a capela de fluxo laminar foi limpa com hipoclorito de sédio e etanol 70 %.
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O meio, ja resfriado, foi inserido em placas de Petri descartaveis cobrindo o fundo das mesmas. A
estriagem foi realizada com alcas estéreis, apenas em um sentido. Apds a estriagem, as placas foram
fechadas com parafilme e inseridas em incubadora por 48 h para observacdo de presenca de

microrganismos. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.8. Liberagao controlada

Estudos de liberacdo controlada foram realizados em frascos de 150 mL, onde 15 mL da
formulacdo contendo nanoparticulas carregadas com 6leo essencial (na concentracdo absoluta de 500
ug/mL) foi adicionado em membrana de celulose com porosidade de 0,2 um (Sigma-Aldrich). Ent3o, a
membrana contendo a formulacgdo foi inserida em meio aquoso (85 mL) a 25 °Cem pH 4, 7 e 10. Uma
aliqguota de 2 mL foi retirada em intervalos regulares de tempo e sua absorbancia foi medida em um
espectrofotometro UV-Vis (Global Trade Technology). A quantidade de dleo essencial liberado em
funcdo do tempo foi quantificada por meio da curva padrdo previamente determinada. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Para determinar a quantidade de 6leo essencial liberada ao longo do tempo usou-se a
seguinte formula: [Liberagdo (%) = (quantidade de dleo essencial liberada apds o tempo t / quantidade
total de dleo essencial encapsulado em nanoparticulas)*100] (NAIDU; PAULSON, 2011). Para a
estimativa do mecanismo de liberagao, a curva experimental foi ajustada aos modelos matematicos
de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas (DE OLIVEIRA et al., 2019; SINGH et al.,

2020) utilizando-se s do programa STATISTICA (OGLIARI; PACHECO, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Propriedades fisicas do 6leo essencial

As propriedades fisicas dos dleos essenciais podem ser obtidas de forma rapida e serem
indicativos prévios de qualidade e estabilidade. A avaliagdo rapida do rendimento de extracdo, indice
de Refracdo (IR) e densidade sdo ferramentas alternativas importantes, uma vez que posteriores
caracteriza¢des avangadas demandam tempos maiores de analise e equipamentos mais sofisticados.

A variacado do volume do 6leo essencial extraido da P. nigrum em funcdo do tempo esta
ilustrada graficamente na Figura 9. O tempo 6timo de extracdo por hidrodestilacdo, a partir da massa
fixada em 150 g, foi de aproximadamente 180 min. O tempo de extracdo é um dos principais
parametros a serem considerados na industria de éleos essenciais, pois além de estar diretamente
relacionado a qualidade e pureza, também influencia na natureza econémica do processo (SOUZA;
MELLO; LOPES, 2011). Extracdes em tempos menores ao tempo 6timo podem resultar na
predominancia de constituintes de maior volatilidade. Entretanto, extracGes prolongadas podem
encarecer o processo e também sobrecarregar o produto de compostos de aroma indesejado, além de

possivel oxidagdo (CHAAR, 2000).
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Figura 9. Cinética de extra¢do do dleo essencial.
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O tempo de extracdo influenciou no rendimento do dleo essencial. Apds 180 min foi
observado o maior rendimento (aproximadamente 2,6 %), o qual permaneceu constante até 240 min
(tempo maximo de avaliagdo). A literatura cientifica mostra que o rendimento deste éleo essencial ao
longo de processos de extracao esta relacionado a espécie vegetal e ao método e tempo de extragao
(AZIZ; NAHER; ROY, 2012; IGWE et al., 2011; MATTANA et al., 2015; MORSHED et al., 2017).

O IR e a densidade sdo grandezas fisicas diretamente relacionadas ao controle de
qualidade de dleos essenciais, podendo ser utilizadas como valores de referéncia para a verificacdo
prévia de eventuais alteracdes. O IR do 6leo essencial extraido foi estimado em aproximadamente
(1.48 £0,01). A densidade foi calculada em torno de (0,78 + 0,01) g/cm?3. (IGWE et al., 2011) investigou
as propriedades fisicas do oleo essencial da P. nigrum extraido das sementes visando sua
encapsulagdo, e obtiveram valores de IR e densidade similares aos encontrados (1.481 e 0,88,
respectivamente). De acordo com o Atomic Database (2021), o IR do dleo essencial desta espécie é
considerado aceitavel dentro do intervalo entre 1.474 e 1492. Portanto, o 6leo essencial extraido
possui densidade moderada, ou seja, a luz permeia o dleo essencial apresentando moderada atividade

Optica (KRAMIDA; RALCHENKO; READER, 2021).

5.2. Composicdo quimica do dleo essencial

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) permitiu a
identificagdo de 29 constituintes quimicos no dleo essencial. A Figura 10 mostra o cromatograma
obtido. A Tabela 2 mostra a identificacdo de cada pico do cromatograma apresentado na Figura 10,
assim como os seus indices Aritméticos experimentais (lAex), da literatura (IAi) (ADAMS, 2010) e o

respectivo teor na mistura de leo essencial (%Area).
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Figura 10. Perfil cromatografico do dleo essencial da P. nigrum.

Na composi¢do quimica do dleo essencial destacaram-se os monoterpenos (51,66%),
tendo como principais representantes o sabineno (14,96%), silvestreno (14,17%) e a-pipeno (5,28%).
Entretanto, o componente majoritario do dleo essencial foi o 8-cariofileno (34,87%) (ABDULAZEEZ et
al., 2015; COSTA et al., 2010), um sesquiterpeno biciclico de formula CisH,4, encontrado em varios
Oleos essenciais, especialmente na P. nigrum. De acordo com (MONTANARI et al.,, 2011) este
constituinte esta presente em espécies como Lippia sericea, Aloysiatriphylla Royle e Lippia Alba, com
comprovada agdo fungicida, além de apresentar atividade anti-inflamatoria, antibidtica, antioxidante,
anticarcinogénica e anestésica (MOHAMMAD; JAWAD; HUSSEIN, 2016).

As férmulas estruturais dos metabdlitos identificados no 6leo essencial estdo
apresentadas na Figura 11, com destaque para a composi¢cdao majoritdria. O f8-cariofileno, além das
bioatividades descritas anteriormente, também é um componente de outros 6leos essenciais usados
como tempero, como o éleo do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), de canhamo (Cannabis sativa)
e do alecrim (Rosmarinus officinalis) (GERTSCH et al., 2008; IGWE et al., 2011; JIROVETZ et al., 2002;

ORAV et al., 2004).
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Tabela 1. Composigdo quimica do 6leo essencial das sementes da P. nigrum.

Constituintes %Area 1A 1Acxp
1 oa-tujeno 2,92 924 925
2  a-pineno 5,28 932 931
3 sabineno 14,96 969 971
4  B-pineno 3,19 974 972
5  mirceno 0,87 988 991
6 a-felandreno 0,50 1002 1001
7  6-3-careno 2,09 1008 1007
8 p-cimeno 0,51 1020 1022
9 silvestreno 14,17 1025 1026
10 y-terpineno 2,14 1054 1057
11 terpinoleno 0,56 1086 1087
12 E-sabineno hidrato 0,15 1098 1100
13  dehidro sabina cetona 0,16 1117 1119
14 terpinen-4-ol 3,95 1174 1176
15 a-terpineol 0,21 1186 1190
16 6-elemeno 1,30 1335 1339
17 o-copaeno 0,20 1374 1377
18 B-elemeno 0,63 1389 1393
19 R-cariofileno 34,87 1417 1421
20 y-elemeno 0,29 1434 1436
21 a-guaieno 0,14 1437 1440
22 a-humuleno 1,70 1452 1455
23 germacreno D 0,20 1480 1482
24 B-selineno 1,24 1489 1487
25 a-selineno 0,52 1498 1497
26 germacreno A 0,11 1507 1506
27 &-cadineno 0,05 1522 1525
28 germacreno B 1,84 1559 1558
29 oxido de cariofileno 0,57 1582 1583
Total de compostos identificados 95,32
Total de monoterpenos 51,66
Monoterpenos hidrocarbonetos 47,35
Monoterpenos oxigenados 4,31
Total de sesquiterpenos 43,66
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 43,09
Sesquiterpenos oxigenados 0,57
Outros 4,68

Os constituintes do d6leo essencial da P. nigrum sdo similares aqueles encontrados por
(BASTOS et al., 2020). Os autores identificaram 15 terpenos, representando 92% do total dos
componentes do dleo essencial. O componente majoritario também foi o 8-cariofileno (28%), seguido
por limoneno (15%), sabineno (11,4%), B8-pineno (11%), a-pineno (10,5%), 3-careno (6%), a-copaeno
(3,6%), elemeno (2%), mirceno (1,6%) e a-cariofileno (1%). Os demais terpenos identificados
apresentaram percentuais inferiores a 1%: a-tujeno (0,93%), p-cimeno (0,47%), 2-careno (0,4%), linalol

(0,3%) e 4-terpineol (0,28%).
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Estudos prévios também reportaram a composicdo quimica qualitativa semelhante a
encontrada nesta pesquisa, embora em concentragdes individuais diferentes (ABOUTABL et al., 2011;
COSTA et al., 2010; IGWE et al., 2011; JEENA et al., 2014; KAPOOR et al., 2009; MORSHED et al., 2017).
Esses estudos também identificaram o 8-cariofileno como o principal constituinte do 6leo essencial,
mas com concentragdes variando de 25% a 80%. A variagao na composi¢ao quimica dos terpenos no
dleo essencial da P. nigrum pode ser atribuida a origem, clima, tipo de cultivo e de solo, além do
método de extracdo empregado. Por outro lado, essas variacdes podem ser causadas por adversidades
no meio ambiente, como deficiéncia de nutrientes, luz, temperaturas extremas e a presenca e/ou
auséncia de microrganismos patogénicos (GARCIA-DIEZ et al., 2016).

Existe uma variedade consideravel de constituintes e concentracdes dos compostos deste
dleo essencial, inclusive pelo surgimento de compostos nao identificados na espécie coletada no Brasil.
A composi¢do do 6leo essencial da P. nigrum coletada em 5 localidades do sul da China foi analisada
por CG/EM. Os autores identificaram 19 constituintes que representaram 98,2% — 99,35% do dleo
essencial, tendo como componentes majoritarios o 8-cariofileno (62,23%), 3-careno (26,84%), D-
limoneno (25,83%), oxido de cariofileno (8,17%), espatulenol (5,32%), copaeno (5,04%) e humuleno
(4,13%) (LI et al., 2020).

A composi¢do quimica do dleo essencial da P. nigrum coletada em diferentes localidades
vem sendo avaliada para diversos fins. Recentemente, (ZHANG et al., 2021) constataram atividades
hepatoprotetora e antifungica promissoras. Além disso, este dleo essencial tem sido avaliado para o
controle da Musca domestica (mosca-doméstica), uma espécie que vem se mostrando com elevada
resisténcia aos inseticidas convencionais. Os resultados revelaram efeitos altamente significativos do
6leo essencial nos estéagios larval (CLso = 448,94 ppm, CLgo = 2760,46 ppm), pupal (CLso= 327,73 ppm,
Clgo = 1350,32 ppm) e adultos (Clsp = 229,80 ppm, ClLso = 1129,84 ppm). Ainda, apresentou efeito

repelente (26 £ 4) % em todos os estagios avaliados (KHAN, 2021).
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Figura 11. Férmulas estruturais dos metabdlitos do 6leo essencial da P. nigrum.
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O sinergismo quimico, bem como os componentes majoritarios, pode ser responsavel
pelas atividades biolégicas atribuidas aos metabdlitos secunddrios do 6leo essencial da P. nigrum.
Dentre essas bioatividades podem ser destacadas a antibacteriana, antidepressiva, antiflingica,
antidiarréica, antiinflamatéria, antimutagénica, antimetastatica, antioxidante, antiespasmddica,
antiespermatogénica, antitumoral, antitireoidiana, afec¢bes gastricas, hepatoprotecdo, além da
inseticida (SCOTT et al., 2008; UPADHYAY; JAISWAL, 2007), larvicida (COSTA et al., 2010), e protetiva

contra o estresse oxidativo induzido por diabetes (AHMAD et al., 2012).

5.3. Desenvolvimento e caracterizagdao das nanoparticulas encapsulantes

O desenvolvimento de uma formulagdo com propriedades biodefensivas depende, na
maioria dos casos, de alguns parametros fundamentais para o planejamento de um sistema de
liberacdo controlada, como distribuicio de tamanho das nanoparticulas, concentracdo de dleo
essencial a ser encapsulado, mecanismo de liberacdo controlada, eficiéncia de encapsulamento, local
de aplicacdo, estabilidade em prateleira, além da avaliacdo de parametros fisicos como pH, turbidez e
condutividade elétrica.

Inicialmente, a proposta de aplicagdo para o sistema desenvolvido seria a agao
biodefensiva para o controle de pragas de plantacGes. Dessa forma, o produto seria aplicado em
matrizes ambientais, permanecendo na superficie das folhas das plantas para posterior liberacdo
controlada do éleo essencial e bioatividade (MAHMOUDI SABER, 2019). O tamanho de particula e sua
distribuicdo determinam propriedades como estabilidade, carga superficial e homogeneidade do
sistema (RAO; GECKELER, 2011). Por esse motivo, os sistemas carreadores a serem desenvolvidos
deveriam apresentar preferencialmente tamanho médio entre 100 — 300 nm, garantindo a
permanéncia das nanoparticulas no ambiente e no local de a¢do, sem que haja a penetragdo pela
parede celular da planta, devido ao tamanho do poro que, de forma geral, varia entre 5 e 20 nm (NAIR

et al.,, 2010). Outros fatores a serem considerados estdo relacionados a bioatividade dos
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nanossistemas no solo (apds a remocgdo pela acdo da chuva), como o polimero empregado como
carreador e a biodegradabilidade (DE AVILA et al., 2009).

O primeiro parametro a ser considerado no desenvolvimento das formulagdes foi a
escolha do polimero carreador, o qual seria determinante para a distribuicdo dos tamanhos dos
didmetros das nanoparticulas. Nas primeiras formula¢des foi usado somente o PCL, resultando
nanoparticulas de didametro médio abaixo de 50 nm. Essa distribuicdo de tamanho de diametros nao
seria ideal, como discutido anteriormente. No entanto, como o PCL tem se mostrado um excelente
agente carreador para dleos essenciais, resultando em elevada eficiéncia de encapsulamento em
sistemas de liberagdo controlada (OLIVEIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2018), optou-se pelo
desenvolvimento de um sistema bicamada, no qual a segunda camada seria constituida por gelatina
do tipo B. Esse artificio resultou no aumento do diametro médio de sistemas encapsulados e permitiu
o desenvolvimento de nanoparticulas para aplicacées especificas. Dessa forma, o desenvolvimento das
formulagGes foi baseado em dois mecanismos de encapsulamento simultaneos: a emulsdo-difusdo e a
emulsificacdo dupla (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Sistemas encapsulados constituidos por nanoparticulas bicamadas vém sendo
desenvolvidos para as mais diversas finalidades. Atualmente, existem muitas pesquisas focadas
especialmente na compreensdo da interagdo entre os carreadores que constituem as nanoparticulas,
e de que forma essa interagdo pode interferir no mecanismo de liberagao controlada no ativo
encapsulado (DA COSTA et al., 2021). Além disso, um conjunto de técnicas forneceram informagdes
que, reunidas, puderam gerar um conjunto de dados capaz de fornecer subsidios para a otimizagdo do
sistema desenvolvido e, consequentemente, sua estabilidade ao longo de tempo. Esses resultados

serdo apresentados a seguir.

5.3.1. Tamanho de particulas e indice de Polidispersividade (PDI)
As técnicas de DLS e AFM foram utilizadas para a avaliacdo do tamanho médio dos

didmetros das nanoparticulas e do indice de Polidispersividade (PDI) levando-se em consideracdo as
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formulagbes contendo nanoparticulas vazias (NPV) e as formulag¢bes contendo dleo essencial
encapsulado (NPOE).

A Figura 12 ilustra o tamanho de particula e o PDI gerados pela técnica de DLS. As
formulagGes NPV e NPOE apresentaram nanoparticulas com diametros médios de (260 + 10) nm e (290
+ 30) nm, respectivamente. A distribuicdo de tamanho de particula inferida pelo PDI foi encontrada
entre (0,20 £ 0,02) e (0,23 + 0,03), respectivamente, para os sistemas NPV e NPOE. Os resultados
obtidos mostram que tanto o sistema vazio quando o carreado com dleo essencial apresentaram
nanoparticulas com didmetro hidrodindmico e PDI compativeis com suspensdes coloidais. As medidas
de tamanho e a polidispersividade sdo parametros indicativos de estabilidade, e indicaram que os
sistemas desenvolvidos sdo relativamente homogéneos, sem agregados e menos propensos a
desestabilizacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Os valores obtidos estdo de acordo com aqueles reportados, os quais estabelecem que
particulas com didmetros médios inferiores a 300 nm e PDI iguais ou abaixo de 0,2 sdo uniformes e

estdveis enquanto sistemas coloidais (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Figura 12. Tamanho de particulas e Indice de policidspersdo gerado por Dinamic Light Scattering (DLS). NPOE: Nanoparticulas
poliméricas contendo éleo essencial encapsulado; NPV: Nanoparticulas vazias.
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(ZANETTI et al., 2019) produziram nanoparticulas poliméricas a base de PCL para o
encapsulamento de cinamato de geranila. As nanoparticulas vazias apresentaram tamanho médio de
168,8 nm e PDI de 0,165. Ja as nanoparticulas carreadas apresentaram didametro médio de 177,6 nme
PDI de 0,173, dados obtidos por DLS. Estes resultados indicaram que a presenca dos ativos
encapsulados influenciou na distribuicdo de tamanhos e PDI. Essa mesma constata¢do foi observada
em nosso estudo. No entanto, também podemos considerar que a gelatina, enquanto segunda camada
das nanoparticulas encapsulantes, pode ter influenciado na distribuicdo de tamanho, uma vez que
sistemas bicamadas induzem naturalmente a novos desafios, inclusive a afinidade quimica entre os
carreadores (DA COSTA et al., 2021).

(ABRIATA et al., 2019) desenvolveram e caracterizaram nanoparticulas poliméricas
também a base PCL para o carreamento de paclitaxel, resultando em didametros médios em torno de
140 nm e PDI menor que 0,1, além de elevada eficiéncia de encapsulamento.

(GHASEMISHAHRESTANI et al., 2015) reportaram o didametro médio de nanoparticulas a
base de gelatina em torno de 328,7, com PDI de 0,065 para NPV, e 365,5 nm e 0,285 para as
nanoparticulas carreadas. Esses dados estdo relativamente préximos aos obtidos nesta pesquisa.

Através das imagens de AFM foi possivel observar a formacdo das nanoparticulas
carreadoras. A Figura 13 mostra a morfologia dos sistemas (a) NPV e (b) NPOE. As regides em forma
de circulos referem-se aos dominios em destaque e ordenados da membrana PCL/Gelatina, sendo
associadas a formagdo das nanoparticulas encapsulantes. Os sistemas NPV e NPOE apresentaram
morfologia proxima a esférica. O tamanho médio das nanoparticulas poliméricas vazias foi
determinado em torno de (300 + 10) nm e PDI de (0,17 £ 0,03) (Figura 13a). J4 o sistema carreado com
6leo essencial apresentou tamanho médio de (330 = 20) nm e PDI de (0,23 % 0,03) (Figura 13b).

A morfologia esférica revelada em ambos os sistemas é significativamente importante em
liberacdo controlada para controle de pragas em culturas de plantas devido a adesdo uniforme
necessaria sobre a superficie da planta (TSUIJI, 2001). Uma distribuicdo uniforme de picos e vales ao

longo da superficie das nanoparticulas pode ser atil para uma interagdo uniforme entre as
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nanoparticulas e a superficie da planta, contribuindo para a degradacdo das nanoparticulas e liberagédo

do dleo essencial.

Frequencia

0.10 015 020 025 030 035 0.40 0.45 010 015 020 025 030 035 040 045 050
Diametro (um)

Diametro (um)

Figura 13. Formac3o das nanoparticulas encapsulantes a base de PCL/Gelatina: (a) nanoparticulas vazias com topografia, (b)
nanoparticulas carreadas com 6leo essencial com topografia, (c) distribuicdo de tamanho das nanparticulas vazias e (d)
distribuicdo de tamanho das nanparticulas carreadas. Os histogramas foram gerados a partir do programa Image)
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

Comparando-se os resultados de tamanho médio de diametro e polidispersividade com

aqueles obtidos por DLS, pode confirmar que, além da formagdo das nanoparticulas, o tamanho e a
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dispersdo das mesmas sdo proximos, sugerindo que os sistemas coloidais desenvolvidos contém
particulas em escala nanométrica. As diferencas nos valores encontrados pelas duas técnicas estao
relacionadas a sensibilidade de cada equipamento, e estdo sendo consideradas dentro do desvio
padrdo. Dessa forma, podemos dizer que ambas as técnicas foram complementares tanto para avaliar
a formacdo das nanoparticulas, quanto para determinar seus didametros, PDI e morfologia.

(XING et al., 2005) investigaram a variacdo de morfologias e tamanhos de particulas
através de proporg¢des de surfactantes. Quando os mesmos estavam em baixa propor¢ao, a formacgao
de nanoparticulas poliméricas estdveis ndao foi observada, além de serem observadas distor¢des na
morfologia, tornando-a irregular e com menor capacidade encapsulante. Uma adicdo excessiva de
surfactante também pode causar efeitos adversos, provocando agregacao. Além disso, com o aumento
da adicdo de surfactante, o didmetro médio das particulas diminuiu. Comparativamente, nosso estudo
garante que a proporc¢ao de surfactantes usados na formulacdo foi adequada.

Através das imagens de topografia (Figura 13(a) e (b)) foi avaliada a rugosidade superficial
das nanoparticulas vazias (NPV) e carreadas (NPNOE). Este é o resultado da interacdo de varios fatores,
alguns deles intrinsecos e podem estar relacionados com o prdprio material (tipo, forma, tamanho,
distribuicdo, grau de polimerizagdo e eficiéncia na ligagdo entre as os carreadores) (LEE et al., 2021).
Outros fatores extrinsecos podem afetar a rugosidade superficial, tais como tipo de sistema polimérico
usado, exposicdo do material a condigbes extremas e método de obtengdo da nanoparticulas
(MARGHALANI, 2010).

A rugosidade média aritmética da superficie das nanoparticulas (RA) é definida como o
desvio médio absoluto de irregularidades na rugosidade da linha média ao longo de um comprimento
da superficie. O pardmetro RA foi obtido através de equagdo a descrita por (GADELMAWLA et al.,
2002). A rugosidade quadrada média (RQ) é o desvio padrao da distribuicdo da altura da superficie e é
usada para descrever a rugosidade da superficie (GADELMAWLA et al., 2002)

A rugosidade aritmética (RA) e quadratica (RQ) encontrada para as NPV foide (9 + 1) e

(11 £ 2) respectivamente. Enquanto para as NPOE, a rugosidade encontrada foi RA=(15+ 1) e RQ =
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(20 £ 2). Estes resultados revelam a influéncia do encapsulamento do éleo essencial na rugosidade das
nanoparticulas. Estes valores de rugosidades foram extraidos do filme de nanoparticulas preenchidas
e vazias, apos a secagem no substrato. De acordo com os valores encontrados, verificou-se que ambas
as rugosidades (RQ) e (RA) seguem uma tendéncia de aumento em razdo da presenca do dleo essencial
no interior das nanoparticulas (COSTA; AZEVEDO; SANCHES, 2021).

A andlise morfoldgica de parametros de superficie baseada na técnica AFM representa
uma ferramenta importante e eficiente para a avaliacdo de sistemas de liberacdo controlada,
especialmente aqueles constituidos de nanoparticulas biopoliméricas contendo éleos essenciais. A
avaliagcdo desses parametros pode influenciar no desenvolvimento de um determinado sistema e
auxiliar no processo de fabricacdo de nanoparticulas com propriedades de superficie adequadas para
aplicacao tecnolégica. O controle das propriedades superficiais de nanoparticulas carregadas com éleo
essencial, como a rugosidade, é fundamental para a ancoragem dessas nanoparticulas a outras
superficies e, portanto, o estudo de parametros morfolégicos pode ser a chave para encontrar uma
superficie adequada. Com isso, esse sistema pode liberar seu principio ativo nas condi¢des propostas.
Em nosso caso, essa ferramenta tedrica foi importante para avaliar as diferencas entre o sistema vazio
e o sistema contendo dleo essencial encapsulado. De acordo com os resultados, podemos sugerir que
o sistema contendo dleo essencial encapsulado possui as melhores condi¢Ges, como esperado, para
atuar como biodefensivo, uma vez que os resultados baseados na andlise morfoldgica de rugosidade
sugerem que este sistema apresenta maior aspereza e microtextura, o que pode levar a eficiente
ancoragem da nanoparticula a outra superficie para posterior liberacdo do éleo essencial (DE OLIVEIRA

et al., 2020).

5.3.2 Potencial zeta ()
A Figura 14 mostra a variacao do potencial zeta em fung¢ao do pH dos sistemas NPV e
NPOE. O pH de um sistema coloidal é um dos parametros mais importantes e que diretamente afeta

os valores do potencial zeta. A faixa de pH avaliada foi de 2 a 13, sendo possivel notar que no intervalo
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de pH = 2 a pH = 4 houve uma tendencia de ambos os sistemas manterem seus pontos isoelétricos
(C~0), fator determinante para a aglomeragdo das nanoparticulas e, portanto, desestabilizacdo dos
sistemas. No entanto, observou-se que, com o aumento do pH entre 5 e 8, ambos os sistemas
passaram a adquirir consideravel carga superficial, a qual atingiu seu maior valor (em mddulo) para o
pH = 8. Para este pH, o sistema NPV apresentou { = (-35 + 2) mV. Ja as nanoparticulas carreadas com
Oleo essencial apresentaram { = (-45 + 3) mV.

O potencial zeta é um parametro fisico-quimico importante para o fornecimento de
informacbes que podem ser correlacionadas com a estabilidade de sistemas coloidais (SCHAFFAZICK
et al., 2003) pois esta correlacionado com cargas das superficies das mesmas. Os valores do potencial
zeta dos sistemas NPV e NPOE em pH = 8 indicaram boa estabilidade em solu¢do, uma vez que os
valores encontrados sdo maiores que -30 mV (CAMPELO et al., 2017a;).

A andlise do potencial zeta também é um indicativo que determina os tipos de
estabilidade que ocorrem em sistemas coloidais. Na estabilidade estérica, por exemplo, o
emulsificante se junta a superficie das nanoparticulas, auxiliando em sua estabilizagdo, e geralmente
sdo observadas em sistemas coloidais com baixo potencial zeta. Ja a estabilidade eletrostatica ocorre
quando ha repulsdo entre as particulas devido a elevada carga superficial, dificultando a aglomeracao
do sistema coloidal (CAMPELO et al., 2017).

O valor do T no sistema NPV (-35 £ 2) mV ja é indicativo de um relevante equilibrio. No
entanto, o encapsulamento do 6leo essencial alterou o valor de T para (-45 £ 3 mV), sendo um
indicativo do melhoramento da estabilidade do sistema coloidal em termos de cargas superficiais. A
literatura reporta que, quando o valor do potencial zeta (em mddulo) for elevado, o sistema podera
apresenta boa estabilidade fisico-quimica uma vez que grandes forgas repulsivas tendem a evitar a
aglomeragdo em fung¢do dos choques aleatérios de nanoparticulas, bem como garantir a eficiéncia de
encapsulamento (SCHAFFAZICK et al., 2003). Quanto maior for a repulsdo de cargas entre dois glébulos
proximos, menor a sua interacdo e, portanto, menor a tendéncia a floculagdo e coalescéncia. Assim,

valores iguais ou maiores a 30 mV (em médulo) sdo importantes para a estabilidade fisico-quimica de

69



uma solugdo coloidal, pois indica que a forga repulsiva da dupla camada idnica é superior a forca

atrativa de van der Waals (ROLAND et al., 2003)
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Figura 14. Potencial zeta das nanoparticulas poliméricas vazias (NPV) e com 6leo essencial encapsulado (NPOE).

Valores negativos elevados de potencial zeta podem estar relacionados aos grupos
carboxilicos e/ou grupos ionizados do biopolimero gelatina, assim como a presenca dos grupos
terminais dos surfactantes utilizados na formulagdo (ABRIATA et al., 2019), no caso o span 60 e o
polisorbato 80 (XING et al., 2005).

(JIMENEZ et al., 2018) prepararam e caracterizaram micro e nanoemulsdes contendo éleo
essencial da P. nigrum usando ultrassom e homogeneizacdo em alta pressao utilizando span 60 e
tween 80. O valor de potencial zeta foi encontrado préximo ao sistema obtido nesta pesquisa, variando

entre (-48 £ 1) e (-51 £ 2) mV.

5.3.3. Andlise espectroscdpica por FTIR e AFM-IR
A Figura 15 mostra os espectros de FTIR do (a) dleo essencial in natura, (b) PCL puro, (c)
gelatina pura, (d) sistema coloidal contendo nanoparticulas vazias e (e) sistema coloidal contendo

nanoparticulas carreadas com dleo essencial.
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O espectro do 6leo essencial in natura é mostrado na Figura 15a. As bandas encontradas
entre 1300 e 1000 cm™ s3o de descricdes complexas. Devido a mistura de constituintes quimicos,
algumas bandas podem estar sobrepostas. As bandas localizadas em 3077 cm™, 2961 cm™, 2924 cm™?
e 2864 cm™ estdo associadas aos modos vibracionais vis(CH). O modo vibracional v(C=C) foi observado
em 1655 cm™. A banda em 1445 cm™ estd associada ao modo vibracional 85(CH;). As bandas em 1360
cm™ foram atribuidas ao modo vibracional v(=C—0—-C). As bandas em 1196 cm™ e 1147 cm™ foram

atribuidas aos modos vibracionais w(CH,).

T T T T T T T T T T T T T u T T T
@) Oleo Essencial ©
3077 _

S &

" 8

« il

E &

= =

2961
2944 2663 1|24D
1294
T u T u T : T ) T g T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Comprimento de onda (cm™) Comprimento de onda (cm™)
T T T u T T T y E T T T T T T T T y T T T
®) Gelatina () Nanoparticulas Vazias
Amida Il

2 Amida Il g
) 3

S <
& £
‘E E 1635 N
% E Amida A
= =

Nanoparticulas Carreadas
Amida Il
Amida A
Amidal 1635
T T T T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Comprimento de onda (cm?) Comprimento de onda (cm)

Figura 15. Espectros de FTIR de (a) EO de P. nigrum, (b) gelatina, (c) PCL, (d) nanoparticulas vazias e (e) nanoparticulas
carreadas com 6leo essencial.

Os modos vibracionais v(C—0) foram verificados em 1023 cm™ e 990 cm™. A banda em 919
cm foi atribuida ao modo vibracional p(—~C-H). A flexdo fora do plano de CH; foi encontrada em 863

cml. Geralmente, os grupos funcionais observados compartilham maior semelhanca com resultados
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ja reportados (BOUNAAS et al., 2018; KAMARAJ et al., 2017; OLALERE; ABDURAHMAN; ALARA, 2017;
RAKMAI et al., 2017b).

O espectro referente a gelatina é mostrado na Figura 15b. Quatro regiGes principais foram
observadas na faixa de (i) 3500-2300 cm?, (ii) 1656-1644 cm?, (iii) 1560-1335 cm™ e (iv) 1240-750 cm’
! que correspondem as regides amida A, amida |, amida Il e amida lll, respectivamente. Resultados
semelhantes também foram relatados anteriormente (CEBI et al., 2016; HASHIM et al., 2010; PRADINI
et al., 2018; SILVA et al., 2018). A amida A é representada pelo modo vibracional v(N-H) acoplado a
ligacdo de hidrogénio e O-H livre, enquanto a amida | contém o modo vibracional v(C = O) com
contribuicdo da vibracdo do estiramento C—N. A amida I, banda entre 1600 cm™ e 1700 cm?,
representa o pico mais util para a andlise de estruturas de proteinas secundarias. A amida Il surge da
vibracdo de flexdo N—H e modo de vibracdo v(C—N). A amida Ill representa a vibracdo no plano dos
grupos C—N e N-H da amida ligada ou vibracdo do grupo CH,. (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004;
PRADINI et al., 2018; PRANOTO; LEE; PARK, 2007).

O espectro do PCL (Figura 15c¢) apresentou uma banda em 1727 cm™! resultante do modo
vibracional v(C = 0). A banda em 1294 cm™? foi atribuida aos modos vibracionais v(C-C) e v(C-0) da
fase cristalina. Outras bandas também foram observadas em 2944 cm™ e 2863 cm™ sendo atribuidas,
respectivamente, aos modos vibracionais vas(CH,) e vs(CH). A banda em 1240 cm™ foi atribuida ao
modo vibracional v,(COC). As bandas em 1190 cm™ podem ser conferidas aos modos vibracionais
v(0C-0) e v5(COC), respectivamente. A banda em 1157 cm foi atribuida aos modos vibracionais v(C—
0) e v(C-C) na fase nao cristalina (COLEMAN; ZARIAN, 1979; ELZEIN et al., 2004; PHILLIPSON; HAY;
JENKINS, 2014).

A Figura 15d mostra o espectro dos sistemas coloidais contendo as nanoparticulas vazias
e as hanoparticulas carreadas. Duas bandas principais foram observadas: a primeira variando de 3500
cm™a 2300 cm™ e atribuida a regido da amida A, e a segunda banda principal encontrada em 1635 cm-
! e relacionada a regido da amida | (DA COSTA et al., 2021). Ambas as bandas foram relacionadas ao

carreador gelatina. Esse perfil espectral atribuido a gelatina nos sistemas encapsulados é diferente
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daquele observado no caso da gelatina pura. Essa diferenca pode ser atribuida a varios fatores. Dentre
eles, destaca-se a nanometrizagdo da gelatina pelo processo de encapsulagdo (LAl et al., 2014). Além
disso, pode ser sugerida também a interacdo quimica entre os carreadores (BASTOS et al., 2020).

Observa-se que as bandas caracteristicas do PCL e do dleo essencial ndo foram
encontradas nos espectros das nanoparticulas carreadas ou vazias. Por este motivo, podemos sugerir
que a diferenca de concentragao entre os constituintes da formulacdo (especialmente PCL, gelatina e
6leo essencial) pode ter influenciado no perfil dos espectros dos sistemas coloidais contendo as
nanoparticulas, uma vez que a massa de gelatina é 20 vezes maior que a massa de PCL utilizada na
formulagdo (DA COSTA et al., 2021). Dessa forma, as bandas de absorg¢do caracteristicas do PCL e do
dleo essencial podem ter sido encobertas pelas bandas alargadas e intensas da gelatina. Essa pode ser
uma limitacdo da técnica que se caracterizou por permitir uma andlise generalizada dos sistemas
coloidais como um todo (GAUTAM; DINDA; MISHRA, 2013). Resultados parecidos também foram
reportados previamente, mostrando que as bandas de absorc¢ado do éleo essencial encapsulado e do
PCL também ndo foram visualizadas pelos mesmos motivos, destacando-se apenas o perfil espectral
da gelatina nanometrizada (também em maiores concentracGes que os demais constituintes) nos
sistemas encapsulados (SILVA et al., 2020, 2018).

Conforme observando anteriormente, o perfil espectral dos sistemas contendo as
nanoparticulas é predominantemente representado pelas bandas de absorgao da gelatina, mas ndo é
idéntico ao perfil da gelatina pura. No entanto, devido a intensidade e largura consideraveis dessas
bandas, uma andlise mais aprofundada acerca dessas interagdes nao foi possivel ser realizada, mas
pode ser deduzida:

(i) A Gelatina em escala nanométrica pode apresentar caracteristicas diferentes da
gelatina em escala micrométrica, sendo que a nanometrizagdo pode levar a modifica¢des estruturais
e rearranjos nao definidos;

(ii) O PCL, quando dissolvido em solvente organico, ndo produz nenhum ion em solugdo.

No entanto, a gelatina, um polimero polieletrélito que possui muitos grupos ionizaveis (como grupos
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aminos e carboxilicos) pode produzir ions que ficam disponiveis em solucdo. Devido aos grupos
funcionais do PCL e gelatina, pode ser possivel o surgimento de interagcdes quimicas entre esses
carreadores, como a ligacdo de hidrogénio entre o grupo éster de PCL e o grupo amina das moléculas

de gelatina (Figura 16) (GAUTAM; DINDA; MISHRA, 2013; GOUDARZI et al., 2021).
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Figura 16. (a) Esquema de possiveis interagdes entre fases na formagdo das nanoparticulas e (b) Proposta especulativa da

interagdo entre o PCL e a Gelatina na estrutura das nanoparticulas poliméricas.

Mesmo baseando-se em trabalhos ja publicados com resultados semelhantes de FTIR,
ainda permaneceu a importancia de identificar a presenca do dleo essencial nas nanoparticulas
carreadas. Devido as inconclusdes oriundas da analise de FTIR, também foram realizadas medidas de
AFM-IR para avaliar melhor a topografia e a composicdo quimica das nanoparticulas (DAZZI et al.,
2012), uma vez que essa técnica permite a andlise pontual do sistema. Além disso, essa técnica permite
obter informagdes quimicas com resolucdo em nanoescala, além de ter a vantagem de uma medida
extremamente localizada, sendo possivel selecionar algumas nanoparticulas e submeté-las ao feixe de
infravermelho. Esta técnica vem sendo utilizada como ferramenta para avaliar a morfologia e a
composicdo quimica de diversas nanoestruturas (ELZEIN et al., 2004; FARBER et al., 2019; HUANG et

al., 2020; PEREZ-GUAITA et al., 2018).
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As formulagdes contendo as nanoparticulas carreadas e vazias foram diluidas permitindo
a dispersao na superficie da lamina de vidro, evitando a influéncia das nanoparticulas vizinhas. Mapas
topograficos, espectros e mapas de infravermelho foram registrados em trés nanoparticulas diferentes
para cada sistema coloidal, conforme mostra a Figura 17. As regides selecionadas foram destacadas
por setas verdes nas imagens de AFM (Figuras 17 (a) e (b)), que foram relacionadas as nanoparticulas
vazias e carreadas com dleo essencial, respectivamente.

Uma das principais caracteristicas da técnica AFM-IR na caracterizacdo de materiais é a
forte correlacdo com medidas por espectroscopia FTIR convencional. Isso ocorre porque o sinal

medido pelo AFM-IR é diretamente proporcional ao coeficiente de absorcao no infravermelho para

um dado material (DAZZ| et al., 2012).
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Figura 17. Mapas topograficos AFM (a) NPV e (b) NPOE (c) espectro AFM-IR do éleo essencial, (d) espectro AFM-IR do sistema
NPV e (e) espectro AFM-IR do sistema NPOE no intervalo de 1550-1800 cm-. As setas verdes indicam as nanoparticulas
selecionadas para a aplicagdo do feixe de Infravermelho.

Em nosso experimento, o espectro de absor¢do das amostras foi medido diretamente pela
andlise da deflexdo da ponteira do AFM quando posicionada na nanoparticula desejada, e um laser

pulsado excitou as ligacbes quimicas gerando uma expansdo térmica modulada. Desta forma,
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enquanto as informacgGes topograficas da amostra foram armazenadas quando a ponteira faz a
varredura em sua superficie, os mapas quimicos também foram coletados monitorando a deflexdo da
ponteira na frequéncia da fonte de infravermelho. Assim, os espectros de absorgao estdo relacionados
as medic¢Oes convencionais de espectroscopia de infravermelho (DAZZI et al., 2012).

Trés bandas principais foram observadas nos espectros das nanoparticulas carreadas
(Figura 17(e)), em (i) 1742 cm™ e (ii) 1557 cm™, bem como uma banda larga entre (iii) 1700 a 1600 cm
!, As bandas localizadas em 1742 cm™ e 1557 cm™ apresentaram aumento de intensidade no espectro
das nanoparticulas vazias (Figura 17(d)). Além disso, a banda larga entre 1700 a 1600 cm™ n3o foi
encontrada no espectro das nanoparticulas vazias.

A banda localizada em 1742 cm™ est4 claramente relacionada ao modo vibracional v(C=0)
do PCL, uma vez que a gelatina ndo apresenta bandas em torno deste comprimento de onda (Figura
15(b)). Abanda em 1557 cm™ estda claramente relacionada a regido do grupo amida Il da gelatina. Além
disso, nenhuma banda foi observada em torno deste comprimento de onda no espectro do PCL (Figura
15(c)).

Finalmente, a banda larga de 1700 a 1600 cm™ foi formada por uma banda centrada em
1656 cm™ (encontrada apenas nos espectros das nanoparticulas carreadas) e um ombro discreto em
torno de 1635 cm™? (encontrado em ambos os espectros). A banda localizada em 1656 cm™ foi
relacionada a contribuicdo do dleo essencial (e melhor visualizada nos espectros do éleo essencial in-
natura, Figura 17 (c), e pode ser atribuida basicamente ao estiramento C=C de todas as moléculas
terpénicas que constituem quimicamente o dleo essencial (BASTOS et al., 2020). A banda localizada
em 1635 cm™ estd relacionada ao grupo amida | do carreador gelatina.

Dessa forma, a técnica AFM-IR permitiu a obtencdo de informagées quimicas localizadas.
Os resultados obtidos por AFM-IR foram importantes por fornecerem informacbes sobre as
nanoparticulas individuais desenvolvidas: permitiu a verificagdo das bandas de absorcdo dos
carreadores PCL e gelatina, além de mostrar o sucesso do encapsulamento do dleo essencial no

sistema contendo as nanoparticulas carreadas (DA COSTA et al., 2021).
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5.3.4. Eficiéncia de Encapsulagdo (EE)

A associacdo entre os materiais de sintese, o método utilizado e as condi¢es de preparo
e armazenamento podem ser avaliados como efetiva, pois influenciaram consideravelmente na
Eficiéncia de Encapsulamento (EE) do dleo essencial, a qual foi estimada em (98 + 2) %. Esses dados
corroboram com os resultados obtidos por AFM-IR mostrando que, de fato, existe éleo essencial
encapsulado nas nanoparticulas poliméricas.

Diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de 6leo essencial associado aos
sistemas nanoestruturados, dentre os quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas, o pH do
meio, as caracteristicas da superficie das particulas como cargas superficiais, rugosidade, morfologia,
a natureza do polimero, a quantidade de 6leo essencial encapsulado, a ordem de adi¢do dos reagentes
na sintese, a natureza do dleo essencial utilizado e o tipo de tensoativo adsorvido a superficie
polimérica (SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002).

Muitos 6leos essenciais sdo encapsulados com o objetivo de preservar e melhorar as
bioatividades conferidas aos mesmos. Tem-se tentado criar sistemas que atinjam elevada EE, porém
esses sistemas nado sdo faceis de serem obtidos em sistemas biodegradaveis, e o grande desafio é criar
mecanismos quimicos para que a EE seja mantida pelo maior tempo possivel.

(PASCUAL-VILLALOBOS et al., 2015) encapsularam varios éleos essenciais com atividades
inseticidas em sistemas contendo carreadores a base de alginato e glicerol, porém com baixa EE,
variando de (10 £ 1) % a (29 * 2) %. (ASPREA et al., 2017) desenvolveram sistemas encapsulados a base
de lipidios e obtiveram EE entre (46,30 £ 0.01) % e (50,90 £ 0.02) % no encapsulamento do dleo
essencial de tomilho. (RAKMAI et al.,, 2017a) encapsularam o dleo essencial da P. nigrum em
nanoparticulas a base de hidroxipropil-8-ciclodextrina, reportando EE de (50 + 2) %. Os autores
sugerem que essa eficiéncia pode estar relacionada a afinidade dos compostos do 6leo essencial com
o carreador.

No entanto, temos em literatura diversos casos de sistemas encapsulados com elevados

valores de EE. (TEIXEIRA et al., 2013) encapsularam o 6leo da P. nigrum em nanocapsulas poliméricas
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de ciclodextrina, afim de avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do dleo essencial. A EE foi
de (78 * 4) %, evidenciando a importancia da escolha do carreador. InvestigacGes também foram
realizadas acerca da encapsulagdo do dleo essencial da P. nigrum em particulas formadas por goma
arabica, e a EE foi de 80% (IGWE et al., 2011).

(NAIDU; PAULSON, 2011) desenvolveram um método de obtencdo de nanoparticulas
poliméricas de gelatina para encapsulagao e liberacdo de ativos com EE de 85%. (GRILLO et al., 2012b)
sintetizaram nanoparticulas a base de PCL para a encapsulagdo de herbicidas com EE superior a 84%.
Metodologias para a encapsulacdo de 6leos essenciais sdo estudadas para alcancar elevada EE visando
melhorar as atividades bioldgicas atribuidas aos mesmos (ASBAHANI et al., 2015; HASANI; OJAGH;
GHORBANI, 2018; LIU et al., 2017a). Na encapsulacdo do d6leo essencial da Piper nigrum em
nanoparticulas de gelatina e alginato de sddio pelo método de coacervacao complexa foi observada a
EE entre (49 + 3) % a (82 + 4) % (BASTOS et al., 2020).

Esses resultados ressaltam a efetividade do sistema de nanoparticulas desenvolvido nesta
pesquisa, bem como a necessidade da escolha de carreadores adequados e de elevada capacidade de
carreamento. A EE depende de varios parametros. A retencdo do agente ativo no carreador é
governada por fatores relacionados a natureza quimica do ativo encapsulado, incluindo seu peso
molecular, funcionalidade quimica, polaridade e volatilidade, além das propriedades do carreador e
da técnica de encapsulagao escolhida. Por outro lado, as propriedades hidrofébicas dos surfactantes
também afetam a eficiéncia de encapsulagdo (BRAVO CADENA et al., 2018). Embora tenham sido
reportados em literatura diversos sistemas formados por polimeros biodegradaveis com elevada EE,
sdo poucos que abordam a variacdo da EE ao longo de tempo, tornando-se questiondvel a estabilidade
desses sistemas para posteriores aplicagdes. Dessa forma, seguiu-se essa pesquisa avaliando a
estabilidade dos sistemas desenvolvidos através do monitoramento dos parametros EE, condutividade

elétrica, pH, turbidez e propriedades organolépticas, como serd detalhadamente discutido a seguir.
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5.4. Estabilidade dos sistemas contendo dleo essencial encapsulado

Neste tdpico serdo apresentadas as avaliacdes da estabilidade das nanoparticulas
contendo dleo essencial encapsulado. A adicdo de conservantes representa uma alternativa para
prolongar a estabilidade de formulag¢des. A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em
meio aquoso pode ser limitada, devido aos problemas de baixa estabilidade fisico-quimica, em
periodos de armazenamento prolongados. As principais limitacdes sdo a agregacdo das particulas, a
estabilidade quimica do polimero e, ainda, a liberagdo prematura da substancia ativa (GUTERRES et
al., 1995; SAEZ et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso, é importante enfatizar que sistemas
coloidais sdo propensos a proliferacdo microbiana (SILVA et al., 2020). No entanto, poucos trabalhos
relacionados a sistemas coloidais contendo nanoparticulas poliméricas biodegradaveis tém se
preocupado em avaliar a adicdo de tais componentes as formulagdes (SCHOLER et al., 2000; SILVA et
al., 2020).

No sistema contendo nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e déleo essencial
encapsulado, foram adicionados os conservantes (i) fenoxietanol/metilisotiazolinona (NPNE), (ii)
metilisotiazolinona (NPMI), (iii)) benzoato de sdédio (NPBS), (iv) timol (NPTI) e (v) 4cido
etilenodiaminotetracético (NPED). Foi considerado também o sistema contendo éleo essencial sem a
adicdo de conservante (NPSC). Portanto, foram desenvolvidas 6 formulagdes.

No Brasil, ndo existe ainda uma regulamentagao especifica para sistemas biodefensivos
contendo 6leos essenciais como substancia ativa para utilizagdo em controle de pragas em agricultura.
Existem regulamentagGes apenas para produtos bioldgicos, que sdo aqueles insumos agricolas
desenvolvidos a partir de um ingrediente ativo que seja natural, considerado ativo biolégico. Agentes
macrobiolégicos (acaros, Insetos e nematoides), microbiolégicos (virus, bactérias e fungos),
semioquimicos (feromoénios) e bioquimicos (hormaonios) sdo considerados ativos bioldgicos e fazem
parte da formula¢do de diferentes biodefensivos, destinados ao uso na producdo, armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas. Algumas diferenciacdes na regulagdo de produtos de origem

bioldgica, frente aos quimicos, ja vém sendo estabelecidos pela ANVISA, IBAMA e MAPA, desde a
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publicacdo do Decreto N° 4.074/2002 que prioriza os produtos de baixa toxicidade, beneficiando os de
origem biolégica, especialmente aqueles que poderiam ser utilizados na agricultura organica. No
entanto, produtos contendo 6leos essenciais encapsulados para aplicacdo biodefensiva nao se
enquadram nessas categorias.

Por essas razoes, as avaliagdes de estabilidade das formula¢des desenvolvidas vém sendo
baseadas no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004), com modificagoes.

Antes de iniciar as avaliagbes de estabilidade propriamente ditas, a (ANVISA, 2004)
recomenda que a formulacdo seja submetida a um teste de centrifugacdo a 3.000 rpm durante 30 min.
O produto deve permanecer estdvel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de
reformulacdo. Se aprovado nesse teste, o produto poder3, de fato, ser entdo submetido as avaliacoes
de estabilidade. O teste de centrifugacdo foi realizado conforme as recomendacdes ja descritas, ndo
sendo observada separacdo de fases ou formacdo de corpo de fundo. Este teste preliminar é um
indicativo para a avaliacdo continuada da estabilidade dos sistemas desenvolvidos, podendo entdo ser
avaliados outros parametros protocolados.

No teste de centrifugacdo, a for¢a da gravidade atua sobre as nanoparticulas fazendo com
gue se movam no meio. Este teste simula um aumento na forca de gravidade, influenciando a
mobilidade das particulas e antecipando possiveis instabilidades, as quais podem ser observadas em
forma de precipitagdo, separagdo de fases e coalescéncia. Para (FIRMINO et al., 2011), o teste de
centrifugagdo determina a estabilidade fisica de sistemas coloidais. Assim, quando submetidos a
centrifugacdo, caso o sistema nao apresente boa estabilidade, haverd a tendéncia de separagao de
seus componentes e, portanto, a necessidade de reformulagdo dos sistemas.

De acordo com a (ANVISA, 2004) o estudo de estabilidade é realizado a fim de avaliar a
capacidade do material de manter suas propriedades organolépticas, fisico-quimicas e microbioldgicas
preservadas a longo prazo. Como dito anteriormente, em nosso caso essa avaliagdo foi realizada sob
a acdo de diferentes conservantes. Esses ensaios permitiram a obtencdo de um panorama geral da

estabilidade das formulagGes ao longo do tempo (sob manipulagdo constante e em prateleira) através
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da avaliagdo dos parametros EE (%), condutividade elétrica, pH, turbidez e propriedades
organolépticas (cor e odor).

Os ensaios de estabilidades realizados nesta pesquisa foram os seguintes:
(i) Estabilidade preliminar: as formulagdes foram submetidas a temperaturas [(5 * 2) °C] visando a
primeira triagem;
(ii) Estabilidade sob manipulagdo constante a (25 + 2) °C: as formulagbes foram submetidas a
manipulacdo constante, em intervalos pré-estabelecidos (entre 1 e 3 dias), até atingirem EE (%) igual
ou inferior a 70%, ou apresentarem alteragdes (levemente ou intensamente modificadas) em suas
propriedades organolépticas (cor e odor);
(iii) Teste de prateleira: As formula¢des selecionadas nos testes de estabilidade sob manipulagdo
constante a (25 + 2) °C foram submetidas aos testes de prateleira a (25 * 2) °C e (35 * 2) °C, onde
permaneceram estocadas até atingirem EE (%) igual ou inferior a 70%, ou apresentarem alteracoes
(levemente ou intensamente modificadas) em suas propriedades organolépticas (cor e odor). Os
frascos foram abertos a cada 30 dias.
(iv) Fotoestabilidade: tanto o 6leo essencial in natura quanto o sistema encapsulado mais estavel
foram submetidos aos testes de fotoestabilidade pelo contato com a radiagao ultravioleta (A = 254 nm)

e, em tempos pré-determinados, foram analisadas as absorbancias de aliquotas da formulacgao.

5.4.1. Estabilidade preliminar

A estabilidade preliminar é conhecida como Teste de Triagem, Estabilidade Acelerada ou
de Curto Prazo, e tem como objetivo orientar a escolha das formulag¢des. Este teste emprega condigdes
extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reagdes entre seus componentes e 0
surgimento de sinais que devem ser observados e analisados conforme as caracteristicas especificas
de cada tipo de produto. Por isso, este teste ndo tem o propdsito de estimar a vida util da formulacao,
mas sim de auxiliar na triagem. Geralmente as formulacGes sdo submetidas a aquecimento em estufas,

resfriamento em refrigeradores e a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento.
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Os valores wusualmente adotados para temperaturas baixas e elevadas sao,
respectivamente, (5+2) °Ce (35 + 2) °C. A duragdo do estudo é geralmente de 15 dias. A periodicidade
de avaliacdo das amostras pode variar conforme as especificagdes do produto, as caracteristicas
especiais de algum componente da formula¢do ou o conservante utilizado. Porém, o mais usual neste
estudo preliminar é que sejam avaliadas, inicialmente, no tempo zero e durante todos os dias em que
estiverem submetidas as condi¢Ges do estudo (ANVISA, 2004).

Os sistemas de nanoparticulas contendo 6leo essencial encapsulado e conservantes
(NPNE, NPMI, NPBS, NPTl e NPED) foram acondicionados em refrigerador a (5 *+ 2) °C. Foi observada a
aparéncia viscosa e separacao de fases apds 24 h, sendo indicativos de desestabilizacdo. Além disso,
ainda foi possivel observar fendmenos como floculacdo e coalescéncia. Observou-se a formacdo de
agregados de diferentes formas e tamanhos. Alguns sistemas apresentaram aglomerados maiores
separando-se do resto da emulsdo, conforme também observado por (MCCLEMENTS, 2016). A
separacdo de fases ocorre geralmente pela separacdo das fases dleo/agua. As colisGes entre as
particulas podem resultar em floculacdo, podendo levar a coalescéncia de particulas. Possivelmente,
a fase dispersa pode se tornar a fase continua, separada da dispersdo por uma Unica interface. Neste
caso, tem-se a formula¢do totalmente separada (FRANZOL; REZENDE, 2015; MCCLEMENTS, 2016). A
partir dos fendmenos observados, concluiu-se que as formula¢des desenvolvidas ndo sdo indicadas
para armazenamento a baixas temperaturas. Esse resultado ja era esperado devido a presenga do
carreador gelatina na formula¢do. Dessa forma, ndo foi possivel realizar os ciclos alternados de
resfriamento e aquecimento.

Mesmo assim, optou-se por submeter todos os sistemas encapsulados em BOD a (35 + 2)
°C para avaliagdao preliminar de sua estabilidade. No entanto, esses sistemas ndo foram aqueles
submetidos a (5 + 2) °C, uma vez que ndo foi possivel realizar os ciclos de resfriamento e aguecimento.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 2. Os sistemas foram abertos apds 15 dias, sendo
avaliados os parametros (EE), condutividade elétrica, turbidez, pH e propriedades organolépticas (cor

e odor).
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De acordo com a Tabela 2, apds 15 dias de avaliagdo de estabilidade a (35 * 2) °C, todos
os sistemas encapsulados mantiveram os valores de EE acima de (70 + 2) %. Este percentual é
considerado relativamente alto e representativo, conforme descreve (XING et al., 2005) e, juntamente
com as propriedades organolépticas, € um dos principais parametros a serem considerados na

avaliacdo de estabilidade de formulagdes.

Tabela 2. Estabilidade a (35 * 2) °C das nanoparticulas poliméricas contendo 6leo essencial encapsulado em fungdo dos
conservantes. Foram avaliados os parametros Eficiéncia de Encapsulamento (EE), condutividade elétrica, turbidez, pH,
propriedades organolépticas (cor e odor) apds 0 e 15 dias.

Parametros NPNE NPMI NPBS
Tempo (dias) (1] 15 0 15 0 15
EE (%) 98 +2 98+2 98 +2 98+2 98 +2 76+ 3
Condutividade Elétrica (uS/cm) 1043 +5 1050 + 5 738+5 900 +5 915+5 1000 + 10
Turbidez (NTU) 40+1 45+2 40+1 40+1 40+1 60+4
pH 8,00+ 0,02 7,60+ 0,03 8,00+ 0,02 7,60+ 0,03 8,00+ 0,02 6,70+ 0,04
Cor SA SA SA SA SA LA
Odor SA SA SA SA SA LA
Parametros NPED NPTI NPSC
Tempo (dias) 0 15 0 15 0 15
EE (%) 98+2 83+3 98+2 98+2 98+2 763
Condutividade Elétrica (uS/cm) 687+5 1200 + 10 856+5 1100 + 10 628 +5 5000 + 10
Turbidez (NTU) 40+1 503 401 802 401 703
pH 8,00 £ 0,02 7,20+ 0,03 8,00+ 0,02 7,00+0,04 8,00+ 0,02 6,00 + 0,03
Cor SA LA SA LA SA LA
Odor SA LA SA LA SA LA

EE (%) = Eficiéncia de Encapsulamento em porcentagem; SA = Sem Alteracdo; LA = Levemente Alterado. Os erros foram
estimados a partir do desvio padrao obtidos pela média ponderada de medidas em triplicata.

Os parametros pH, condutividade elétrica e turbidez geralmente estdo associados a
diminuicdo da EE devido a exposicdo de dleo essencial (anteriormente encapsulado) na prépria
formulagdo. Observou-se que os sistemas NPNE, NPMI e NPTI foram aqueles que mantiveram a EE =
(98 + 2) % apds 15 dias de avaliagdo. Considerando os demais sistemas, o NPBS e NPSC atingiram o
menor valor de EE, em torno de (76 + 2) %. Preliminarmente, podemos sugerir que o conservante
benzoato de sddio foi o menos efetivo na prolongacdo da estabilidade dos sistemas quando
submetidos a (35 + 2) °C, uma vez que a EE ao final da andlise foi similar a do sistema encapsulado sem
a adicdo de conservante (NPSC).

O monitoramento do pH também representa uma importante ferramenta para a
avaliacdo da estabilidade de sistemas coloidais, uma vez que alteragcdes em seu valor podem indicar

fendbmenos que comprometem a qualidade do sistema. Além disso, também podem estar relacionadas
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a saida dos ativos encapsulados das nanoparticulas, indicando também a desestabilizacdo da
formulagdo (GONZALEZ-REZA et al., 2018). Esse fendmeno estd associado a diminuigdo da EE e,
consequentemente, a exposicao de 6éleo essencial (pH = 5,4). Os menores valores de pH apds 15 dias
de avaliacdo foram observados nos sistemas que apresentaram menores EE, como o NPBS e NPSC.
Embora os sistemas NPNE e NPMI mantivessem os valores de EE, foi verificada uma diminuicdo
marginal de seus valores de pH, muito provavelmente devido as intera¢gdes naturais entre os
constituintes das formulagées (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Seguindo o mesmo raciocinio que leva em consideracdo a alteracdao de parametros fisicos
devido a exposi¢cdo do dleo essencial no meio (por consequéncia da diminuicdo da EE), verificou-se
gue os valores de condutividade elétrica aumentaram em todos os sistemas apds 15 dias de avaliacao.
O maior valor foi observado no sistema NPSC [de (628 + 5) uS/cm para (5000 * 10) uS/cm]. Acredita-
se que o aumento da condutividade elétrica esteja relacionado a exposicdo do dleo essencial. Devido
a relacdo estrutural dentro dos grupos quimicos, os componentes dos 6éleos essenciais podem se
converter em outros. Por reacbes de oxidagdo, isomerizacdo, ciclizacdo ou desidrogenacdo essas
conversées podem levar ao aumento da condutividade elétrica e baixos valores de pH (TUREK;
STINTZING, 2013). Além disso, de acordo com os dados de CG/DIC e CG/EM, o dleo essencial da P.
nigrum é rico em compostos contendo grupos eletronegativos que podem contribuir para a
condutividade elétrica (TUREK; STINTZING, 2013). Por outro lado, a desestabilizagdo e exposi¢cdo do
6leo essencial no meio pode ser consequéncia da ruptura das nanoparticulas (conforme indica a
diminuicdo da EE), desencadeando reag¢Ges que resultam em elétrons livres (SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2002).

Corroborando com os indicativos de EE e pH, a analise da turbidez das formula¢Ges
também mostrou alteragdes, especialmente nos sistemas com quedas mais significativas de EE. Essas
quedas podem estar relacionadas a ruptura das nanoparticulas (e sucessiva liberacdo de dleo
essencial), fazendo com que fragmentos dessas particulas fiquem dispersos no meio, alterando a

turbidez das formulagdes (GONZALEZ-REZA et al., 2018). Os sistemas NPNE e NPMI foram os que
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apresentaram menores variacoes de turbidez: os valores aumentaram de (40 + 1) NTU para (45 % 2)
NTU no sistema NPNE, e mantiveram-se em (40 £ 1) NTU no sistema NPMI.

O aumento da temperatura de armazenamento das formulagdes pode desencadear
reacdes quimicas que alteram os parametros avaliados, modificando a velocidade das reacdes, bem
como a degradacao dos materiais da formulacdo. Dentre esses materiais, a gelatina quando mantida
acima da temperatura ambiente por longo tempo pode sofrer gelatinizagdo (SMITTARELLO et al.,
2021), processo pelo qual as ligacdes comegam a se romper liberando cadeias em meio aquoso,
fazendo com que a agua livre seja adsorvida. No entanto, esse fenébmeno nao foi observado, uma vez
que alguns sistemas (como o NPNE e NPMI) mantiveram seus valores elevados de EE. Além disso, a
gelatina nanometrizada pode apresentar comportamentos diferentes quando comparada com aquela
na forma de pé (LAl et al., 2014).

As propriedades organolépticas (cor e odor) mantiveram-se inalteradas nos sistemas
NPNE e NPMI. Apds 15 dias, os demais sistemas apresentaram leves alteraces de cor e odor. Porém,
a modificacdo das propriedades organolépticas geralmente estd associada a proliferacdo de
microrganismos (ANVISA, 2004), sugerindo a melhor acdo de alguns conservantes da formulagao.

De forma geral, os resultados da estabilidade das formulagdes a (35 *+ 2) °C foram
satisfatérios. O primeiro resultado positivo foi a verificagdo de valores de EE superiores a 70 % apds 15
dias. As alteragbes verificadas nos demais pardmetros (pH, condutividade elétrica e turbidez)
estiveram basicamente relacionadas a exposi¢ao do 6leo essencial na prépria formulagdo. Embora os
sistemas NPBS, NPED, NPTl e NPSC apresentassem pequenas variagdes de cor e odor, ainda optamos
por manté-los nas subsequentes avaliagdes que aconteceram a (25 + 2) °C (para verificarmos se houve
influéncia da temperatura), a fim de avaliarmos o real comportamento e durabilidade de todas as
formulagGes em temperatura ambiente. No entanto, os resultados de estabilidade preliminar ja
apontaram para duas formulacdes com maiores probabilidades de se manterem estaveis a (35 + 2) °C,
que sdo o NPNE e NPMI, com variagdes marginais de EE (%), condutividade elétrica, pH e turbidez,

além de cor e odor inalterados.
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5.4.2 Estabilidade sob manipulagao constante

A avaliacdo da estabilidade sob manipulacdo constante teve como objetivo fornecer
dados para prever o tempo de vida Util e compatibilidade da formulacdo com o material de
acondicionamento (vidro transparente). Este teste é empregado geralmente na fase de
desenvolvimento de formula¢des utilizando-se lotes produzidos em escala laboratorial e piloto de
fabricacdo, podendo estender-se as primeiras producdes. Este teste foi utilizado para estimar o tempo
de validade das formulagbes quando as mesmas foram submetidas as condicbes de manuseio
convencionais, como exposicdo a luz, contato com o ar quando os frascos foram abertos e mudanca
brusca de temperatura [de (25 + 2) °C para (17 = 2) °C, temperatura local do laboratério]. O
acompanhamento dos parametros EE (%), condutividade elétrica, pH, turbidez, cor e odor em fungéo
dos diferentes conservantes foi realizado até que as formulagdes atingissem EE = 70% ou precisassem
ser descartadas por alteracGes de suas propriedades organolépticas (cor e odor).

Serdo discutidos abaixo cada um desses parametros separadamente, a fim de

entendermos o mecanismo de desestabilizacdo das formulacdes em funcdo do tempo.

5.4.2.1. Avaliagdo da Eficiéncia de encapsulacdo (EE) e condutividade elétrica

A EE (%) foi estimada a partir da andlise da presenca de 6leo essencial no sobrenadante
qguando o sistema de nanoparticulas contendo éleo essencial encapsulado foi submetido a um
processo de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min. A Figura 18 mostra as nanoparticulas separadas
por centrifugacao, sendo possivel observar a separagao de fases. Através de uma curva padrao do 6leo
essencial, foram calculadas as absorbancias do sobrenadante por espectroscopia UV-Vis. A EE e as
propriedades organolépticas foram os parametros usados para determinar o tempo de avaliacdo dos
sistemas. Segundo (XING et al., 2005), um sistema de particulas poliméricas pode ser considerado com

EE satisfatéria quando esta for igual ou superior a 70% (DE MATOS; SCOPEL; DETTMER, 2018).
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Figura 18. Separacdo das nanoparticulas da solugdo coloidal por centrifugacgao.

A Figura 19 mostra graficamente a evolugdo da EE em funcdo do tempo para todas as
formulagGes. Os sistemas apresentaram EE = (98 £ 2) %, que é altamente satisfatério, mostrando que
o método empregado no desenvolvimento das nanoparticulas e encapsulacdo do dleo essencial, bem
como a escolha dos carreadores resultaram em elevada EE. No entanto, analisar a EE somente apds a
finalizacdo da sintese ndo garante resultados satisfatorios com relagdo ao sucesso da formulacao.

O primeiro sistema a atingir EE = 70% foi o NPBS (curva mostarda) apods 13 dias de
avaliagdo. Esse sistema, inclusive, atingiu o limite de 70% antes do sistema NPSC (curva preta). Esse
resultado sugere que o conservante benzoato de sédio pode ter contribuido para a desestabilizacdo
mais rapida do sistema pois 0 mesmo em meio aquoso é convertido em acido benzdico (diminuindo o
pH da formulagdo) (OLIVEIRA; REIS, 2017), quando comparado com o sistema sem conservantes. Essa
conversdo em acido benzdico pode contribuir para que o sistema de aproxime mais de seu ponto
isoelétrico (OLIVEIRA; REIS, 2017).

Os sistemas NPSC (curva preta) e NPED (curva verde) atingiram EE = 70% apds 20 dias. O
sistema NPMI apresentou estabilidade similar aos sistemas NPSC, NPBS e NPED, atingindo o limite
considerado de EE apds 34 dias. Portanto, os conservantes benzoato de sédio e EDTA ndo foram
eficientes para prolongar o tempo de vida das formulagées, uma vez que a EE desses sistemas atingiu

70% em tempo igual ou inferior ao sistema NPSC. A ineficiéncia dos conservantes também pode ser
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verificada pela avaliacdo das propriedades organolépticas desses sistemas, as quais estavam
intensamente alteradas (l1A) ap6s o final das avaliagdes.

Como ndo se pode prescindir o uso de conservantes, a escolha dos mesmos deve ser
adequada para que sejam efetivos. Além disso, deve-se considerar que os conservantes podem ser
inativados (total ou parcialmente, como observado nos sistemas NPBS e NPED), deixando o produto

sem a protecdo esperada (ANVISA, 2004)
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Figura 19. (a) Eficiéncia de encapsulagdo (EE) do 6leo essencial da P.nigrum e (b) condutividade elétrica das formulagdes em

fun¢do do tempo.

Como um dos carreadores usados para o desenvolvimento das nanoparticulas (gelatina)

é também considerado um alimento, pode ocorrer a proliferacdo de microrganismos que leva a
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desestabilizagdo da formulagdo (CZERNER et al., 2016). Segundo (BRITO et al., 2011), microrganismos
podem levar a degradacdo de um material orgdnico causada por atividade bioldgica, principalmente
pela acdo enzimatica. A biodegradacdo de um material ocorre quando o mesmo é usado como
nutriente por um determinado conjunto de microrganismos (bactérias, fungos e algas), os quais devem
possuir enzimas adequadas para romper algumas das ligacdes quimicas da cadeia principal do
polimero.

Embora ndo tenham sido realizados ensaios microbiolégicos para determinar
especificamente o tipo de microrganismo associado as modificagdes das propriedades organolépticas,
pode-se sugerir indicios de proliferagdo, como apontado por (FLEMMING, 1998). Quando isso
acontece, esses microrganismos (geralmente fungos e bactérias) podem contribuir para o rompimento
das paredes das nanoparticulas e expor o dleo essencial na formulagdo, diminuindo a EE. Segundo a
Resolugdo 481/99 da ANVISA, a presencga de dgua e componentes organicos na formulagdo favorece o
crescimento de microrganismos. Em alguns casos, estes afetam a estrutura dos agentes conservantes
influenciando na estabilidade do produto e consequentemente na EE (ANVISA, 2004).

Para verificarmos se de fato pode ocorrer a proliferacdo de microrganismos nos sistemas
NPNE e NPMI, essas formulagdes foram submetidas a testes microbioldgicos qualitativos, conforme

mostra a Figura 20.

Figura 20. Ensaio microbioldgico qualitativo para os sistemas (a) NPNE e (b) NPTI.
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Como é possivel observar, os sistemas, mesmo contendo conservantes, apresentaram
crescimento de microrganismos. O plagueamento das amostras permitiu concluir a hipdtese que a
contaminagdao microbioldgica pode ser um dos motivos da desestabilizacdo das nanoparticulas dos
sistemas. Esse fato pode estar relacionado as concentracées dos conservantes (que seguiram as
normas da ANVISA), e também a volatilidade pronunciada do timol. Porém, devido as diferentes
caracteristicas quimicas dos conservantes, essa desestabilizacdo acontece em diferentes momentos.

Sabe-se que os principais microrganismos comuns como Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa podem se proliferar facilmente em meios aquosos. O S. aureus, quando em
meios liquidos, pode apresentar coloracdo esbranquicada, creme e algumas vezes amarelada,
proliferando-se rapidamente em temperaturas entre 25 e 37 °C (CDC, 2019). A P. aeruginosa é uma
bactéria aerdbica, mas que se adapta em ambientes com baixa concentracdo de oxigénio, sendo
frequentemente encontrada em agua destilada em laboratdrio, o que evidencia suas necessidades
minimas de nutrientes (CDC, 2019; MARANGON, 2015).

Os sistemas que apresentaram claramente maior estabilidade a (25 * 2) °C em func¢do do
tempo foram o NPTl e NPNE. O sistema NPTI atingiu EE = 70% apds 105 dias, podendo-se aferir que o
timol é um conservante que mostrou afinidade quimica com a formulacdo, contribuindo para o
aumento de seu tempo de vida. O timol vem sendo utilizado em formulagGes antissépticas com
propriedades antifingica e antibacteriana, e pode ser encontrado como o componente majoritario do
6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) (EL-SAYED; EL-SAYED, 2020).

Ainda, o sistema NPNE destacou-se dentre os sistemas avaliados pelo seu maior tempo
de vida, atingindo EE = (70 + 2) % apds 120 dias. A quimica desse conservante consiste na associagao
de dois compostos conhecidamente utilizados como conservantes, o fenoxetanol e o 2-metil-
Isotiazolin-3-ona. A combinacdo de diferentes conservantes tem se mostrado eficiente para um amplo
espectro de fungos e bactérias, e vem sendo usada como estratégia para rentabilizar e potencializar a

eficacia dos mesmos (DAULISIO; SCHNEIDER, 2020; PUSCHMANN; HERBIG; MULLER-GOYMANN, 2018).
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Conclui-se, através da avaliagcdo de EE, que a adi¢do de determinados conservantes pode
ou ndo contribuir para o aumento do tempo de vida de formulagdes poliméricas. No caso dos sistemas
avaliados, foi possivel comparar o tempo de vida do sistema NPSC com o sistema NPNE. Levando-se
em consideracdo que o sistema NPSC atingiu EE = 70% apds 20 dias e o sistema NPNE atingiu o mesmo
percentual apds 120 dias, podemos sugerir que o conservante NE contribuiu para o aumento de 100
dias adicionais no tempo de vida do sistema NPNE.

Os resultados da avaliacdo de estabilidade em fung¢do da condutividade elétrica estdo
apresentados na Figura 19(b). O sistema NPSC apresentou variacdo de condutividade elétrica de (800
+ 4) uS/cm a (1250 + 4) uS/cm apds aproximadamente 21 dias. Com a adi¢cdo de conservantes
observou-se um aumento na condutividade elétrica ao longo do tempo em todos os sistemas, logo
apos o primeiro dia de avaliacdo. A condutividade elétrica variou de (875 + 5) uS/cm para (1509 + 5)
uS/cm no sistema NPED; de (900 + 4) uS/cm a (1446 + 4) uS/cm no sistema NPMI, e de (900 + 5) uS/cm
a (1800 * 5) uS/cm na formulagdo NPBS. Esses sistemas apresentaram uma variacdo mais acentuada
nos valores de condutividade elétrica. Ainda, foram os sistemas que desestabilizaram em menos de 30
dias de avaliacdo. A variagdo brusca da condutividade elétrica corrobora com a sugestdo de
desestabilizacdo dos sistemas, especialmente quando correlacionamos esses dados com aqueles
obtidos pela EE. Esses quatro sistemas (NPMI, NPBS, NPED e NPSC) também atingiram EE~70% apds
aproximadamente 30 dias. Dessa forma, o aumento da condutividade elétrica desses sistemas pode
estar relacionado a exposi¢do do 6leo essencial no meio (SILVA et al., 2020). A condutividade elétrica
foi aumentada conforme a concentragdo de dleo essencial exposto (TUREK; STINTZING, 2013)
provavelmente pelo rompimento das nanoparticulas (SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002).

O sistema NPTl apresentou condutividade elétrica entre (856 = 5) uS/cm e (1600 + 5)
uS/cm apds 105 dias de avaliacdo. Ja o sistema NPNE, apds 120 dias de avaliagdo, apresentou aumento
de condutividade elétrica de (1043 + 5) uS/cm para (1410 + 5) uS/cm. Esses valores corroboram com
os resultados obtidos na avaliacdo da EE. Segundo (ANVISA, 2004), alteracdo na condutividade elétrica

de sistemas dispersos pode ser um indicativo de instabilidade, e pode estar relacionada ao fenémeno
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de ruptura, enquanto a diminuicdo da condutividade elétrica esta relacionada a agregacdo das
nanoparticulas. Analisando a Figura 19(b), observa-se que o aumento da condutividade elétrica dos
sistemas NPTl e NPNE ndo é brusco, mas acontece gradativamente ao longo de todo o periodo de
avaliacdo, sendo acompanhado também pela diminuicdo da EE.

Dessa forma, podemos sugerir que a condutividade elétrica desses sistemas aumentou
pela exposicdo do éleo essencial a medida em que a EE diminuia pelo processo de ruptura no qual
possivelmente houve a contribuicdo microbiana para a desestabilizagdo, resultando em reacgGes que
resultam em elétrons livres, como sugere (TUREK; STINTZING, 2011). Esses resultados serdo associados
também as variagdes de turbidez.

Para verificar visualmente a desestabilizagdo das nanoparticulas, o sistema NPNE
totalmente desestabilizado foi submetido a analise por AFM. A Figura 21(a) mostra a morfologia
predominante nesse sistema. Essa imagem evidencia o desaparecimento das nanoparticulas
anteriormente vistas no sistema estabilizado. Além disso, se observamos detalhadamente, é possivel

verificar fragmentos de nanoparticulas gerados por ruptura, os quais resultam em um mapa

topografico visualizado na (Figura 21(b)).

16.91 om

Figura 21. (a) Sistema NPNE totalmente desestabilizado e (b) mapa topografico.
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5.4.2.2. Avaliagao da turbidez e pH

A Figura 22(a) mostra graficamente a evolugdo (a) da turbidez e (b) do pH em fung¢do do
tempo para todas as formulagdes. No inicio da avaliacdo (t = 0), todos os sistemas apresentaram
turbidez em torno de (40 + 1) NTU. Esse fato mostra que a adi¢do dos conservantes ndo influenciou na

turbidez inicial das formulagdes. No entanto, assim como na avaliacao da EE e condutividade elétrica,

as maiores variagdes de turbidez foram observadas nos sistemas NPSC, NPMI, NPBS e NPED.
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igura 22. (a) Avaliagdo da turbidez e (b) do pH das formulagGes.
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A turbidez atingiu (75 = 3) NTU no sistema NPSC, (68 + 2) NTU no sistema NPBS, (60 * 2)
NTU no sistema NPED e (54 + 4) NTU no NPMI em até 30 dias de avaliacdo. Pode-se sugerir que o
aumento observado na escada da turbidez possivelmente estd relacionado a desestabilizacdo das
formulagGes. Ao avaliar o aspecto das amostras, era visivel a deposicdo de sedimentos e fragmentos
suspensos, alterando a turbidez dos sistemas.

A turbidez do sistema NPTI atingiu (68 + 2) NTU apds 105 dias de andlise, enquanto o
sistema NPNE atingiu (54 + 4) NTU apds 120 dias. A variagdo da turbidez para esses dois sistemas
manteve-se similar a variacdo da EE e condutividade elétrica: os valores de turbidez aumentaram a
medida em que os sistemas desestabilizavam gradativamente, acompanhados pela diminuicdo da EE
e aumento da condutividade elétrica (ANVISA, 2004).

A variacdo do pH dos sistemas em funcdo do tempo esta representado na Figura 22(b).
De acordo com a analise de potencial zeta (Figura 14), todos os sistemas foram ajustados inicialmente
em pH = 8. Novamente, os sistemas NPMI, NPBS, NPED e NPSC apresentaram variacdes abruptas de
pH apds aproximadamente 30 dias, quando esses sistemas atingiram EE ~ 70%. O pH dos sistemas
NPSC, NPED, NPBS e NPMI diminuiram para (5,40 + 0,03), (5,40 + 0,03), (5,20 + 0,02) e (5,60 + 0,02),
respectivamente. A diminuicdo do pH pode ser possivelmente explicada pela exposicdo do dleo
essencial no meio (como consequéncia da ruptura das nanoparticulas - sugestdo baseada nos
resultados de EE, condutividade elétrica, turbidez e AFM) (BASTOS et al., 2020). Como o pH do éleo
essencial da P. nigrum é de aproximadamente (5,40 + 0,04), os sistemas tornaram-se mais acidos a
medida em que o 6leo essencial deixava o interior das nanoparticulas e era exposto na formulagdo
(SILVA et al., 2020). No entanto, segundo (GONZALEZ-REZA et al., 2018), a diminuigdo dos valores de
pH ao longo do tempo em sistemas coloidais pode também estar associada a degradagao dos materiais
contidos na formulacgdo, os quais podem induzir a acidificagdo do meio ou a producdo de acidos como
o 4cido e-hidroxicaprodico, produto da degradagdo do PCL. Ainda, (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
2007) afirmam que a reduc¢do do pH pode indicar especificamente degradagdo polimérica atribuida

tanto a ionizacdo de grupos carboxilicos quanto a hidrélise, dependendo da hidrofobicidade do
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polimero. A possibilidade de degradacdo da gelatina por reacdes com os grupamentos carboxilicos
livres pode se enquadrar nessa analise (ELZOGHBY, 2013).

Novamente, os dois sistemas com variagdes gradativas e menos abruptas de pH foram o
NPNE e NPTI. O pH do sistema NPTl manteve-se estdvel por 18 dias em (8,00 + 0,02), apresentando
uma leve diminuicdo para (7,50 + 0,04) e mantendo-se estavel por aproximadamente 31 dias. Entdo,
houve uma redugdo para pH = (5,80 + 0,03) apds 105 dias avaliagdo. A formulagdo NPNE apresentou a
variacdo mais regular e menos abrupta de pH, permanecendo em (8,00 + 0,02) por 21 dias. Apds uma
leve queda, manteve-se em (7,50 + 0,04) por 89 dias, e entdo a avaliacao foi finalizada em pH = (6,80
+0,01) apds 120 dias.

A analise da variacdo de pH em sistemas poliméricos coloidais em funcdo do tempo é
importante para assegurar a estabilidade quimica do polimero carreador, pois altera¢des de valores
podem indicar degradacdo do polimero e consequente desestabilizacdo do sistema, gerando cadeias
menores que levam a acidificacdo da formulacdo (SAULNIER et al., 2003). Em todos os sistemas, o pH
tendeu atingir a escala mais acida, e este fato pode ter contribuido, além da desestabilizacdo das
nanoparticulas e exposi¢cdo do dleo essencial, a tendéncia de as cargas superficiais atingirem o ponto
isoelétrico (tendéncia ao pH = 4), conforme ilustrado na Figura 14.

Em sintese, a avaliacdo da estabilidade das formulagées sob manipulacdo constante
mostrou que, a (25 + 2) °C, dois conservantes contribuiram significativamente para aumentar os
tempos de vida das formulagdes: o NE e o timol. Os fendmenos de desestabilizagdo também foram
observados nesses sistemas (NPNE e NPTI); no entanto, as desestabilizagdes aconteceram
gradativamente, sem mudangas abruptas dos parametros avaliados.

De forma geral, observou-se a retardagado da diminuigdo da EE, acompanhada do aumento
da condutividade elétrica, aumento da turbidez e diminuicdo do pH. Entender o comportamento
desses parametros fisicos pode ser util para o ajuste tanto dos componentes das formulacbes, quanto
de suas concentracdes. Além disso, essas avaliacGes sugerem a compatibilidade quimica de alguns

conservantes com o sistema polimérico desenvolvido, sendo possivel propor conservantes adequados
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para sistemas a base de gelatina e PCL. Avaliando o comportamento de todos os parametros, pode-se
concluir que os sistemas NPNE e NPTl foram os que mais mantiveram-se estaveis a (25 + 2) °C ao longo

do tempo.

5.4.2.3. Avaliagao das propriedades organolépticas

A avaliacdo de cor dos sistemas mantidos sob manipulacdo constante a (25 + 2) °C esta
representada na Figura 23. Essa avaliacdo permitiu a percepcdo de mudangas no aspecto (Figura
23(a)), quando os sistemas foram comparados com as amostras controle (Figura 23(b)). Além disso, o

odor das formulagdes também foi avaliado em fungdo do tempo.

Figura 23. (a) Formulagdes controle e (b) FormulagGes ao final do periodo de avaliagdo da estabilidade sob manipulagdo
constante.

Visualmente, os sistemas NPNE e NPTI foram aqueles que ndo apresentaram mudancas
significativas de cor em relagdo aos seus respectivos sistemas controle. Além disso, esses sistemas ndo
apresentaram alteracdo de odor apds o final da andlise. Jd os sistemas NPBS, NPED e NPSC

apresentaram intensas modificacGes de cor e odor apds as analises, atingindo tonalidades amareladas.
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O sistema NPMI n3o apresentou intensa modificacao de cor, mas seu odor ficou intensamente alterado
apos o periodo de andlise. AlteracOes bruscas na coloracdo geralmente estdo relacionadas a
modificagdes quimicas e/ou proliferacdo de microrganismos, sugestdo que corrobora com a alteragdo
de odor de alguns sistemas (ANVISA, 2004).

Ainda, os aspectos das formulagbes visualmente mostram alteragcGes macroscdpicas em
relacdo as formula¢des de controle: os sistemas NPSC, NPBS, NPED e NPMI apresentaram também
corpo de fundo, corroborando com a proposta de desestabilizacdo das nanoparticulas por ruptura
(MCCLEMENTS, 2016). A Figura 21 mostrou a imagem de AFM do sistema NPSC, destacando o filme
produzido a partir da suspensao da formulacdo sem a presenca de nanoparticulas. No entanto, ficam
evidentes os fragmentos das nanoparticulas dispersos pelo filme, ainda mais evidentes no mapa de
topografia (Figura 21(b)), sugerindo desestabilizagdo por ruptura. Esse fato pode resultar, inclusive, na
sedimentacdo das nanoparticulas (HOMS et al., 2018). O odor dos sistemas em relacdo a formulagdo
controle manteve-se intensamente modificado nos sistemas NPSC, NPBS, NPED e NPMI. Somente os
sistemas NPNE e NPTI ndo apresentaram alteracdo de cor e de odor, além de ndo apresentarem corpo

de fundo associado as nanoparticulas desestabilizadas.

5.4.3. Estabilidade de prateleira a 25 °C e 35 °C

A estabilidade em prateleira a 25 °C foi realizada somente para os sistemas NPNE e NPTI
pois foram aqueles que apresentaram os melhores resultados durante o ensaio de estabilidade sob
manipulagdo constante. Durante a avaliagdo de prateleira, a estabilidade dos sistemas NPNE e NPTI foi
comparada com o sistema NPSC. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

A avaliagdo foi realizada para cada sistema até que a EE dos mesmos atingisse 70%. O
sistema NPNE manteve-se estdvel por 210 dias considerando suas propriedades organolépticas sem
alteragdo (SA). Nesse periodo, a EE apresentou redugdo de 14% [(de (98 + 2) % para (84 + 1) %], com

pH final de (7,40 £ 0,09), turbidez igual a (50 * 2) NTU e condutividade elétrica préxima a (1532 + 4)
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puS/cm. Na sequéncia, entre 210 e 270 dias esse sistema passou a apresentar propriedades

organolépticas levemente alteradas (LA), atingindo EE = (70 + 1) % apds 270 dias de avaliacdo.

Tabela 3. Estabilidade em prateleira dos sistemas NPNE, NPTI e NPSC avaliada a 25 °C a cada 30 dias.

Tem ndutivi Elétri
Sistemas (:iaI:)o EE (%) cond (p:/acc::) i (NTU) PH Cor 2y

0 (98 +2) (1043 £ 2) (40 1) (8,00 £ 0,02) SA SA

30 (98 +2) (1140 £ 3) (40 + 2) (8,00 + 0,03) SA SA

60 (97 +1) (1204 + 4) (42 +3) (7,90 + 0,04) SA SA

90 (95 + 2) (1301 £ 3) (45 + 2) (7,80  0,06) SA SA

NPNE 120 (90 + 2) (1400 + 4) (45 + 2) (7,70 + 0,06) SA SA
150 (89 +2) (1450 + 3) (46 + 3) (7,60 + 0,07) SA SA

180 (85 +2) (1500 # 3) (48 +2) (7,50 + 0,08) SA SA

210 (84+1) (1532 £ 4) (50+2) (7,40 £ 0,09) SA SA

240 (80 + 1) (1580 + 6) (53+2) (7,3+0,1) LA LA

270 (70 + 1) (1630 £ 7) (55 + 2) (7,140,1) LA LA

0 (98 £ 3) (856  2) (40 3) (8,00 £0,02) SA SA

30 (95 £ 2) (1000 + 4) (41+1) (7,70 £ 0,02) SA SA

60 (90 + 4) (1121 + 4) (44 +2) (7,50 + 0,04) SA SA

NPT 90 (85 + 4) (1203 £ 5) (47 +2) (7,20 + 0,04) SA SA
120 (80£2) (1342 £ 5) (48 £ 1) (7,00 £ 0,02) SA SA

150 (75 +2) (1389 + 6) (50 + 3) (6,80 + 0,03) LA LA

180 (72£2) (1409 + 7) (55 + 4) (6,50 + 0,03) LA LA

210 (70 % 2) (1500 * 10) (60 £ 5) (5,90 £ 0,03) LA LA

0 (98£2) (800 2) (40£3) (8,00 £ 0,03) SA SA

NPSC 30 (90 £ 2) (1100 + 2) (50%7) (7,00 £ 0,03) LA LA
60 (70 +2) (1500 + 9) (60 +5) (5,40 + 0,03) LA LA

Legenda: SA: Sem Alteracdo; LA: Levemente Alterado. Os erros foram determinados a partir do desvio padrdo obtido pela
média ponderada de medidas em triplicata.

O sistema NPTl manteve-se estavel por 120 dias considerando suas propriedades
organolépticas sem alteragdo (SA). Nesse periodo, a EE apresentou redugdo de 18% [(de (98 + 3) %
para (80 + 2) %], com pH final de (7,00 £ 0,02), turbidez igual a (48 + 1) NTU e condutividade elétrica
proxima a (1342 + 5) uS/cm. Na sequéncia, entre 150 e 210 dias esse sistema passou a apresentar
propriedades organolépticas levemente alteradas (LA), atingindo EE = (70 + 2) % apds 210 dias de
avaliacao.

Considerando a avaliagdo mensal, o sistema NPSC manteve-se estdvel somente no
primeiro dia de andlise, quando apresentou propriedades organolépticas sem alteragdo (SA), EE = (98

+ 2) %, pH préximo a (8,00 + 0,03), turbidez igual a (40 + 3) NTU e condutividade elétrica proxima a
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(800 + 2) uS/cm. Apds 30 dias, esse sistema ja apresentou propriedades organolépticas levemente
alteradas (LA), atingindo EE = (70 + 2) % ap0s 60 dias de avaliacdo.

A variacdo de pH, turbidez e condutividade elétrica dos sistemas NPNE, NPTl e NPSC
seguem os mesmos critérios descritos nos itens 5.4.2.2 e 5.4.2.1, e estdo relacionados diretamente a
diminuicdo da EE em funcdo do tempo de analise devido a gradativa desestabilizacdo das
nanoparticulas por ruptura provavelmente devido a a¢do de microrganismos (GOODWIN, 2004). E
possivel notar na Tabela 3 que, para todos os sistemas, os valores de condutividade elétrica foram
aumentados ao longo do tempo tanto pela exposicdo do 6leo essencial no meio (rico em moléculas
contendo sitios eletronegativos) (SILVA et al., 2020), quanto pela desestabiliza¢do das nanoparticulas,
desencadeando possiveis reacdes que resultam em elétrons livres (SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002).
Em contrapartida, os valores de pH diminuiram ao longo do tempo para todos os sistemas. Esse fato
se dd tanto pela exposicdo de dleo essencial na formulacdo, quanto pela tendéncia de as cargas
superficiais atingirem o ponto isoelétrico (tendéncia ao pH = 4) devido a desestabilizacdo das
nanoparticulas. Os valores de turbidez apresentaram leves alteracGes ao longo do tempo, as quais
estdo possivelmente relacionadas a desestabilizacdo das formulages por ruptura, modificando a
concentracdo das nanoparticulas no sistema coloidal (MCCLEMENTS, 2016) e interferindo em sua
turbidez.

Os dados da avaliagdo em prateleira mostram que a preservagao desses sistemas das
adversidades externas contribuiu para a melhor agdo dos conservantes. Os resultados sugerem o
sistema NPNE como o mais estavel, podendo atingir 210 dias de armazenamento a 25 °C em frasco
transparente (no caso da avaliagdao sob manipulag¢do constante, a estabilidade alcangou 120 dias). O
sistema NPTl também apresentou boa estabilidade em prateleira, podendo atingir 120 dias de
armazenamento a 25 °C em frasco transparente (no caso da avaliagdo sob manipulagdo constante, a
estabilidade alcancou 105 dias). Esses resultados nos levam a sugerir que a acdo e eficiéncia dos
conservantes NE e timol foram primordiais para retardar a desestabilizacdo das formula¢des, mesmo

ambos os sistemas estando sujeitos a acdo de microrganismos e biodegradacdo natural. Sugere-se que
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a estabilidade prolongada para o sistema NPNE se da pelo fato de o conservante conter substancias
combinadas (Fenoxietanol/2-Metil-2H-Isotiazolin-3-Ona) que apresentam amplo espectro de agdo
antimicrobiana, atuando contra fungos e bactérias tanto gram-positivas quanto gram-negativas. O
fenoxietanol é um composto organico soluvel em dgua, e sua associagdo com a 2-Metil-2H-Isotiazolin-
3-Ona, um composto organico heterociclico hidrofilico, que pode ter potencializado sua acgdo
(ALVAREZ-RIVERA et al., 2012; DAULISIO; SCHNEIDER, 2020; MARDONES et al., 2018; PUSCHMANN;
HERBIG; MULLER-GOYMANN, 2018). No entanto, para o sistema contendo apenas o timol como
conservante (um composto organico também com eficacia para diversos microrganismos) (PANDEY et
al., 2021; PE; ROMANELLI; BLUSTEIN, 2020), sugere-se que este tenha perdido eficiéncia ao longo das
avaliacdes devido a baixa estabilidade quando exposto ao ambiente e baixa solubilidade em meio
aquoso, além de ser uma substancia volatil (ASPREA et al., 2017; LIOLIOS et al., 2009).

A estabilidade em prateleira a 35 °C também foi realizada para os sistemas NPNE e NPTI
a fim de avaliar o comportamento desses sistemas durante o armazenamento em temperaturas mais
elevadas, como por exemplo as que se ddo no Estado do Amazonas. Durante a avaliacdo de prateleira
a 35 °C, a estabilidade dos sistemas NPNE e NPTI foi comparada com a do sistema NPSC. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 4.

A avaliagdo foi realizada para cada sistema até que a EE dos mesmos atingisse 70%. O
sistema NPSC atingiu EE abaixo desse valor logo na primeira avaliagdo apds 30 dias. Considerando a
avaliagdo mensal, o sistema NPSC manteve-se estavel somente no primeiro dia de andlise (t = 0),
quando apresentou propriedades organolépticas sem alteragdo (SA), EE de (98 + 2) %, pH préximo a
(8,00 + 0,03), turbidez igual a (40 £ 3) NTU e condutividade elétrica préxima a (800 + 2) uS/cm. Apds
30 dias, esse sistema passou a apresentar propriedades organolépticas intensamente alteradas (IA),
atingindo EE = (50 + 2) %.

O sistema NPNE manteve-se estavel por 90 dias considerando suas propriedades
organolépticas sem alteracdo (SA). A estabilidade a 35 °C, portanto, foi menor que a observada a 25 °C

210 dias). Apds 90 dias a 35 °C, a EE do sistema NPNE apresentou reducdo de 25% [(de (98 + 2) % para
( ). Ap ) p ¢ [(de ( )% p
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(73 £2) %], com pH final de (7,00 £ 0,08), turbidez igual a (49 + 2) NTU e condutividade elétrica proxima
a (1070 £ 3) uS/cm. Os valores finais de pH, turbidez e condutividade elétrica finais foram similares aos
observados na avaliacdo a 25 °C. Apenas o valor da condutividade elétrica observada a 35 °C [(1070 +
3) uS/cm] foi inferior ao observado a 25 °C [(1532 + 4) uS/cm] apds 210 dias provavelmente devido a
influéncia da mais elevada temperatura (SANT'ANNA, 2013). Na sequéncia, entre 90 e 120 dias, esse
sistema passou a apresentar propriedades organolépticas levemente alteradas (LA), atingindo EE = (70

+2) % apds 120 dias de avaliacdo.

Tabela 4. Estabilidade em prateleira dos sistemas NPNE, NPT| e NPSC avaliada a 35 °C a cada 30 dias.

Sistemas T(Z::r:;) EE (%) condun(‘::/acﬁ)ﬂemca Turbidez (NTU) PH Cor bl

0 (98 £ 2) (1043 £ 5) (40 % 1) (8,00 % 0,02) SA SA

30 (90 £ 2) (1043 + 4) (42 £ 3) (7,90 £ 0,03) SA SA

NPNE 60 (78 +2) (1060 + 4) (45 + 3) (7,70 £ 0,06) SA SA
90 (73t2) (1070 £ 3) (491 2) (7,00 £ 0,08) SA SA

120 (70 £ 2) (1080 £ 5) (50 £ 3) (6,50 £ 0,05) LA LA

\PTI 0 (9812) (856 £ 2) (401 3) (8,00 £ 0,02) SA SA
30 (70 + 4) (1621 + 4) (70+2) (5,00 + 0,04) IA IA

\pScC 0 (9812) (800 £ 2) (401 3) (8,00 £ 0,03) SA SA
30 (50 £ 2) (1550 + 4) (70+7) (5,00 + 0,03) IA IA

Legenda: SA: Sem Alteragdo; LA: Levemente Alterado; IA: Intensamente Alterado. Os erros foram determinados a partir do
desvio padrdo obtido pela média ponderada de medidas em triplicata.

O sistema NPTl manteve-se estavel somente na primeira leitura em t = 0. Apds 30 dias de
avaliagdo, EE apresentou redugdo de 28% [(de (98 + 3) % para (70 £ 4) %], com pH final de (5,00 £ 0,04),
turbidez igual a (70 + 2) NTU e condutividade elétrica proxima a (1621 + 4) uS/cm. Além disso, apds 30
dias esse sistema apresentou propriedades organolépticas intensamente alteradas (IA). Portanto, a
estabilidade a 35 °C (entre 0 e 30 dias) foi menor que a observada a 25 °C (120 dias).

Conclui-se, portanto, que a influéncia da temperatura durante o armazenamento a 35 °C
foi significativa para a desestabilizagdo das formulagdes. Foi observada a reducdo de tempo de vida
nos sistemas NPNE (de 210 dias a 25 °C para 90 dias a 35 °C) e NPTI (de 120 dias a 25 °C para 0 dias a
35 °C). Sugere-se que o aumento da temperatura pode ter influenciado a a¢do dos conservantes,

diminuindo seu tempo de atuagdo e resultando em um periodo menor de estabilidade quando os
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sistemas foram armazenados a 35 °C. A diferenca de estabilidade atribuida ao NPNE e NPTI pode ser
explicada pelo fato de os componentes dos conservantes apresentarem diferencas quanto a
volatidade, solubilidade e agdo em funcdo da temperatura. Em maiores temperaturas o timol, além de
sua baixa solubilidade, tende a ser eliminado do sistema mais facilmente, deixando a formulacdo mais
desprotegidas ao longo do tempo. No caso da estabilidade em prateleira, os frascos permaneceram
vedados durante toda a analise, sugerindo que o timol pode ter sido influenciado pela acdo da
temperatura (ASPREA et al., 2017). Ja no NPNE os componentes acabam interagindo mais fortemente
com a formulacdo mantendo-a por mais tempo protegida de possiveis microrganismos degradadores,
mas tendo sua acdo comprometida em parte pela acdo da temperatura (MARDONES et al., 2018;
PUSCHMANN; HERBIG; MULLER-GOYMANN, 2018). Embora a literatura reporte que a gelatina pode
sofrer desestabilizacdo quando mantida por longos periodos em temperaturas elevadas (KCHAOU et
al., 2019; LIU et al., 2017b), esse fato ndo foi observado nos ensaios de estabilidade: tanto a 25 °C
quanto a 35 °C, o sistema NPSC sofreu desestabilizacdo logo na primeira medida (t = 0).

Pelas razbes descritas acima, podemos concluir:

(i) Se as formulagbes forem armazenadas em locais com temperatura ambiente em torno
de 25 °C, tanto o sistema NPNE quanto o NPTI poderiam ser abertos e utilizados em até 7 e 4 meses,
respectivamente. Esse periodo mostrou que ambos os sistemas conseguem manter pelo menos 70%
do 6leo essencial encapsulado.

(i) Se as formulagdes forem armazenadas em locais com temperatura mais elevada, em
torno de 35 °C, somente o sistema NPNE poderia ser aberto e utilizado (em até 3 meses), uma vez que
o sistema NPTI ndo apresentou estabilidade nessa temperatura. Esse periodo mostrou que o sistema

NPNE manteve pelo menos 70% do 6leo essencial encapsulado.

5.4.4. Fotoestabilidade
A fotoestabilidade do sistema encapsulado foi avaliada frente a influéncia da luz

ultravioleta (A = 274 nm) para entendermos o papel dos carreadores na protecdo do dleo essencial
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contra os raios solares, avaliando também a possibilidade de aplicacdo desta formulacdo em meio
ambiente. Os resultados da avaliacdo de fotoestabilidade estdo apresentados a seguir. A Figura 24(a)
mostra a variagdo da absorbancia do 6leo essencial in natura da P. nigrum em fung¢do do tempo de
exposicao a radiacdo ultravioleta, variando de 0 a 6 h de exposicdo. A Figura 24(b) mostra a variacdo
da absorbancia do sistema encapsulado em fun¢do do tempo de exposi¢cdo a radiagdo ultravioleta,

variando de 0 a 168 h.
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Figura 24. (a) Fotodegradacdo do éleo essencial in natura da P. nigrum e (b) do éleo essencial encapsulado no sistema NPNE.
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A Figura 24(a) mostra que, no tempo t = 0, o dleo essencial apresentou absorbancia
correspondente a concentracdo absoluta de 500 pg/mL e EE = (98 + 2) %. Com o aumento do tempo
de exposicdo foi nitida a diminuicdo da absorbancia. Essa diminuicdo pode ser resultante da
fotodegradacdo do 6leo essencial, uma vez que o mesmo foi mantido em frasco vedado durante todo
0 experimento para evitar sua evaporacdo para o meio externo. Apds 6 h de exposicdo, verificou-se a
degradacdo total do éleo essencial. Comparativamente, o 6leo essencial in natura mantido protegido
da radiagado (frasco controle) apresentou degradacdo inferior a 5 %.

Em geral, os éleos essenciais sdo instaveis na presenca de oxigénio, luz, calor, umidade e
metais, sofrendo inUmeras reacdes de degradacdo. Essa instabilidade as condi¢des externas dificulta
sua conservacao, fazendo com que o seu processo de armazenamento seja fundamental para a
manutengdo de sua qualidade e bioatividades (TUREK; STINTZING, 2013).

Uma das notdveis desvantagens do uso de produtos naturais nas mais variadas aplicacées
estd relacionada a sua elevada degradacdo. Para superar essa barreira, sugere-se o emprego da técnica
de encapsulacdo, garantindo maior protecdao contra o meio externo. A encapsulagdo permite,
inclusive, a protecdo de dleos essenciais contra a fotodegradacdo (KAH; HOFMANN, 2014): a luz
ultravioleta pode alterar as propriedades fisicas e quimicas dos dleos essenciais, podendo modificar
suas atividades bioldgicas (GUIMARAES et al., 2008; TUREK; STINTZING, 2013).

(LOBO; CIPRIANO; ROSA, 2014) avaliaram o comportamento fotoquimico do odleo
essencial de tomilho através de espectroscopia UV-Vis. Os autores verificaram a fotossensibilidade do
6leo essencial através das absorbancias: os valores observados diminuiram com o aumento do tempo
de incidéncia de radiacdo nos 6leos essenciais. Dessa forma, concluiu-se que a radiagdo promoveu a
degradacgdo dos componentes quimicos do 6leo essencial. (TUREK; STINTZING, 2013) reportam que os
Oleos essenciais sdo extremamente fotossensiveis. A exposicdo a luz acelera as reacdes de degradacgdo
causando diminui¢cdo da massa dos componentes quimicos.

A Figura 24(b) mostra os valores de absorbancia do dleo essencial no sistema

encapsulado. No tempo t = 0, o dleo essencial apresentou absorbancia préximo a concentragdo
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absoluta (500 pug/mL), uma vez que foi observada EE = (98 + 2) %. Apds 1 h de exposi¢do ndo foram
observadas alteragbes significativas. No entanto, apds 24 h de exposicdo, o valor da absorbancia
diminuiu 2,5 vezes em relagdo a absorbancia inicial. A maior degradacao foi observada apds 196 h,
restando apenas 1,9 ug/mL de déleo essencial no sistema.

Os espectros de absorbancia mostram que a concentragdo do dleo essencial ao longo do
tempo diminuiu. Diferentemente da avaliacdo da fotoestabilidade do dleo essencial in natura, a
fotoestabilidade do sistema encapsulado foi realizada em sistema aberto visando simular sua aplicagado
em meio ambiente, sob a acdo da luz ultravioleta. Os dados obtidos mostram que a luz ultravioleta
auxiliou na degradacao das nanoparticulas contendo 6leo essencial, fazendo com que o mesmo fosse
exposto ao meio externo. Como os sistemas estavam abertos, o déleo essencial liberado pela
fotodegradacdo sofreu evaporacao ao longo do tempo, facilitada principalmente pela sua densidade
menor que a da 4gua. Assim, possivelmente o 6leo essencial exposto na formulacdo mantinha-se
préximo a superficie, facilitando sua evaporagdo. E importante mencionar que algumas leituras
tiveram intervalos de vdérias horas para serem realizadas, tornando possivel a completa evaporacdo do
6leo essencial exposto na formulacdo, levando em consideracdo que a evaporacgdo do 6leo possui uma
velocidade maior que a velocidade de degradacdo das nanoparticulas pela luz UV-Vis (TUREK;
STINTZING, 2013). Dessa forma, é compreensivel que toda leitura do ensaio de fotoestabilidade seja
relacionada ao dleo essencial que permanecia encapsulado no sistema. Os resultados mostraram que
os carreadores PCl/gelatina protegeram o dleo essencial por um periodo de 7 dias.
Comparativamente, o 6leo essencial encapsulado e protegido da radiagdo (frasco controle) apresentou
degradacdo inferior a 5 %.

(CHRISTOFOLI et al., 2015) avaliaram a degradacdo do dleo essencial de Z. rhoifolium in
natura e encapsulado em nanoparticulas de PCL. De acordo com os autores, apds 7 h de exposicado a
luz UV-Vis, o dleo essencial in natura sofreu uma degradacdo de 94,33%, enquanto o éleo essencial
encapsulado degradou 44,76% no mesmo intervalo de tempo. O controle foi mantido no mesmo

ambiente e ao abrigo da luz, apresentando uma degradacao 4,04% apds 7 h.
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(PEREIRA et al., 2018) encapsularam o d6leo essencial de Z. riedelianum e avaliaram
também a fotoestabilidade do 6leo essencial ndo encapsulado. Apds 9 h de exposicao a radiacao UV-
Vis, o 6leo essencial livre e o encapsulado atingiram niveis de degradacdo de 76% e 43%,
respectivamente. Estes resultados demonstram os importantes papéis desempenhados pelos
carreadores na protec¢do do 6leo essencial contra a fotodegradacgao pela luz UV-Vis.

A encapsulacdo protege os compostos ativos no éleo essencial de fatores ambientais que
afetam suas estruturas moleculares. A radiagdo UV-Vis é capaz de quebrar ligacGes entre atomos de
carbono de moléculas organicas, gerando radicais que aceleram a taxa de oxidacdo dos compostos
(WILKIE, 2006). Este efeito pode ser minimizado ou retardado por polimeros de revestimento, tais
como o PCL e a gelatina, uma vez que estes funcionam como uma barreira protetora, conduzindo a
uma liberacdo lenta dos compostos adsorvidos na sua matriz polimérica a medida que se degradam
pela a¢do da luz UV-Vis (PEREIRA et al., 2018).

Diante do exposto, podemos sugerir que o sistema encapsulado pode ser aplicado em
locais onde ocorre a exposicdo a luz solar, pois a protecdo e a liberacdo do dleo essencial irdo ocorrer
sob taxas controladas e, mesmo quando exposto, ainda leva algumas horas para dar inicio a
degradacdo do dleo essencial in natura pela luz UV-Vis. Dessa forma, a luz ultravioleta pode agir,
inclusive, como um agente de desestabilizacdo do sistema (como sugerido na Figura 6), provocando a
liberagdo do dleo essencial no meio. Considerando que a bioatividade de dleos essenciais (geralmente
observada pelos valores de suas doses letais em 50% e 90%) (AYVAZ et al., 2010) é usualmente aferida
apo6s 24 h de aplicagado, seria entdo conveniente sugerir que o sistema encapsulado possa ser aplicado
na auséncia de luz ultravioleta, como por exemplo, em periodos noturnos. Essa sugestdo vai de
encontro ao fato de que, apds 1 h de exposicdo do dleo essencial in natura na luz ultravioleta,
observou-se o valor de absorbancia reduzido pela metade em comparagdo ao tempo inicial. Alguns
trabalhos publicados também mostram a influéncia da luz na fotodegradacdo do dleo essencial
(CHRISTOFOLI et al., 2015; GUIMARAES et al., 2008; PEREIRA et al., 2018; WILKIE, 2006) refor¢cando a

ideia de aplicagdo no periodo de auséncia de luz solar.

106



5.5. Liberagao controlada

Neste tdpico estdo apresentados os resultados dos ensaios de liberacdo controlada do
6leo essencial da P. nigrum encapsulado, bem como a avaliagdo das curvas de liberacdo e suas
correlagdes com modelos matematicos, de modo a propor o mecanismo de liberagdo mais adequado
para o sistema NPNE. Esse sistema foi o escolhido para os ensaios de liberagdo controlada, uma vez
que foi o sistema que apresentou estabilidade tanto a 25 °C quanto a 35 °C.

As curvas de liberagdo controlada do éleo essencial em pH 4, 7 e 10 e a derivada dessas
curvas estdo apresentadas na Figura 25. Considerando-se os diferentes pH, as curvas de liberacdo
controlada mostram claramente duas situacGes de liberagdo do 6leo essencial: (i) o comportamento
do sistema em pH &cido (pH = 4) difere do comportamento em (ii) pH neutro e basico (pH = 7 e 10),
sendo que a concentracdo de éleo essencial liberada em pH acido foi sempre ligeiramente maior que
aquelas liberadas em pH neutro e basico.

Além disso, ficou evidente que a liberacdo do dleo essencial pode ser considerada
gradativa durante todo o tempo de avaliacdo, mas acontece significativamente em dois momentos: (i)
a velocidade de liberagdo do dleo essencial se inicia em aproximadamente 27 ppm/h e vai diminuindo
até atingir 3 ppm/h nas primeiras 10 h. A partir dai, a velocidade de liberagcdo tornou-se mais lenta até
atingir aproximadamente 75 h (atingindo 1 ppm/h). A partir de 75 h, observou-se um segundo
momento de liberagdo controlada: (ii) a velocidade de liberagdo voltou a aumentar (entre 75 h e 175
h, atingindo o pico maximo de 3 ppm/h) e, em seguida, voltou a diminuir. Todas as curvas
apresentaram essas mesmas caracteristicas, independente da influéncia do pH.

O ensaio foi realizado por 225 h e a concentragao total de dleo essencial liberada foi de
[(420 £ 2) pg/mL; 86% de dleo essencial liberado)] em pH acido, [(355 + 3) ug/mL; 72% de dleo essencial
liberadoO] em pH neutro e [(362 % 2) pug/mL; 74% de odleo essencial liberado) em pH basico,
confirmando a maior quantidade de dleo essencial liberada em pH acido. Esse fato pode ser explicado

pela maior tendéncia a desestabilizacdo do sistema em pH acido: conforme a avaliagdo do potencial
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zeta, quanto mais préximo o sistema estiver do pH = 8, mais estavel ele sera. E neste pH que o sistema

apresentou maior carga superficial, garantindo sua estabilidade enquanto sistema coloidal.

500
. pH4
& pH7
A |
200 pH10
p— ‘
E
g
< 3001 -
2 )
O | |
5
° A
¥ 200 ®
@ [
L4
5 . .
§ 4
O 100 A
L
04 ‘
(A)
T T T T T
0 50 100 150 200 250
Tempo (h)
—&— pH4
30 . H7
A Y
L A pHI10
— 251
=
£
(=1
2 20
Q
UT
(S
e
§ 15
© 6
© a
2 %
2 10 1
2
(%]
<]
K]
> 54
0+
(B)
1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250
Tempo (h)

Figura 25. (a) Ensaio de liberagdo controlada do 6leo essencial da P.nigrum em pH 4, 7 e 10 e (b) derivada das curvas de

liberagao controlada.
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Os perfis das curvas de liberagao sao importantes para a proposicao de mecanismos de
liberacdo. Curvas com essas caracteristicas, onde existem momentos distintos de maiores
concentracdes de 6leo essencial liberadas (entre 0 e 75 h, e entre 75 h e 175 h), sugerem sistemas que
apresentam mecanismos de liberagdo conhecidos como liberagdao pulsada (KIKUCHI et al., 1997;
ZHANG; ZHANG; WU, 2003). Este tipo de liberacdo geralmente estd relacionado aos sistemas
encapsulantes multicamadas, onde provavelmente o ativo encapsulado se localiza em diferentes
partes das nanoparticulas que, apés se romperem em diferentes momentos, liberam porg¢ées do ativo.
Ainda, esse mecanismo de liberacdo depende das caracteristicas quimicas dos materiais carreadores
e do design das nanoparticulas que, em contato com a agua (de diferentes pH) durante os ensaios de
liberacdo, tenderam a se solubilizar em tempos diferentes, por serem materiais diferentes que
constituem cada camada. Esse resultado era esperado uma vez que o sistema proposto é formado por
dois diferentes carreadores, gelatina e PCL, que possuem comportamentos quimicos distintos quando
em contato com a 4gua, especialmente relacionados a solubilidade e capacidade de hidratagdo (LI et
al., 2012; YASMIN et al., 2017).

Varios estudos focam na producdo de nanoparticulas a base de gelatina devido as suas
caracteristicas bioquimicas, principalmente como carreadoras de farmacos e medicamentos. Além
disso, diferentes designs vém sendo propostos visando propriedades especificas para os sistemas
desenvolvidos, inclusive adicionando mais de uma camada (AZIMI et al., 2013; EL-ASSAL, 2016; LIU;
LIU; WANG, 2012; NAIDU; PAULSON, 2011; SABET et al., 2017; YASMIN et al., 2017; YOUNG et al.,
2005).

Observando a Figura 25(a) ficam evidentes dois momentos distintos relacionados ao
aumento da concentragao de 6leo essencial liberado. O primeiro momento, que aconteceu entret=0
e t =75 h, pode estar associado a hidratacdo da camada mais externa das nanoparticulas formada por
gelatina. Esse dado corrobora com a rapida velocidade de liberacdo (27 ppm/h) logo no inicio do
ensaio. Conforme o design projetado para o desenvolvimento dos sistemas, o carreador gelatina

configura a camada mais externa das nanoparticulas. Essa camada, ao entrar em contato com a agua
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do ensaio de liberagdo, tornou-se mais hidratada e turgida (além de estar mais solubilizada),
possivelmente aumentando os poros da camada externa e expondo o éleo essencial (YASMIN et al.,
2017). Como a gelatina representa a camada mais externa das nanoparticulas e é altamente soluvel
em agua (GHASEMISHAHRESTANI et al., 2015), ela passou a ser rapidamente solubilizada (iniciando o
processo de liberagdo com velocidade superior a 25 ppm/h).

Como foram observados claramente dois momentos de aumento de concentragdo de
6leo essencial liberado, separados por um periodo de liberagdo praticamente nula (entre 50 e 75 h),
sugere-se que a primeira concentracdo de éleo essencial liberada (aproximadamente 150 pg/mL)
estava localizada na interface das camadas de PCL e gelatina. A proposicdo de que parte do dleo
essencial estava encapsulado nesta interface é suportada pelo segundo momento da liberacao
controlada, que acontece a partir de 75 h: essa segunda concentracao liberada pode estar relacionada
a quantidade de 6leo essencial encapsulada no carreador PCL. Este carreador, menos soluvel em dgua
guando comparado com a gelatina (GRILLO et al., 2012b), passou a ser solubilizado quando exposto
ao meio aquoso a partir da solubilizacdo da gelatina.

De acordo com a curva de liberagdo, essa provavel solubilizacdo do PCL acontece a partir
de 75 h, mas é muito mais bem observado entre 75 h e 175 h, quando é visivel um segundo aumento
da concentracdo de d6leo essencial liberada. A partir de 175 h ndo foi observada concentracdo
consideravel de 6leo essencial liberada.

A partir de 75 h de liberagdo, pela solubilizagdo do PCL em processo, o éleo essencial mais
interno neste carreador passou a ser liberado no meio, resultando em aproximadamente 150-200
ug/mL de dleo essencial liberado (a depender do pH). As curvas de liberagdo trouxeram informacdes
novas para a proposi¢cdo do design das nanoparticulas desenvolvidas. O perfil de liberagdo em todos
os pH sugere que parte do 6leo essencial encapsulado foi liberada antes da solubilizagdo do PCL, o que
indica que o dleo essencial pode estar incorporado junto a este carreador, inclusive fazendo parte de
sua superficie externa. Essa informacdo se da ao fato de ter sido observado o segundo momento de

liberacao controlada, a partir de 75 h.
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A Figura 26 mostra esquematicamente uma proposta especulativa da interpretagdo da
liberacdo controlada a partir das curvas de liberacdo, associada ao design das nanoparticulas (DA

COSTA et al., 2021; GAUTAM; DINDA; MISHRA, 2013).
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Figura 26. Diagrama esquematico da proposta especulativa da interpretagdo da liberagdo controlada associada ao design das
nanoparticulas em fungdo do tempo.

A Figura 26(a) mostra a nanoparticula constituida por PCL, gelatina e éleo essencial. Nessa
nanoparticula, como discutido anteriormente, o carreador gelatina constitui a camada mais externa.
No entanto, como indicado nas curvas de liberacdo controlada, o dleo essencial pode estar distribuido
juntamente as cadeias moleculares de PCL, tanto encapsulado mais internamente, quanto mais
exposto e localizado na interface PCL/gelatina.

A Figura 26(b) propde que, nas primeiras horas (e com elevada velocidade de liberagdo),
a camada de gelatina passou por um processo de hidratacdo/solubilizagdo, permitindo a liberagdo do
6leo essencial encapsulado na interface PCL/gelatina.

Neste momento, podemos propor que também se da o inicio da degradacdo do PCL,
[Figura 26(c)]. Entre 50 h e 75 h, a concentracdo de dleo essencial liberada se manteve praticamente
nula, uma vez que parte do dleo localizada na interface PCL/gelatina ja havia sido liberada. Entdo, a
segunda bicamada mais interna, formada pelo carreador PCL, comega a sofrer processo de degradagado
pela exposicdo em agua: entre 75 h e 175 h se dd um novo pico de liberagdo de éleo essencial,
sugerindo que o PCL atua também como encapsulante do dleo essencial em sua estrutura interna.

Finalmente, a partir de 75 h [Figura 26(d)], observou-se o aumento da concentragdo de 6leo essencial
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liberado. Essa liberagdo seguiu um aumento gradativo da liberagao de 6leo essencial até 225 h, [Figura
26(e)].

A fim de termos mais indicios da possibilidade de o éleo essencial estar encapsulado
juntamente a estrutura do PCL, foi realizada a medida de FTIR da solugdo (PCL + éleo essencial), a qual

representa uma das etapas de sintese. Os espectros estdo mostrados na Figura 27.
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Figura 27. (a) Espectro de FTIR do 6leo essencial da P. nigrum e (b) da fase organica contendo PCL e dleo essencial.

As bandas de absorgdo das fases individuais de 6leo essencial e PCL ja foram descritas
anteriormente e identificadas, respectivamente, nas Figura 15(a) e Figura 15(b). No entanto,
qualitativamente, a Figura 27 indica uma possivel interagdo entre PCL e gelatina (fase organica) no
momento da sintese do sistema coloidal. Bandas evidentes do 6leo essencial (especialmente as bandas
localizadas em 1643 cm 2, 1446 cm™ e em 863 cm™) ndo foram mais verificadas na fase orgénica. Esses
resultados mostram que essa interacdo pode favorecer a distribuicdo do 6leo essencial em diferentes
partes do nucleo de PCL, isto é, mais internamente. Além disso, novas bandas surgiram a partir dessa
interacdo, como as localizadas em 1720 cm™ referentes aos estiramentos da carbonila (C=0). A banda
em 1296 cm™ é caracteristica do estiramento de C—O e C—C. Além disso, foi observado o estiramento
assimétrico em 1238 cm™ atribuido ao C—-O—C (DOUSTGANI et al., 2012) e bandas em 1000 a 500 cm"
! de dificil identificacdo, sugerindo uma interacdo quimica entre as fases PCL e dleo essencial.
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InteracBes quimicas entre carreadores e ativos a serem liberados foram reportadas anteriormente
(BASTOS et al., 2020; GRILLO et al., 2012b; JIMENEZ et al., 2018; MAZZARINO et al., 2012; SILVA et al.,
2011; ZANETTI et al.,, 2019). Dessa forma, sugere-se, finalmente, que no sistema bicamada
desenvolvido, o 6leo essencial tem uma interacdo quimica com o PCL no momento da sintese,
possivelmente fazendo com que parte desse dleo essencial se localize em diferentes partes desse
carreador (tanto mais internamente quanto na interface dos carreadores).

Com relagdo aos modelos tedricos de liberacdo (Korsmeyer-Peppas, Higuchi, 12 ordem e
ordem) (TAVARES et al., 2016), ndo foi possivel associar o sistema NPNE a nenhum deles. Esse fato se
d3, principalmente, porque esses modelos sdo aplicados a curvas exponenciais ou lineares de liberacao
(KARSA; STEPHENSON, 2005). Esses modelos tedricos ndo se enquadram nas liberagdes do tipo
pulsada, que é o caso encontrado no sistema NPNE.

Para justificar esse fato, foram feitos os ajustes tedricos para quatro modelos: Korsmeyer-
Peppas, Higuchi, 12 ordem e ordem zero. A Tabela 5 mostra os valores dos parametros cinéticos para
esses modelos de liberagdo controlada. Estes parametros sdo utilizados quando ndo se conhece o
mecanismo de liberacdo dos principios ativos encapsulados, e entdo os valores de R? podem ser
indicativos para a escolha do melhor modelo de liberagdo (TAVARES et al., 2016) . Segundo os dados
da Tabela 5, o modelo que mais se adequaria a liberagdo controlada desse sistema é o de Korsmeyer-
Peppas, com valores de R? superiores a 0,98. A Figura 28, portanto, mostra a adequacdo desse modelo
as curvas experimentais de liberagao controlada.

Observa-se que o modelo de Korsmeyer-Peppas melhor ajustou os dados de liberagdo
controlada (maior valor médio de R2), sendo um indicativo para uma possivel proposicio de
mecanismo de liberagdo do dleo essencial. As curvas em linhas cheias representam os dados ajustados
a partir dos valores de k*t", sendo possivel perceber que os valores experimentais se dispdem ao longo
de cada curva ajustada através dos pontos experimentais e, apesar de resultados satisfatérios de R?,
nossos dados ndo corroboram com o modelo de liberagdo segundo Korsmeyer-Peppas (CHRISTOFOLI

et al., 2015).
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Tabela 5. Modelos e coeficientes de liberagdo controlada do 6leo essencial.

Modelos Coeficientes pH
4 7 10
Korsmeyer-Peppas K 9,30 6,78 7,42
N 0,70 0,74 0,72
R? 0,99 0,98 0,98
Higuchi K 25,20 21,62 22,16
R? 0,89 0,88 0,89
12 Ordem K 30,00 24,86 24,87
R? 0,87 0,89 0,90
Ordem zero K 2,09 1,80 1,84
R2 0,85 0,83 0,87
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Figura 28. Valores experimentais e ajustados segundo o modelo de Korsmeyer e Peppas para o estudo de liberagdo controlada

em diferentes pH.

O coeficiente n, o qual esta relacionado com o mecanismo de liberacdo do éleo essencial
a partir da matriz polimérica (DE OLIVEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2018), vem sendo amplamente

usado para indicar os mecanismos de saida do principio ativo do sistema encapsulado. No entanto, ao
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observamos a Figura 28 na regido entre 75 h e 120 h, fica evidente que os pontos experimentais
(tempo; concentracdo de 6leo essencial liberado), ndo fazem parte da curva tedrica ajustada segundo
o modelo de Korsmeyer-Peppas. Esse fato pode ser facilmente explicado pois esses modelos preveem
liberacdo controlada exponencial ou linear. Fica evidente, portanto, que o sistema NPNE caracteriza-
se pela liberagdo controlada do tipo pulsada, uma vez que o ajuste tedrico nao foi satisfeito. Dessa
forma, ndo foi possivel associar a liberacdo do 6leo essencial do sistema NPNE a nenhum modelo
tedrico, o que torna a interpretagdo da liberagdo e do design das nanoparticulas um pouco mais
complicada, desafiadora e subjetiva. Mesmo assim, a liberacdo pulsada torna-se um mecanismo
interessante de liberacdo pois prevé diferentes concentracdes de dleo essencial sendo liberadas em
diferentes momentos, o que pode ser favoravel para algumas aplicagcdes (PENHASI; GOMBERG, 2018;

SANCHEZ et al., 1996).
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6. CONCLUSAO

A presente pesquisa desenvolveu um sistema de liberagdo controlada baseado em
carreadores poliméricos biodegradaveis para encapsulacdo dos ativos naturais contidos no éleo
essencial da espécie P. nigrum. A maior preocupacado dessa pesquisa foi acompanhar o sucesso do
encapsulamento (em torno de 98%) ndo sé imediatamente apds a sintese, mas por longos periodos
para que, diferentemente da grande maioria dos trabalhos reportados, essa andlise de estabilidade
nao se tornasse apenas momentanea, mas pudesse ser realizada de forma real ao longo do tempo,
tentando entender os acontecimentos relacionados as suas desestabiliza¢des gradativas.

A compreensdo do comportamento dessas nanoparticulas poliméricas durante
armazenamento (manipulado ou em prateleira) representou parte das dificuldades encontradas nesta
pesquisa. Além de ndo serem encontrados muitos trabalhos em literatura que pudessem nos
direcionar, essas dificuldades também estiveram representadas pelo entendimento da estabilizacao
das formulagbes como consequéncia do tamanho reduzido das particulas, do design sofisticado da
interacdo bicamada de PCL e gelatina, do mecanismo de liberacdo pulsada do éleo essencial e da
degradacdo gradativa dos sistemas possivelmente pela ruptura das nanoparticulas. Ainda, muitas
foram as variaveis encontradas para explicar tais rupturas, todas influenciando simultaneamente as
formulagGes. As respostas para a maioria dos questionamentos acerca da estabilidade dos sistemas
desenvolvidos sé foram possiveis, em parte, pela combina¢do de diversas técnicas de andlise e por
interpretagdes, muitas vezes subjetivas, mas conclusivas. No entanto, associando as diversas
informacdes encontradas aos indmeros parametros influenciadores na estabilidade dos sistemas
coloidais, foi possivel propor um cendrio razodvel para essa compreensao, chegando pelo menos ao
sistema NPNE com estabilidade satisfatéria diante da proposta de aplicagdo enquanto biodefensivo
agricola.

Os maiores desafios dessa pesquisa e que ainda persistirdo em avaliagGes futuras sdo (i)
a elucidagdo da associacdo dos carreadores bicamadas dessas nanoparticulas e de que forma eles

efetivamente encapsulam e liberam o éleo essencial, visando a compreensdo dos fatores que
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influenciam o perfil de liberacdo, e (ii) a proposicdo de mecanismos concretos de desestabilizacdo das
formulacgdes considerando o papel dos conservantes. Entretanto, algumas generalizacées puderam ser
assumidas com base na analise dos perfis das curvas de liberacdo em diferentes pH, e também na
proposta genérica, porém convincente, da influéncia de microrganismos resultando na ruptura das
nanoparticulas e na exposicao do dleo essencial na formulagdo. Estes mesmos fatores, somados a
biodegradabilidade natural dos carreadores, influenciaram na dificuldade de estabilizagdo bem como
em um entendimento mais aprofundado (além do que foi reportado aqui) dos mecanismos de
desestabilizagao.

De uma forma geral, a presente pesquisa permitiu diversos avancos, tanto no acimulo de
informacbes relativas aos fendmenos fisico-quimicos envolvidos, quanto em relacdo ao
desenvolvimento de formulacdes de nanoparticulas biodegraddveis mais estaveis, ampliando o
cendrio de pesquisas envolvendo o uso de conservantes em sistemas coloidais. No entanto, por se
tratar de sistemas altamente biodegraddveis e propensos a acdo de microrganismos, ficou claro que a
acdo de diferentes conservantes vai retardar esse efeito por diferentes periodos, mas nao vai impedir
gue esse processo natural de biodegradabilidade persista nos sistemas de forma gradativa.

Com relacdo as viabilidades reais consideramos os sistemas mais estdveis (NPNE e
possivelmente o NPTI) como biodefensivos alternativos, e acreditamos que essa possibilidade pode
ser promissora por alguns fatores. O periodo em que estes sistemas se mantiveram estaveis os coloca
numa posic¢do de possivel produto, considerando evidentemente que andlises futuras (inclusive novos
ensaios de estabilidade) precisam ser realizadas. No entanto, foram apresentados resultados
interessantes relacionados a rugosidade das nanoparticulas (caracteristica promissora que garante
aderéncia em superficie e contribui para a liberagao do ativo) e com relagao a concentragdo do dleo
essencial liberada, mostrando que aproximadamente 86% do 6leo essencial consegue deixar as
nanoparticulas e atingir o meio externo. Esse fato coloca o sistema desenvolvido num patamar de
sucesso, uma vez que um dos principais requisitos para sistemas de liberagdo controlada é a liberagdo

eficiente do ativo. Muitos sistemas podem apresentar elevada EE, mas no momento da liberacdo, o
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ativo acaba ficando aderido aos carreadores por diversas razées que impedem sua saida, reduzindo
sua agao.

De acordo com os resultados apresentados, consideramos que esta proposta de tese foi
desenvolvida e concluida com sucesso. Nossa formulagdo de destaque, o sistema NPNE, poderd ser
objeto de estudo em novas pesquisas a partir dos dados reportados nesse trabalho, contribuindo cada
vez mais para que em algum momento ela possa, de fato, se tornar um produto alternativo. Esperamos
gue este trabalho também inspire pesquisadores a inserir nanotecnologia em produtos naturais e a
continuarem desenvolvendo produtos alternativos, os quais sempre tém um papel de destaque por
terem a proposta de substituir produtos que geralmente ndo estdo sendo 100% benéficos ao homem

e ao meio ambiente.
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