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RESUMO

A espécie vegetal Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson, pertencente a
familia Verbenaceae, ¢ popularmente conhecida como erva-cidreira e ¢ amplamente distribuida
em todo o territorio brasileiro. Esta espécie ¢ conhecida por apresentar uma variabilidade
quantitativa e qualitativa na composi¢do quimica do seu 6leo essencial, apresentando, portanto,
distintos quimiotipos. A andlise quimica do 6leo essencial de Lippia alba ¢ de grande
importancia porque seus constituintes podem afetar caracteristicas como a sua solubilidade
intrinseca. Além disso, os sistemas nanoestruturados, dentre eles as nano-emulsdes, se
apresentam como excelente alternativa para otimizar as caracteristicas de um 6leo essencial.
Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ realizar a investigagdo dos fendomenos de geracdo e
estabilizacao das nanogoticulas a partir de diferentes quimiotipos de Lippia alba, observando a
influéncia de sua composi¢@o quimica nos fendmenos. Os 6leos essenciais foram extraidos pela
técnica de hidrodestilacdo em aparato do tipo Clevenger e caracterizados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Neste trabalho, foi utilizada uma abordagem de
baixo aporte de energia para a obtengdo das nano-emulsdes (quimiotipos citral e carvona de
Lippia alba). As nano-emulsdes foram preparadas em duas etapas, inicialmente por dispersao
dos 6leos essenciais em glicerina e posterior adicdo desses sistemas em agua deionizada. As
nano-emulsdes produzidas foram avaliadas macroscopicamente e a andlise de distribuicdo de
tamanho de goticulas foi realizada por espalhamento dindmico da luz em um equipamento
Zetasizer Malvern NanoZS, as medidas foram realizadas em triplicata e os graficos
interpretados em termos de didmetro médio e indice de polidispersdo. Foi observado um
aumento de 160% em relacdo ao tamanho de goticula da nano-emulsdo preparada com o
quimiotipo carvona apods 24h. Quando diluida, essa nano-emulsdo apresentou aumento de
goticula em torno de 65%. Embora a nano-emulsdo preparada com o quimiotipo citral tenha
apresentado diametro de goticula maior do que o quimiotipo carvona, a analise da amostra
diluida revelou um menor aumento do tamanho de goticula (~20%). Esse efeito pode estar
associado a uma maior area superficial e facilidade de migracao dos componentes das goticulas
das nano-emulsdes a base do 6leo essencial do quimiotipo carvona. O presente trabalho
permitiu uma investigacdo da geracdo, formagao e estabilizacdo de nano-emulsdes a base de
Oleos essenciais, com interpretacdo dos resultados em fungdo das diferencas nos perfis

fitoquimicos dos diferentes quimiotipos.

Palavras-chave: Carvona. Citral. Monoterpenos. Nanoemulsificacio. Oleo essencial.



ABSTRACT

The plant species Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson, belonging to the
Verbenaceae family, is popularly known as ‘erva-cidreira’ and is widely distributed throughout
Brazil. This species is known for presenting a quantitative and qualitative variability in the
chemical composition of its essential oil, presenting, therefore, different chemotypes. The
chemical analysis of Lippia alba essential oil is of great importance because its constituents can
affect characteristics such as its intrinsic solubility. In addition, nanostructured systems,
including nano-emulsions, are an excellent alternative to optimize the characteristics of
essential oil. Therefore, the objective of this work is to investigate the phenomena of generation
and stabilization of nanodroplets from different chemotypes of Lippia alba, observing the
influence of their chemical composition on the phenomena. The essential oils were extracted
by the technique of hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus and characterized by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. In this work, a low-energy approach was used
to obtain nano-emulsions (citral and carvone chemotypes from Lippia alba). The nano-
emulsions were prepared in two steps, initially by dispersing the essential oils in glycerin and
then adding these systems to deionized water. The produced nano-emulsions were evaluated
macroscopically and the droplet size distribution analysis was performed by dynamic light
scattering in a Zetasizer Malvern NanoZS equipment, the measurements were performed in
triplicate and the graphs were interpreted in terms of mean diameter and polydispersion index.
An increase of 160% was observed about the droplet size of the nano-emulsions prepared with
the carvone chemotype after 24h. When diluted, these nano-emulsions showed a droplet
increase of around 65%. Although the nano-emulsions prepared with the citral chemotype
showed a larger droplet diameter than the carvone chemotype, analysis of the diluted sample
revealed a smaller increase in droplet size (~20%). This effect may be associated with a greater
surface area and ease of migration of the droplet components of nano-emulsions based on the
essential oil of the carvone chemotype. The present work allowed an investigation of the
generation, formation, and stabilization of nano-emulsions based on essential oils, with an
interpretation of the results in function of the differences in the phytochemical profiles of the

different chemotypes.

Keywords: Carvone. Citral. Monoterpenes. Nanoemulsification. Essential oil.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Sociedade Brasileira de Farmacognosia (SBF) (2009), uma defini¢ao
apropriada para essa importante area das ciéncias farmacéuticas indica que a farmacognosia “¢
a aplicagdo simultanea de varias disciplinas cientificas com o objetivo de conhecer farmacos
naturais sob todos os aspectos”. Além disso, a SBF indica que a farmacognosia “ciéncia
multidisciplinar que contempla o estudo das propriedades fisicas, quimicas, bioquimicas e
biologicas dos farmacos ou dos farmacos potenciais de origem natural assim como busca novos
farmacos a partir de fontes naturais”, também sendo “interdisciplinar, fazendo interface com a
botanica, etnobotanica, antropologia médica, biologia marinha, microbiologia, fitoquimica,
fitoterapia, farmacologia, farmacia clinica, agronomia, entre outros”.

Os produtos naturais sdo a principal fonte de substancias bioativas desde tempos
remotos, sendo utilizados sob a forma de misturas complexas como extratos, fragdes
purificadas, 6leos essenciais, entre outras e at¢é mesmo como ponto de partida para a geragdo de
novas substancias quimicas. Nesse contexto, pesquisas diversas ao redor do mundo t€m sido
amplamente relacionadas a farmacognosia, como aquelas direcionadas a obtencdo de
medicamentos fitoterapicos, alimentos funcionais (nutracéuticos), fitocosméticos e controle de
pragas, sejam elas de interesse econdmico pelos possiveis danos a lavouras e até mesmo
produtos estocados.

Sistemas nanoestruturados contendo substancias de origem natural como constituintes
da fase interna e dispersos em uma fase externa aquosa podem aumentar a estabilidade das
substancias, melhorar a disponibilizacdo dessas em dgua e até mesmo promover uma liberacao
modificada, sendo essas caracteristicas intimamente ligadas ao tamanho diminuto. Dentre esses,
encontram-se as chamadas nano-emulsdes aquosas ou nano-emulsdes do tipo 6leo em agua.
Elas sdo sistemas termodinamicamente instaveis em que goticulas esféricas de pequeno
diametro encontram-se dispersas em um liquido imiscivel, usualmente dgua ou solugdes
aquosas. Sao normalmente estabilizadas por tensoativos, que possuem papel preponderante na
sua geracao ¢ estabilizagdo. A estabilidade cinética ¢ uma caracteristica chave das nano-
emulsoes e grande responsavel pela longa manutengao das suas caracteristicas.

Utilizando-se conhecimentos relacionados as caracteristicas quimicas e aspectos fisico-
quimicos dos constituintes da fase interna, € possivel obter nano-emulsdes por métodos de baixo
aporte de energia, seja por métodos de inversao de fases ou auto-nano-emulsificagdo. Embora

varios limites maximos de diametro sejam descritos para definir uma nano-emulsdo,
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usualmente entre 100-500 nm, o mais importante ¢ que o sistema apresente uma funcionalidade
que o torne diferente do material ndo nano-emulsificado.

As bases teoricas da formacao e estabiliza¢ao de nano-emulsdes foram estabelecidas em
sistemas consideravelmente mais simples do que aqueles obtidos com produtos naturais. Apesar
da baixa solubilidade em dgua intrinseca de substancias de origem natural presentes em 6leos
essenciais, torna-se um grande desafio compreender os fendmenos envolvidos quando
observados os paradoxos envolvidos na estabilizagao de sistemas oleosos relativamente mais
hidrofilicos como os 6leos essenciais.

Variagdes na composi¢do quimica de quimiotipos de uma mesma espécie podem afetar
as propriedades fisico-quimicas do sistema, surgindo o questionamento acerca da possibilidade
de se obter nano-emulsdes por um método padrao com tensoativo nao id6nico mais hidrofilico.
Portanto, a observagdo dos sistemas obtidos com os diferentes quimiotipos, ricos em
substancias de solubilidade em dgua diferenciada, auxiliaria na racionaliza¢do do delineamento
de formulagdes a base de 6leos essenciais, como escolha dos tensoativos, ordem de adigao de

fases, entre outros fatores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a formacdo e estabilizagdo de nano-emulsdes a base de 6leos essenciais

presentes em diferentes quimiotipos de Lippia alba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Nano-emulsificar os 6leos essenciais de L. alba utilizando-se tensoativo ndo idnico e
glicerina;

e Avaliar a ordem de adi¢do das fases na geragdo e estabiliza¢do das nano-emulsdes;

e Caracterizar os sistemas nano-emulsionados formados;

e Avaliar a influéncia do tempo sobre as nano-emulsdes;

e Interpretar os processos de geracdo e estabilizacdo das nano-emulsdes em fungao de

propriedades fisico-quimicas dos componentes dos distintos 6leos essenciais.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

As propriedades medicinais dos oleos essenciais de espécies vegetais aromaticas sao
conhecidas desde a antiguidade. Na medicina tradicional, os 6leos essenciais sdo usados para
fins terapéuticos ha milhares de anos. Nas ultimas décadas, ganharam um interesse renovado
em diversas areas e atualmente, o uso de produtos naturais a base de 6leos essenciais € uma
alternativa quem vem sendo aplicado no mercado para diversas finalidades, isso se deve as
caracteristicas fisico-quimicas com alto valor agregado respeitando o meio ambiente que podem
ser utilizados para o desenvolvimento de formulacdes inovadoras (PEREIRA et al., 2018).

De acordo com a 6 edicdo da Farmacopeia Brasileira (2019), 6leos essenciais ou
volateis sdo produtos obtidos de plantas, através de métodos fisicos, que possuem como
caracteristica evaporar a temperatura ambiente, sdo predominantemente constituidos por
misturas complexas de substancias lipofilicas e volateis de baixa massa molecular, que
determinam suas propriedades odoriferas, sabor e apresentam-se isolados ou misturados entre
si, concentrados, desterpenados ou retificados (BRASIL, 2019).

Os oleos essenciais sdo geralmente liquidos a temperatura ambiente, e constituem-se
quimicamente principalmente por terpenos, terpenoides e fenilpropanoides. A classificacdo dos
terpenos ¢ baseada no nimero de atomos de carbono, resultado do nimero de unidades de
isopreno presentes em sua estrutura. Assim, podem ser classificados podem como:
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), sesterpenos
(Cas), triterpenos (C3o) e tetraterpenos (Cao). Os compostos terpénicos mais abundantes em
Oleos essenciais sao os monoterpenos (Cio) e os sesquiterpenos (Cis) (PEREIRA et al., 2018;
SHARMEEN et al., 2021).

Apresentam uma grande variedade de estruturas e podem ser compostos por diversas
classes, incluindo alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres, cumarinas, 6xidos, fenois, furanos,
lactonas, acidos organicos, peroxidos e enxofres. Na mistura, estes compostos apresentam
diferentes concentragdes, no qual geralmente ¢ encontrado um componente de maior teor que €
chamado de majoritario, ¢ os componentes de menor teor que sdo chamados de tracos
(SIMOES; SPITZER, 2007).

Sao produtos naturais obtidos de diversas partes de plantas como folhas, flores, frutos,
raizes e cascas e para sua extracdo podem ser utilizados diversos métodos, sendo a

hidrodestilacdo, destilagdo por arraste a vapor e enfloracdo os métodos mais utilizados
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tradicionalmente. A técnica de extracdo pode afetar significativamente as caracteristicas
quimicas e o rendimento dos 6leos essenciais obtidos (SIMOES; SPITZER, 2007).

Os oOleos essenciais possuem diversas atividades bioldgicas como antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias e inseticidas, além disso, destacam-se por sua fragrancia,
assim, sdo muito utilizados em industrias farmacéuticas, industrias de perfumes e de cosméticos
e na industria alimenticia. Além disso, diversas espécies vegetais produtoras de 6leos essenciais
sao utilizadas na medicina popular, entre outras propriedades, por seus efeitos calmantes,
sedativo, anti-inflamatdrio e analgésico. Dentre elas esta a espécie Lippia alba (NISHIJIMA et

al., 2014; DE LIMA; LINS, 2020).

3.2 Lippia alba

A Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson, pertencente a familia
Verbenaceae, ¢ um arbusto aromatico, que pode alcangar até 2 metros de altura. Possui ramos
finos e alongados, arqueados, de coloracdo esbranquicada e quebradigos. Suas folhas sdo
elipticas ou lanceoladas, ovadas de largura variavel com apice agudo a obtuso e borda serreada
(Figura 1). Suas flores estdo agrupadas em inflorescéncias capituliformes de corola violacea

ou branca com fundo amarelo e eixo curto que apresentam diferentes tamanhos e fruto

esquizocarpo (LORENZI; MATOS, 2002; FLORA DO BRASIL, 2022).

Figura 1 — Espécie Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson.

Fonte: Flora do Brasil (2020).
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E uma planta originaria da América do Sul e nativa do Brasil, sendo amplamente
distribuida em todo o territorio brasileiro, com distribuicdo geografica nas regides norte (Acre,
Amazonas, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins), nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), centro-oeste (Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), sudeste (Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro) e sul (Parani, Rio Grande do Sul, Santa Catarina). Tem dominios
fitogeograficos nas regides Amazonica, Cerrado, Caatinga, Pantanal, Pampa ¢ Mata Atlantica
(FLORA DO BRASIL, 2022).

No Brasil, devido a ampla utilizacdo tradicional, ha uma grande variedade de
nomenclatura popular para esta espécie que varia de acordo com a regido, assim, ¢ reconhecida
por diversos nomes populares entre elas erva-cidreira, cidreira, falsa-melissa, carmelitana,
cidreira-brava, cha-de-tabuleiro, salva-do-brasil, alecrim selvagem, dentre outras (LORENZI;
MATOS, 2002; DE LIMA; LINS, 2020).

A indicacdo terapéutica de L. alba consta no Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira 2° edi¢do e sua utilizagdo na literatura estd descrita como
antiespasmodico, antidispéptico, analgésico, calmante e sedativo (CARMONA et al., 2013;
BRASIL, 2021). Devido aos seus constituintes ativos, dentre eles o 6leo essencial, na
fitoterapia, ¢ utilizada na forma de chds, infuso, macerada, em compressas, banhos, inalagao,
xarope ou extratos alcoolico e hidroalcoodlico para o tratamento de diversas doencas como asma,
bronquites, gripes, resfriados e tosse. Além disso, ¢ utilizada também como calmante e no
tratamento de diarreias e disenterias, dores de estdmago, indigestdo e problemas intestinais
(LORENZI; MATOS, 2002; CAMILLO, 2016; CARVALHO, 2016; DE LIMA; LINS, 2020;
FERREIRA et al., 2020; BRASIL, 2021).

Além disso, a espécie L. alba apresenta grande potencial para serem empregadas nas
industrias farmacéuticas, aromaticas ¢ de perfumes, podendo também ser promissora nas
indtstrias de quimicos agricolas. Isso se deve as suas inimeras propriedades, dentre elas
antifiingica, inseticida e repelente comprovadas em diversos estudos e que sdo atribuidas a sua

variabilidade fitoquimica (DE LIMA; LINS, 2020).

3.3 VARIACAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO OLEO ESSENCIAL DE
Lippia alba

As espécies do género Lippia sdo bastante conhecidas e estudadas por apresentar

diferentes composi¢des quimicas. O aroma da erva-cidreira esta relacionado principalmente aos
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constituintes do 6leo volatil. Muitos trabalhos cientificos descrevem que o teor de seus
componentes quimicos podem variar de 6rgao para 6rgdo devido a influéncia de fatores como
a idade da planta, época de colheita, horario do dia, estagdes do ano, época de floragao, fatores
genéticos, local de cultivo, mudancgas climaticas, periodo em que foi coletada e quantidade de
agua disponivel (DE OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 2014).

Diversos estudos fitoquimicos determinaram que as substancias presentes nos 6leos
essenciais das espécies de L. alba sao variadas, sendo composto principalmente por dois tipos
de compostos quimicos, entre eles os terpenoides e fenilpropanoides (LINDE et al., 2016).
Ferreira et al. (2020), realizaram a andlise do 6leo essencial das folhas de L. alba, o estudo
conclui que existe uma grande variabilidade quantitativa e qualitativa na composicdo quimica
da espécie apresentando diferentes porcentagens de citral, carvona, linalol e limoneno, o que
justifica a classificagdo em distintos quimiotipos (FERREIRA et al., 2020).

Linde e colaboradores (2016) também sugerem a classificagdo em quimiotipos para o
6leo essencial de L. alba, pois inumeros fatores podem afetar a composi¢do dos componentes
do dleo, como fatores genéticos, além disso, os estimulos externos influenciam nas rotas
biossintéticas de producdo de metabolitos secundarios ocasionando na biossintese de
compostos distintos para a mesma espécie (DE OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 2014; SILVA;
LINHARES; DA SILVA, 2021).

L. alba ¢é considerada uma excelente fonte de compostos bioativos presentes no 6leo
essencial, evidenciados por varios perfis fitoquimicos de seus 6leos descritos na literatura,
assim a analise quimica desta espécie ¢ de fundamental importancia. Estudos realizados por
Silvaetal. (2021), demonstraram que os quimiotipos mais citados na literatura para esta espécie
sdo o citral, carvona-limoneno, citral-mirceno, carvona-citral, linalol e carvona.

Nas atividades apresentadas por seu 6leo essencial, destaca-se uma potencial agao
larvicida verificada contra espécies da familia Culicidae em estudos realizados por Ferreira et
al. (2020). Além disso, diversas pesquisas realizadas com Oleos extraidos de diferentes
quimiotipos da erva-cidreira demonstraram que este possui diversas atividades biologicas, das
quais se destacam a atividade anti-inflamatoria (HALDAR et al., 2012), atividade antioxidante
(OLIVEIRA et al.,, 2018), atividade antifingica (GEROMINI et al., 2015) e atividade
antiespasmodica (BLANCO et al., 2013).

A composic¢ao quimica de cada quimiotipo de L. alba é responsavel por suas atividades
biologicas especificas, assim, quimiotipos como citral e carvona estdo sendo cada vez mais
estudados porque demonstraram ter uma ampla gama de propriedades bioativas que podem ser

exploradas para aplicagdes farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, além de terem potencial
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para serem utilizados como principio ativo de novos produtos repelentes de insetos e inseticidas

(CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017).
3.4 QUIMIOTIPOS DE Lippia alba ESTUDADOS
3.4.1 Citral

O Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) (Figura 2) ¢ um monoterpeno de formula
molecular CioH160 e massa molar de 152,23 g/mol, o qual apresenta coloracdo amarelo palido
e odor fortemente citrico, LogP de 3,17, ponto de ebuli¢do 229 °C, densidade 0,9+0,1 g/cm?,
tensdao superficial de 27,1£3,0 dyne/cm e solubilidade em agua de 84,71 mg/L (25 °C)
(CHEMSPIDER, 2022b).

Figura 2 — Estrutura quimica do Citral

\\O

Fonte: Autora (2023).

E um aldeido constituido pela mistura de dois isdbmeros geométricos (cis- isdbmero neral
e trans- isomero geranial). Possui uma cadeia alifatica de oito carbonos, com duas insatura¢des
nos carbonos 2 e 6 e dois grupos substituintes metil nos carbonos 3 e 7 (NISHIJIMA et al.,
2014).

Esse quimiotipo ¢ naturalmente encontrado nos dleos essenciais de varias espécies de
plantas aromadticas como a Lippia alba (erva-cidreira), Cymbopogon citratus (capim-limao) e
Litsea cubeba (may chang) (FERREIRA, 2019; PEREIRA et al., 2021). Na industria, ¢ uma
matéria prima de grande importancia, sendo largamente utilizado na industria alimenticia como
aromatizante e na industria de cosméticos e de perfumes na fabricagdao de aromas e fragrancias,
sendo responsavel pelas notas citricas (LU et al., 2018). A atividade repelente do quimiotipo

citral também foi comprovada contra o mosquito Aedes aegypti, além disso, tem demonstrado
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um notavel potencial antibacteriano, antifingico e anti-inflamatério (NISHIJIMA et al., 2014;

LU etal., 2018; ADHIKARI et al., 2022).
3.4.2 Carvona

A carvona (2-metil-5-(metiletenil)-2-ciclohexen-1-ona) (Figura 3) ¢ um monoterpeno
do grupo das cetonas. Possui formula molecular CioH140 e massa molar de 150,22 g/mol, a
qual apresenta coloracdo amarelo palido e odor penetrante, LogP de 2,27, ponto de ebulicao
230 °C, densidade 0,9+0,1 g/cm’, tensdo superficial de 29,8+3,0 dyne/cm e solubilidade em
agua de 79,0 mg/L (20 °C) (CHEMSPIDER, 2022a).

Figura 3 — Estrutura quimica do enantiomero (4R)-(-) carvona

/O

X

Fonte: Autora (2023).

Quimicamente, devido a presenga de um centro quiral, esse monoterpeno pode ser
encontrado na natureza na forma de dois enantiomeros: (R)-(—)-carvona e (S)-(+)-carvona, que
possuem aromas ligeiramente diferentes. O enantiomero d-carvona ¢ um dos constituintes
volateis majoritarios de vérias plantas aromaticas e medicinais como a Lippia alba (erva-
cidreira), Mentha crispata L. (horteld) e Poiretia latifolia Vogel (erva-de-touro). E empregado
por varios setores das industrias, sendo utilizado na industria alimenticia como aromatizante e
em fragrancia de perfumes, sabdo e utilizado em bebidas (SILVA, 2011; SOLOMONS;
FRYHLE; SNYDER, 2018).

Estudos realizados in vitro e in vivo demonstram que esse quimiotipo possui atividades
antibacterianas, antifingicas, antiparasitarias, anti-inflamatérias e antioxidantes (PINA et al.,
2022). Além disso, as atividades inseticida e repelente contra o mosquito Aedes aegypti foi

demonstrada em diversos trabalhos (CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017).
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3.5 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia ¢ um campo de estudo multidisciplinar de grande interesse que esta
se destacando devido as suas diversas aplicacdes e vantagens. Tem sido alvo de diversos
estudos e investimentos em diversas dreas cientificas, apresentando um potencial promissor
como estratégia tecnologica para o desenvolvimento de diversas formula¢des como
medicamentos, cosméticos, na industria de alimentos, entre outros (SANTOS et al., 2019).

Na nanotecnologia, os produtos naturais encontram grande destaque. Os O6leos
essenciais, por exemplo, apresentam caracteristicas complexas como a baixa solubilidade em
agua e complexidade quimica, dificultando o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas,
cosméticas e inseticidas eficazes e viaveis. Para contornar essas limitagoes ¢ de fundamental
importancia o desenvolvimento de metodologias que preservem seus componentes bioativos,
aumentando a estabilidade da formulagao (BAJERSKI et al., 2016; SANTOS et al., 2019).

Dentro do campo da nanotecnologia, sistemas nanoestruturados como as nano-emulsdes
vém despertando grande interesse do mercado, principalmente devido as suas propriedades
fisico-quimicas. O tamanho diminuto das goticulas permite que as nano-emulsdes sejam
cineticamente estdveis, assim, apresentam uma variedade de aplicagcdes na industria
farmacéutica, de cosméticos e na industria alimenticia, podendo ser utilizada sob diversas
formas farmacéuticas como aerossois, cremes, espumas, geis ou sprays. Além disso, vém se
mostrando como uma estratégia promissora no controle de insetos (SHING et al., 2017;
FERREIRA et al., 2020).

Quanto as vantagens das nano-emulsdes, elas podem aumentar a biodisponibilidade
de componentes lipofilicos bioativos, sdo pouco tdxicas e irritantes, melhoram a estabilidade
fisica, devido ao tamanho reduzido de goticulas possuem maior area superficial proporcionando
maior absorc¢ao, ajudam a solubilizar farmacos lipofilicos, e sdo tuteis para mascarar o sabor.
Outra vantagem do uso dessa técnica, € que a encapsulacio permite, em alguns casos, aumentar
o tempo de prateleira dos bioativos encapsulados, por meio da prote¢do contra oxidacdo e
degradagao (CODEVILLA et al., 2015; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; BAJERSKI et
al., 2016).

Quanto aos produtos naturais, como aqueles presentes em Oleos essenciais, a baixa
miscibilidade em 4gua torna a nanoemulsificacio uma importante estratégia para aplicacao
desses compostos hidrofobicos em meio aquoso, além de proteger contra perdas por
volatilizagao (CODEVILLA et al., 2015; BAJERSKI et al., 2016). Diversos 6leos essenciais

compostos volateis isolados tém sido aplicados na preparagdo de nano-emulsdes, tais como o
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6leo de Lippia alba (FERREIRA, 2019), Illicium verum (FERNANDES et al., 2013), Pectis
elongata (PEREIRA et al., 2021), Rosmarinus officinalis (FERNANDES et al., 2013), dentre

outros.

3.5.1 Nano-emulsoes

Segundo Singh et al. (2017) as nano-emulsdes sdo caracterizadas por serem dispersoes
coloidais com tamanho de goticulas em escala nanométrica, apresentando didmetro médio em
torno de 20 a 500 nm. Devido ao tamanho diminuto das goticulas, apresentam-se com aspectos
macroscopicos transparentes ou transliicidos (translicido <200 nm > leitosa) e reflexo azulado
associado ao efeito Tyndall MCCLEMENTS, 2012; SANTOS et al., 2019).

Sao constituidas por dois liquidos imisciveis, na qual um deles denominado fase
dispersa ou interna esté disperso sob a forma de nanogoticulas em outro liquido denominado de
fase continua ou externa (GUPTA et al., 2016; SING et al., 2017). Assim como as emulsdes
convencionais, podem ser do tipo 6leo em dgua (O/A), agua em 6leo (A/O) ou multiplas (A/O/A
ou O/A/O) dependendo da fase dispersante ser hidrofilica ou lipofilica (Figura 4). Geralmente,
a fase com maior volume transforma-se na fase continua (MCCLEMENTS, 2012; LU et al.,

2018).

Figura 4 — Representacao esquematica dos tipos de nano-emulsdes.

Fonte: Adaptado de Singh et al., 2017.
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3.5.1.1 Componentes das nano-emulsoes

As nano-emulsdes convencionais necessitam de pelo menos trés componentes em suas
formulacdes: uma fase organica ou oleosa, uma fase aquosa € um agente tensoativo ou uma
mistura de tensoativos. Além disso, por serem sistemas termodinamicamente instaveis, ¢
necessario o fornecimento de energia ao sistema para que ocorra a forma¢ao das nano-emulsoes
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

A fase organica utilizada na formulagao de nano-emulsdes pode ser composta por varios
compostos hidrofobicos, incluindo 6leos essenciais, 6leos fixos, 6leos vegetais como 6leo de
ricino e 6leo de coco, vitaminas soliveis em Oleo, farmacos, nutracéuticos, entre outros
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

A fase aquosa por sua vez, normalmente ¢ composta principalmente de agua, mas
também pode conter outros componentes que desempenham um papel importante, como
glicerina, tampdes, sais, co-solventes, conservantes, proteinas e carboidratos, entre outros
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

Os tensoativos sao moléculas organicas de natureza anfifilica, sdo compostos por uma
regido hidrofilica e uma regido lipofilica denominadas cabeca e calda, respectivamente. Essa
caracteristica, permite sua aglomeracao entre as fases onde a cabega polar se projeta para a fase
aquosa circundante e a calda apolar se projeta para o nucleo hidrofébico composto pela fase
oleosa e estabilizam as nano-emulsdes impedindo a agregacao das particulas através da redugao
da tensdo interfacial entre as duas fases e evitando o aumento da viscosidade do sistema,
facilitando a formacdo das nano-emulsdes. Os tensoativos mais comuns empregados na
industria sdo os sintéticos € ndo idnicos como os polisorbatos € monoésteres de sorbitano

(SOLANS; SOLE, 2012; GUPTA et al., 2016; SING et al., 2017; LU et., 2018).

3.5.1.2 Métodos de obtencao

Segundo Solans e Solé¢ (2012), para o preparo das nano-emulsdes, podem ser utilizados
métodos de baixo aporte de energia e métodos de alta energia. Os métodos de alta energia,
fazem o uso de forgas altamente suspensivas geradas por dispositivos especificos, como o0s
geradores de ultrassom. Esses dispositivos criam forcas de cisalhamento que permitem a
redugdo do tamanho das goticulas em escala nanométrica. A sonificacdo, microfluidizacdo e a
homogeneizagao de alta pressao sdo os métodos mais utilizados (GUPTA et al., 2016; SINGH
etal., 2017; PEREIRA et al., 2021).
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Os métodos de baixa energia, por sua vez, utilizam a energia quimica do proprio sistema
para a formagdo das nanogoticulas e estdo baseadas na formag¢ao espontdnea de nano-emulsoes.
Quando comparados aos métodos de alta energia, produzem goticulas de menor tamanho e sao
uma 6tima opg¢ao para encapsular moléculas com estruturas frageis, visto que nao sao utilizadas
energias mecanicas. Os métodos mais utilizados sdo os de temperatura de inversdo de fases e

emulsificacdo espontdnea (GUPTA et al., 2016; SINGH et al., 2017; PEREIRA et al., 2021).

3.5.1.3 Fenomenos fisico-quimicos de quebra das nano-emulsdes

McClements (2012) define as nano-emulsdes como sistemas termodinamicamente
instaveis e cineticamente estaveis por um longo periodo de tempo. Dessa forma, podem estar
sujeitas a diversos fenomenos fisico-quimicos que afetam a estabilidade (Figura 5). Dentre
esses fenomenos destacam-se a cremagem, sedimentagao, floculacdo, coalescéncia e maturacao
de Ostwald (Ostwald ripening), que resultam na perda de estabilidade por meio da separacao

de fases.

Figura 5 — Fendmenos fisico-quimicos de instabilidade das nano-emulsdes.
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Fonte: Adaptado de McClements; Jafari (2018).

A cremagem e sedimentacdo sdo fendmenos reversiveis, e ocorrem devido a diferenga
entre a densidade das fases. Enquanto no primeiro fendmeno ocorre a agregacao de particulas
na superficie da emulsdo, no segundo, a agregacdo de particulas ocorre no fundo da nano-
emulsdo. A coalescéncia, por sua vez, ¢ um fendmeno irreversivel no qual ocorre a fusdo das

goticulas proximas devido ao rompimento da fina pelicula existente entre elas, enquanto na
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maturagdo de Ostwald, outro fendmeno irreversivel, ocorre a fusdo das goticulas menores nas
maiores (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; GUPTA et al.,, 2016; MCCLEMENTS;
JAFARI, 2018).

A maturacdo de Ostwald ¢ o principal mecanismo de desestabilizagdo de nano-
emulsdes. Esse fenomeno ocorre em sistemas polidispersos devido a diferenga de solubilidade
entre os diversos tamanhos de goticulas, o que faz com que as goticulas de menor tamanho
migrem para o interior das goticulas maiores resultando no aumento do didmetro médio dessas

goticulas (SINGH et al., 2017; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OLEO ESSENCIAL

Os o6leos essenciais (OEs) de diferentes quimiotipos de L. alba foram gentilmente
cedidos pelo Laboratério de Bioprospecgdo e Biologia Experimental (UFOPA). A técnica de
hidrodestilacdo foi utilizada para obtengdao dos OEs dos quimiotipos citral e carvona. As
analises qualitativa e quantitativa dos constituintes dos OEs foram realizadas por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e por cromatografia em fase gasosa

acoplada a detector de ioniza¢do de chama, respectivamente.

4.2 METODO DE NANOEMULSIFICACAO

Para a obten¢do das nano-emulsdes foi utilizada uma abordagem de baixo aporte de
energia, utilizando o método de emulsificacdo espontanea. Inicialmente, foram preparadas
misturas constituidas por 10% (p/p) de fase oleosa (OEs de L. alba / polisorbato 20) e 90% (p/p)
de fase dispersante (glicerina). A proporc¢do entre OE/tensoativo foi de 1:3 e a fase oleosa foi
adicionada gota a gota sobre a glicerina sob agitagdo vigorosa em um agitador do tipo vortex
(Labor Import®). O sistema disperso obtido foi adicionado gota a gota sobre 4gua destilada na

proporc¢ao (1:4,5) sob agitagcdo vigorosa em vortex (Figura 6).

Figura 6 — Representacdo das etapas para obtencdo das nano-emulsdes.
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Fonte: Desenhado pela autora na plataforma BioRender (2023).
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4.3 FATORES DE INFLUENCIA
Foi variada a natureza do OE utilizado na nanoemulsifica¢ao através da utilizacao dos

distintos quimiotipos de L. alba (citral e carvona). Dados de propriedades fisico-quimicas dos
constituintes majoritarios foram utilizadas para interpretagio dos resultados (RAO;
MCCLEMENTS, 2012).
4.4 CARACTERIZACAO DAS NANO-EMULSOES
4.4.1 Aspectos macroscopicos

Foram avaliadas caracteristicas macroscOpicas como cor, aspecto visual e opacidade
apos o preparo e apos 24 h de armazenamento. A reflexo azulado produzido associado ao efeito
Tyndall foi considerado indicativo da geragdo de nano-emulsao.
4.4.2 Analise do tamanho de particulas

A andlise de distribui¢do de tamanho de goticulas foi realizada por espalhamento
dindmico da luz, em um equipamento Zetasizer Malvern NanoZS. As medidas foram realizadas
em triplicata e os graficos interpretados em termos de didmetro médio e indice de polidispersao.
As leituras foram realizadas imediatamente apds o preparo e apos 24 h de armazenamento.

4.4.3 Variacao do tamanho de goticulas

O crescimento da gota (VG) foi determinado através da seguinte equagdao (GUTTOFF
etal., 2015; LOBATO et al., 2020):

[tamanho médio (dy) — tamanho médio (dx)]

VGx,y = 100 x
tamanho meédio (dx)

Onde:
Dy= diametro médio do tamanho inicial

Dx= didmetro médio do tamanho final
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DGy,x = crescimento da gota apds “dx” dias de armazenamento, quando comparado com o

tamanho médio inicial de gotas no dia da preparacao “dy”.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 0leos essenciais dos distintos quimiotipos de L. alba tiveram em torno de 91 % de
suas composi¢des quimicas determinadas (Tabela 1). O quimiotipo citral teve a predominancia
de geranial e neral. J4 o quimiotipo carvona teve a predominancia desse monoterpeno, seguido

do 1,8-cineol e limoneno.

Tabela 1 — Constituintes volateis do 6leo essencial de dois quimiotipos de L. alba.

Quimiotipos: L. alba 1 = citral; L. alba 2 = carvona

(continua)
Oleos essenciais L. alba 1 L. alba 2

Rendimento 3,7% L1%
Constituintes IRcalc IRuit Abundancia (%)
a-pineno 932 932 - 0,56
Sabineno 972 969 - 3,74
6-metil-5-Hepten-2- 983 983 1,9 -
ona
Mirceno 989 988 0,9 3,89
p-cymeno 1023 1020 0,77 -
Limoneno 1027 1024 7,02 10,3
1,8-Cineol 1030 1026 - 14,37
trans-B-ocimeno 1046 1044 0,53 0,96
y-terpineno 1057 1054 2,78 -
Hidrato de cis- 1065 1065 - 0,52
sabineno
Oxido de cis-linalool 1071 1067 - -
Oxido de trans-linalool 1088 1084 - -
Linalol 1104 1095 0,77 0,75
endo-fenchol 1106 1114 - -
trans-verbenol 1143 1140 - 0,73
d-terpineol 1165 1162 - 0,51
E-isocitral 1181 1177 0,63 -
a-terpineol 1189 1186 - 2,14
Mirtenol 1195 1194 - 0,69

B-ciclocitral 1208 1217 - -




Tabela 1 — Constituintes volateis do 6leo essencial de dois quimiotipos de L. alba.

Quimiotipos: L. alba 1 = citral; L. alba 2 = carvona

(conclusdo)
Oleos essenciais L. alba 1 L. alba 2

Rendimento 3,7% L1%
Constituintes IRcalc IRuit Abundancia (%)
Citronelol 1227 1223 1,17 -
Neral 1241 1235 23,84 -
Carvona 1243 1239 0,8 30,72
Geraniol 1253 1249 1,14 -
Geranial 1272 1264 32,31 -
Piperitenone 1339 1340 - 1,34
B-Cubebeno 1390 1387 - 0,58
B-Elemeno 1391 1389 0,64 0,79
trans-caryophyllene 1419 1417 0,58 -
y-muuroleno 1481 1478 7,67 6,45
a-zingibereno 1494 1493 1,15 -
Cubebol 1514 1514 0,58 1,14
Elemol 1549 1548 5,39 5,21
Guaiol 1597 1600 - 0,53
Cedr-8(15)-en-9-a-ol 1650 1650 - 1,3
8-Cedren-13-ol 1696 1688 - 1,61
Curcumenol 1736 1733 - 0,6
Hidrocarbonetos monoterpenos 12,0 19,97
Monoterpenos oxigenados 35,4 20,53
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 10,0 7,82
Sesquiterpenos oxigenados 6,7 11,92
Esteres 24,6 30,72
Outros 2,5 0
Total (%) 91,3 91,0

IRcale = Indice de retengdo calculado; IR = Indice de retencio da literatura.

Fonte: Autora (2023).
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Nano-emulsdes sdo basicamente emulsdes sub-micronicas formadas por dois liquidos
imisciveis e estabilizados usualmente por tensoativos. Co-solventes podem ser adicionados a
fase externa aquosa, quando o objetivo € gerar e estabilizar nano-emulsdes do tipo 6leo em
agua. Por exemplo, Saberi et al. (2013) investigaram o efeito da glicerina em nano-emulsdes
obtidas a base de glicerol preparadas por emulsificacdo espontanea (SABERI et al., 2013).

Alguns 6leos essenciais, como de Aniba duckei e Pimenta dioica foram considerados
imisciveis em glicerol e portanto, ele poderia ser utilizado teoricamente para a obtengao de
nano-emulsdes (AZEVEDO, 2013). A utiliza¢do do 6leo essencial na concentragdo de 2,5%
(p/p) em glicerol levou a formagao de mistura iridescente com goticulas perceptiveis do 6leo
essencial em escala macroscopicas. Além da presenga de goticulas, ap6s 24h ficou mais
proeminente a separacdo das fases, especialmente para o quimiotipo citral, sugerindo a
imiscibilidade dos quimiotipos estudados nesse solvente (Figura 7).

Através de andlises macroscopicas, foi possivel observar que os sistemas contendo
glicerina apresentaram caracteristica iridescente. No geral, as nano-emulsdes preparadas com
carvona e citral foram consideradas semelhantes, sendo observada uma ligeira maior
transparéncia para o quimiotipo carvona apods adicdo em agua dos sistemas dispersos formados
com glicerina. Nesse contexto, a glicerina foi utilizada como fase externa para a obtengdo de
sistemas dispersos iniciais que posteriormente foram diluidas para obten¢ao das nano-emulsdes

finais.

Figura 7 — Misturas de L. alba quimiotipos carvona (esquerda) e citral (direita) e glicerina.

Fonte: Autora (2023).
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Devido a maior transparéncia da nano-emulsdo obtida com o quimiotipo carvona
(Figura 8), ela pode ser analisada por espalhamento dindmico da luz sem diluigdo prévia. A
analise da amostra concentrada indicou aumento de goticula em torno de 160%, enquanto a
analise da amostra diluida apresentou aumento de goticula em torno de 65%. J4 a nano-emulsao
obtida com o quimiotipo citral necessitou de diluicdo, apresentando aumento de goticula em

torno de 20% apos 24h.

Figura 8 — Nano-emulsdes obtidas mediante adi¢ao de sistema disperso constituido por

polisorbato 20/OEL. ans/glicerina em agua.

Carvona Citral

Fonte: Autora (2023).

Embora uma menor tendéncia ao aumento do tamanho de goticula tenha sido observada
para o quimiotipo citral, o seu tamanho de goticula foi 2,4 x maior no dia 0 e 1,7 x maior no dia
1 quando comparado ao quimiotipo carvona. Os graficos de distribui¢cao de tamanho de goticula
estdo representados na figura 9 e foram obtidos através de medidas realizadas no dia do preparo

das nano-emulsoes (dia 0) e apos 24h de armazenamento (dia 1).
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Figura 9 — Gréficos de distribuicdo de tamanho de goticula das nano-emulsdes preparadas

com OEs de L. alba.
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Fonte: Autora (2023).

A carvona (LogP 2,27 e solubilidade em agua 79,0 mg/L) e o citral (LogP 3,17 e
solubilidade em agua 84,71 mg/L) podem ser considerados semelhantes em termos de
propriedades fisico-quimicas. Ambos os O6leos essenciais possuem também quantidades
semelhantes de limoneno e alguns sesquiterpenos que podem atuar na estabilizacdo das nano-
emulsdes por mecanismo de Compositional ripening (RAO; MCCLEMENTS, 2012).

O mecanismo de Compositional ripening, ¢ um fendmeno que se opde ao principal
mecanismo de instabilidade de nano-emulsdes, a maturacao de Ostwald. Ambos os fenomenos
modificam a evolucdo de uma nano-emulsao devido a diferencas de potencial quimico entre
goticulas que conduzem o movimento de um ou mais componentes da fase dispersa. Essa
transferéncia entre goticulas ¢ induzida por diferencas de composicao de goticulas ou diferencas
de tamanho de goticula (pressao de Laplace) respectivamente (RAO; MCCLEMENTS, 2012;
OTERO; MEEKER; CLEGG; 2018).

Assim, a presenca de constituintes de baixa solubilidade em agua como o limoneno,
geranial e neral presentes em concentragdes relativamente altas (>10%) podem ter inibido o

crescimento das goticulas através de Compositonal ripening. Isso ocorre porque a medida que
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mais componentes soliiveis em dgua se movem de gotas pequenas para grandes, impulsionadas
por diferencas na curvatura das gotas, hd uma mudanga na composi¢do das gotas, ou seja, as
goticulas menores se tornam enriquecidas com componentes pouco soliveis em agua, enquanto
goticulas maiores se tornam enriquecidas com componentes altamente soltiveis em agua (RAO;
MCCLEMENTS, 2012; OTERO; MEEKER; CLEGG, 2018).

No entanto, salienta-se que o 1,8-cineol estd em uma concentracdo em torno de 14,4 %
no quimiotipo carvona, podendo também ser considerado um constituinte majoritario desse
oleo essencial. O seu valor de logP ¢ 2,82 (CHEMSPIDER, 2023c) e portanto, pode ser
responsavel junto a carvona a uma possivel maior miscibilidade em dgua do 6leo essencial do
quimiotipo carvona. Essa composi¢do quimica pode estar contribuindo para o aumento do
tamanho de goticula da nano-emulsao a base do quimiotipo de carvona, somado ao fato de que

o tamanho de goticula menor desse sistema proporciona uma maior area superficial.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu uma investigag¢ao da geragdo, formacao e estabilizacdo de
nano-emulsoes a base de 6leos essenciais de Lippia alba, com interpretagdao dos resultados em
funcdo das diferencas nos perfis fitoquimicos dos diferentes quimiotipos. Os resultados obtidos
demonstraram que a composi¢do do quimiotipo influéncia a formagao e a estabilidade da nano-
emulsdo. Sugere-se que a presenca de componentes de baixa solubilidade em 4gua podem inibir
mecanismos de instabilidade como a maturag¢ao de Ostwald, podendo atuar na estabilizagdo das
nano-emulsoes através do mecanismo de Compositional ripening. Além disso, a metodologia
proposta neste trabalho se mostrou simples, de baixo custo e de facil reprodutibilidade, portanto,
abre perspectivas para a utilizagdo de novas abordagens interessantes e ecologicamente corretas

de baixo consumo de energia na nanoemulsificagao de 6leos essenciais.
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