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RESUMO

O uso de bioativos derivados de metabolismo secundario dos vegetais tem se tornado viavel para
diversos fins, sendo assim, neste trabalho utilizamos o o6leo de Carvacrol (CV), o CV ¢ um
monoterpeno fendlico com atividade comprovada em literatura. Porém, caracteristicas como a sua
hidrofobia, facilidade de oxida¢do, instabilidade na presenca de luz, calor e umidade, podem limitar
sua aplicagdo. Diante a estes problemas, surge como forma de aumentar a estabilidade do composto, as
nanoemulsdes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e caracterizagdo das
nanoemulsdo contendo CV. Para obter uma NE estavel, fizemos a identificacdo do HLB do CV pelo
método de microemultdcrito, assim ao final encontrou-se um valor de HLB de 11. Em seguida, foi
feita NEs com variagdes de concentragdes a fim de obter amostras com uma maior estabilidade,
variou-se as propor¢des de CV (3 e 5%), surfactantes (uma mistura de Tween 80® e Span 80®) (2, 5
e 9%) e agua (86%, 88%, 90%, 92% e 95%). Das NEs, apenas a com 3% de 6leo, 9% de surfactante e
88% de dgua (NECV) permaneceu estavel por até 90 dias. Para obtermos essas amostras, foi utilizada
a metodologia de alta energia de emulsificagdo, onde as NEs passaram por quatro ciclos de
homogeneizagao no aparelho de sonicacdo e banho de ultrassom. A quantificagdo de 6leo no sistema
NECV foi realizada utilizando metodologia analitica desenvolvida no espectrofotometro de UV-VIS,
onde tivemos uma eficiéncia de encapsulagdo de 99,45% = 0, 019 (equivalente a 2,98 mg de CV por
mL de NE). Em seguida, foi caracterizado quanto ao aspecto macroscopico. Durante os 90 dias, ndo se
observou cremagdo ou separagcdo de fases, na qual a NECV manteve-se com um tamanho médio de
goticula (D90 = 164.5 £0.69 nm), potencial zeta (D90 = -14.6 + 0.529 mV), PDI (D90 = 0.118 =+
0.024), e pH (D90 =5.52 £ 0.011).

Palavras-chave: Nanoemulsao; Bioativos; Monoterpeno; HLB; Sistemas de Liberagao.



ABSTRACT

The use of bioactives derived from secondary metabolism of vegetables has become viable for several
purposes, so in this work we use Carvacrol oil (CV), CV is a phenolic monoterpene with proven
activity in the literature. However, characteristics such as its hydrophobia, ease of oxidation, instability
in the presence of light, heat and humidity, can limit its application. Thus, the objective of this work
was the development and characterization of nanoemulsion containing CV. To obtain a stable NE, we
identified the HLB of the CV by the microemultocrite method, so at the end a HLB value of 11 was
found. Then, NEs were made with variations of concentrations to obtain samples with greater stability,
the proportions of CV (3 and 5%), surfactants (a mixture of Tween 80® and Span 80®) (2, 5 and 9%)
and water (86%, 88%, 90%, 92% and 95%) were varied. Nanoemulsion was composed of 3% oil, 9%
surfactant and 88% water (NECV) remained stable for up to 90 days. To obtain these samples, we used
the high energy emulsification methodology, where NEs underwent four homogenization cycles in the
sonication and ultrasound bath apparatus. Oil quantification in the NECV system was performed using
analytical methodology developed in the UV-VIS spectrophotometer, where we had an encapsulation
efficiency of 99.45% + 0.019 (equivalent to 2.98 mg of CV per mL of NE). Next, it was characterized
according to the macroscopic aspect. During the 90 days, no cremation or separation of phases was
observed, in which NECV remained with an average droplet size (D90 = 164.5 +£0.69 nm), zeta
potential (D90 =-14.6 + 0.529 mV), PDI (D90 = 0.118 + 0.024), and pH (D90 = 5.52 £ 0.011).



Figura 1. Estrutura quimica do Carvacrol
Figura 2. Anélise do indice de cremacao
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A/O - agua/oleo;

cHLB - HLB critico;

CV - Carvacrol,;

HLB - Balanco hidroéfilo-lipofilo;

MESs — Microemulsoes;

NEs — Nanoemulsdes;

O/A - dleo/agua,;

PDI — indice de polidispersio;

UV-VIS - Espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel.

CVLL - Cavacrolila
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1 INTRODUCAO

Ao longo das décadas, plantas medicinais foram alvos para obtengdo de novos
compostos com principios terapéuticos ou para identificagdo de moléculas que possam ser
sintetizadas. Diversos estudos relatam sobre diversas plantas com principios terapéuticos e
seus extratos como Platonia insignis, Citrus limon, Eupatorium triplinervi, Origanum vulgare,
por exemplo (COSTA JUNIOR et al., 2010; CAMPELO et al., 2011; MARQUES et al., 2011;
PIRES et al., 2013).

A Origanum vulgare, o orégano, vem sendo estudada por possuir um composto de
interesse biotecnoldgico, o carvacrol. O carvacrol ¢ um monoterpeno fenolico primariamente
encontrado em Oleos essenciais do género Oreganum e Thymus (ANDRE et al., 2016). Este
composto vem sendo utilizado majoritariamente na industria de alimentos. Entretanto, possui
acOes bioldgicas diversas como: atividade antiviral, antibacteriana, antifingica, inseticida,
além de apresentar propriedades ansioliticas e anti-inflamatérias (CETIN e YANIKOGLU,
2006; PRIETO-GARCIA et al., 2007, SOKOVIC et al., 2010; AHMAD et al., 2011;
ANTHONY, FYFE e SMITH, 2012; PIRES et al, 2013; MORAES et al., 2013;
DAMASCENO et al., 2014).

Uma das caracteristicas mais importantes para compostos com finalidade terapéutica ¢é
sua biodisponibilidade quando administrada, fator este que pode ser alterado com modificagdo
de variaveis como pH, temperatura, luminosidade e concentra¢do de oxigénio, e até mesmo
pela digestdo, por exemplo. A biodisponibilidade se torna a propriedade farmacocinética
crucial a eficdcia de um principio ativo (CAMBRUSSI et al., 2018)

A nanotecnologia se apresenta como estratégia para a sintese, caracterizacao, producao
e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas em escala nanométrica, os quais poderiam
ser uteis na preservacao das caracteristicas originais dos o6leos essenciais, por exemplo
(PINTO, 2014). No contexto, a nanoencapsula¢do se destaca como uma técnica promissora,
uma vez que tem sido empregada para melhorar as caracteristicas dos principios ativos quanto
a solubilidade em agua e estabilidade térmica, com possibilidade de liberacao controlada em

concentragoes reduzidas (FLORES et al., 2011; HABIB et al., 2012).
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Dentre os sistemas nanotecnoldgicos emulsionados, destacam-se as nanoemulsdes
(NEs). As NEs apresentam caracteristicas desejaveis a industria cosmética, farmacéutica e
alimenticia com consideravel estabilidade fisico-quimica e sensorial agradavel. O tamanho
reduzido das goticulas em dispersdo pode apresentar maior facilidade em alcangar o substrato
desejado para sua acdo (PEREIRA, 2008). Tal sistema apresenta o potencial de carrear
bioativos hidrofilicos e/ou hidrofobicos, uma vez que sdo, por defini¢do, sistemas dispersos,
do tipo agua/oleo, bicontinuos ou 6leo/agua (JAWORSKA et al., 2015).

Os sistemas emulsionados, como as NEs sdo viaveis para veicular 6leos, uma vez que
as emulsoes sdo sistemas dispersos constituido de dois liquidos imisciveis, um dos quais esta
disperso no outro na forma de pequenas goticulas, devido ao uso de agentes emulsificantes
(FERREIRA et al.,2010). Além disso, esses sistemas, oferecem também vantagens adicionais,
como a minimizacdo do impacto nas propriedades organolépticas dos produtos alimenticios,
bem como uma maior bioatividade, devido ao tamanho subcelular e & melhor difusio (DONSI
etal., 2011, 2012).

Com isso, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver NEs contendo CV e

CVLL e avalia-la.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar um sistema nanoemulsionado contendo Carvacrol e avalia-lo.

2.2 Objetivos especificos

a) Obter valor do HLB critico do CV

b) Obter NE contendo CV

¢) Quantificar o CV na NE;

d) Caracterizar a NECV quanto ao aspecto macroscopico, tamanho meédio das

goticulas, indice de polidispersao (PDI), potencial zeta e pH;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Carvacrol

As plantas sdo fontes de moléculas biologicamente ativas, dentre elas os metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabolitos primarios possuem fungdo estrutural, plastica e de
armazenamento de energia. Enquanto os metabdlitos secundérios protegem as plantas contra
patogenos e herbivoros, funcionam como agentes de competicdo entre as plantas, além de
servirem como atrativos para polinizadores. As moléculas provenientes deste metabolismo
secundario sdo os terpenos, compostos fenodlicos e alcaloides, que apresentam uma grande
diversidade e complexidade estrutural. Dentre estas moléculas encontram-se aquelas que
fazem parte da constituicdo dos 6leos essenciais (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO,
2019).

Os o6leos essenciais sao misturas complexas de compostos lipofilicos, de baixa massa
molecular e geralmente odoriferos (SILVA, 2018). Sao obtidos por meio de isolamento por
destilacdo por arraste a vapor d’agua, pressdo ou extragdo por solvente, como sdo metabolitos
secundarios sintetizados a partir de plantas aromaticas, sendo seus principais constituintes
fendis, terpenos e aldeidos (ALMEIDA, 2015).

Analises fisico-quimicas dos dleos essenciais demonstram que estes sao constituidos
por diversos compostos, entres eles, os hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas entre
outros, 0s quais sdo responsdveis por suas propriedades fisico-quimicas e biologicas
(SIMOES et al., 2004). O composto majoritario sdo os terpendides, sendo classificados pelo
numero de carbonos, o resultante do namero de moléculas de isopreno
(2-metil-1,3-butadieno) presentes em sua estrutura. Nos Oleos essenciais 0s compostos
terpénicos mais encontrados sdo monoterpenos (C10) e sequisterpenos (C15), que cada vez
mais sdo estudados devido as diversas propriedades biologicas apresentadas por estes

compostos (DUBEY et al., 2003).
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O CV (Figura 1), também conhecido como isopropil-o-cresol, p-cimeno-2-ol,
5-1so-propil-2-timol ou iso-timol, com féormula molécula de C10H140, massa molecular de
150,22 g mol' e LogP 3,52 (DE VINCENZI et al., 2004; ARFA et al., 2006), é um
monoterpeno fenodlico, liquido a temperatura ambiente, pertencente aos Oleos essenciais
produzidos por uma grande variedade de plantas aromaticas como, Cominho-Preto (Nigella
sativa L.), Manjerona (Origanum majorana L.), Orégano (Origanum vulgare L.) ¢ Tomilho
(Thymus  vulgaris L.), além de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) e
Alecrim-da-chapada (Lippia gracilis Schauer), sendo este ultimo encontrado abundantemente

no Nordeste brasileiro (SANTOS et al., 2015).

Figura 1. Estrutura quimica do Carvacrol

OH

.

Esse composto ¢ reconhecido como um aditivo seguro para alimentos e agente
aromatizante em bebidas e goma de mascar (OLIVEIRA et al., 2012). Entretanto, possui
acOes bioldgicas diversas como: atividade antiviral, antibacteriana, antifingica, inseticida,
gastroprotetora, além de apresentar propriedades ansioliticas, anti-inflamatorias,
antinociceptivas e antitrombdticas (SILVA et al., 2012; PIRES et al., 2013; MORAES et al.,
2013; DAMASCENO et al., 2014).

No entanto, uma das grandes dificuldades tecnoldgicas em relagdo aos monoterpenos,
tais como o CV, ¢ a sua preservagdo durante o processamento e estocagem, devido a sua facil
oxidacdo. Além de apresentarem insolubilidade em 4gua, limitando sua utilizacdo
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2013). Com isso, vérias abordagens vém sendo utilizadas para
melhorar as propriedades desses monoterpenos, incluindo o nanoencapsulamento,
promovendo uma maior estabilidade e liberagdao controlada desses materiais (CHALLA et al.,

2005; HADARUGA, 2012).

3.2 Nanotecnologia e novos sistemas de liberacio de bioativos
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A nanotecnologia ¢ um fenomeno recente e se aplica a praticamente todos os setores
da pesquisa, havendo uma concordancia da nanotecnologia com outras disciplinas como as
ciéncias farmacéuticas, ciéncia dos materiais, informatica, biologia celular e molecular,
resultando, assim, em uma revolucdo tecnoldgica, que gerara um maior impacto no futuro
devido aos seus potenciais usos no diagndstico, prevencdo e tratamento de doengas
(ROJAS-AGIRRE, AGUADO-CASTREJON, GONZALES-MENDEZ, 2016). Estratégias
especificas como a nanotecnologia podem ser empregadas a fim de obter melhor
biodisponibilidade e eficacia de bioativos no organismo. A nanotecnologia ¢ um conjunto de
técnicas, tecnologias e processos de preparagdo, caracterizagdo, manipulagdo de atomos ou
moléculas buscando o desenvolvimento de materiais em escala nanométrica, com
propriedades fisicas, quimicas e biologicas relacionadas ao tamanho das particulas
(CAMBRUSSI et al., 2018).

Assim, a nanotecnologia, por meio do encapsulamento promove prote¢do dos dleos
essenciais contra a degradacdo por agentes fisicos e quimicos, tais como umidade, luz,
oxigénio ou calor capazes de alterar a sua qualidade, consequentemente, resultando na
reducdo da volatilidade, promovendo maior estabilidade dos seus componentes (BASER;
BUCHBAUER, 2010; PINTO, 2014).

Outra contribui¢ao no processo de encapsulagdo é permitir que a liberagao do material
do nucleo ocorra gradativamente, ou a partir da ocorréncia de um certo estimulo, tais como
mudanga de pH, rompimento fisico, intumescimento ou dissolugdo. Esse conceito ¢ chamado
de liberag¢do controlada, e pode-se referir ao controle do inicio da liberagdo ou da taxa de
liberacao (SUAVE et al., 2006; PINTO, 2014).

Assim, a nanotecnologia tem proporcionado novas descobertas para a formacao,
caracterizagdo e aplicagao destes sistemas emulsionados em muitos ramos da ciéncia e

tecnologia (SANTOS et al., 2017).

3.3 Nanoemulsao (NE)

Sistemas dispersos consistem em uma fase dispersa, dispersa na forma de particulas
ou goticulas na fase continua. Essas dispersdes podem ser do tipo coloidais, na qual o
tamanho médio de goticulas varia entre 1 nm a 1 mm (ATTWOOD, 2016). Exemplos de
sistemas coloidais sao as nanoemulsdes (NEs) e microemulsdes (MEs), onde suas principais
diferencas sdo o tamanho do diametro da goticula e estabilidade termodindmica.

(OSTERTAG, WEISS; McCLEMENTS, 2012; LOVISON, 2017).
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As NEs s3o dispersdes com tamanho de goticula na faixa de 200 a 500 nm. Sao
constituidas por uma fase hidrofilica, uma fase lipofilica e tensoativos. Apresentam aspecto
transparente e/ou translucido devido ao tamanho reduzido da goticula e sua aparéncia e
textura tornam-mais atraentes para o consumidor. Tem sido bastante investigada devido a sua
simples obtencdo, e sua estabilidade, que devido ao tamanho das goticulas, previne processos
de instabilidade como cremacdo, floculacdo e coalescéncia. Devido a sua maior area
superficial promove um aumento na biodisponibilidade de farmacos veiculados na sua
estrutura (SEIBERT, 2015; WALKER et al., 2015, ROLIM, 2016).

Diferentes das MEs, que sdo sistemas termodinamicamente estaveis, as NEs sdo
sistemas metaestaveis, ou seja, estaveis por um longo periodo de tempo, além de poderem ser
biodegradaveis e biocompativeis. Tais caracteristicas, bem como, reducao na quantidade de
tensoativos e possibilidade de serem diluidas com 4gua sem perda de sua estrutura original
sdo vantagens apresentadas por esse sistema e tornam-no preferéncia para veicular firmacos
lipofilicos quando comparado a outros modelos de liberagdo de substancias (MASON et al.,
2006; FRAGA, 2007; SEIBERT, 2015; ROLIM, 2016).

Dentro desta perspectiva, o desenvolvimento de nanoparticulas como sistemas de
carreamento de drogas pode melhorar a eficacia e farmacocinética de moléculas bioativas. As
nanoparticulas apresentam enorme versatilidade para carrear firmacos, quando comparada as
formas farmacéuticas convencionais. Com o bioativo aprisionado na nanoparticula, alteragdes
estruturais e funcionais da molécula de interesse sao minimizadas, enquanto a solubilidade e
permeabilidade do sistema se tornam mais eficientes, minimizando problemas de
biodisponibilidade e biocompatibilidade (REIS et al., 2013; MELO, 2016; BADRI et al.,
2017).

3.4 Constituintes do sistema nanoemulsionado

A selecao de constituintes para o sistema nanoemulsionado deve ser feita considerando
as caracteristicas do composto que serda incorporado no sistema, além de particularidades
como, a via de administragdo e sua biocompatibilidade. A escolha da fase interna do sistema
liquido emulsionado ¢ muito importante uma vez que, permite a obtencao do proprio sistema
e das caracteristicas do bioativo veiculado. Uma grande variedade de triglicerideos, ésteres
oleosos semi-sintéticos, glicerideos parciais e ésteres semi-sintéticos nao-idnicos estao
disponiveis para utilizacdo como fase interna (STRECK, 2017).

Os triglicerideos sdo altamente lipofilicos e sua capacidade solvente para bioativos ¢
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geralmente uma fun¢do da concentragdo eficaz dos grupos ésteres, assim, um triglicerideo de
cadeia média (MCT) geralmente tem maior capacidade solvente que um triglicerideo de
cadeia longa (LCT) (POUTON; PORTER, 2008). O Miglyol®812 (MCT), predominantemente
C8 e C10, ¢ bastante utilizado em sistemas emulsionados, por ser conhecido como inibidor de
amadurecimento de Ostwald. O amadurecimento de Ostwald consiste no crescimento do raio
da goticula e na diminuicdo do numero total das goticulas dispersas, tal efeito evidencia a
condicdo de um sistema termodinamicamente instavel, ou seja, um processo que nao ¢
espontaneo. Esse efeito leva a separacdo de fases com o passar do tempo (FRANZOL;
REZENDE, 2015).

O MCT ¢ usado para aumentar a estabilidade de emulsdoes (RYU et al., 2018).
Enquanto os tensoativos sdo componentes essenciais para a formagao de sistemas do tipo 6leo
em agua (O/A). Os tensoativos ndo idnicos sdo os mais aplicados no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de bioativos, uma vez que sua concentragdo micelar critica é geralmente
muito menor que de tensoativos idnicos, dessa forma sendo menos irritantes e mais tolerados
(SHINODA et al., 1969). O uso de tensoativos garante o tamanho pequeno das goticulas,
além de evitar a coalescéncia, amadurecimento de Ostwald e a colisdo entre as goticulas das
NEs (KOROLEVA; NAGOVITSINA; YURTOYV, 2018).

A adicdo de um tensoativo ndo i0nico, assim como o sinergismo de diferentes
tensoativos, como o Tween®80 e Span®80, melhoram a estabilidade dos sistemas,
influenciando os dngulos de contato e forgas de interacao (TIAN; CHEN; ZHANG, 2015).

Outro fato importante para estabilidade das NEs ¢ o balanco hidrofilico-lipofilico
(HLB), um parametro adimensional que caracteriza o comportamento de um tensoativo dentro
de um sistema composto por tensoativo/0leo/dgua, na qual considera a influéncia das
propriedades da fase oleosa, como o tipo de Oleo, as propriedades de fase aquosa e os fatores
ambientais, como a temperatura, na afinidade relativa de um tensoativo para as fases de 6leo e
agua (McCLEMENTS;).

Griffin (1949) foi o primeiro pesquisador a criar uma técnica baseada no HLB para a
escolha ideal de tensoativos para se obter o tipo de emulsdo desejada, oleo/agua (O/A) ou
agua/dleo (A/O). Nesse sistema, cada tensoativo ¢ classificado de acordo com seu proprio
valor de HLB, onde tensoativos hidrofilicos tém um valor alto de HLB (geralmente acima de
10), enquanto tensoativos lipofilicos tém valores variando de 1 a 10. Surfactantes com auto
equilibrio entre as porgdes lipofilicas e a hidrofilicas sdo extremamente eficientes como
agentes emulsificantes, pois tendem a se concentrar na interface O/A (MACEDO, 2006).

No entanto, o sistema HLB nunca fornece informagdes quanto a quantidade de
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surfactantes deve conter em um sistema emulsionado. Por isso, depois de determinar a
mistura correta necessaria para gerar o HLB ideal para uma NE, o que ¢ conhecido por HLB
critico (cHLB). Em seguida, varias formulagdes devem ser preparadas com o mesmo cHLB
com concentragdes variadas dos componentes. O sistema escolhido deve ser aquele com
maior estabilidade (MACEDO, 2006). Por ndo se conhecer o valor do HLB do sistema, foi
feito um estudo com diversas emulsdes contendo Tween®80, Span®80 e CV, para assim

verificar o real valor e obter uma formula¢ao com uma maior estabilidade.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.2 Substincias e Reagentes

e C(Carvacrol (S-isopropryl-2-metinfenol), Sigma — Aldrich (Missouri -
EUA);

e Triglicerideos do &cido caprico/ caprilico (Miglyol 812®), Sasol (Witten -
Alemanha);

e Polissorbato 80 (Tween 80®), Vetec Quimica Fina LTDA (Rio de
Janeiro - Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span 80®), Sigma — Aldrich (Missouri - EUA);

e Etanol, Merck (Barueri - Brasil);

4.3 Equipamentos analiticos

e Balanca analitica (modelo AUW220D- SHIMADZU);

e High intensity ultrasonic (modelo QR200 - ULTRONIQUE);

e Banho de ultrassom (modelo 14000 — Unique);

e Microcentrifuga (modelo Q10.500, Quimis);

e Espectrofotometro de Ultravioleta-Visivel (modelo GENESYS 10S,
Thermo Scientific);

e Zetasizer (modelo Nano ZS, Malvern);

e pHmetro digital (modelo pH 250, PoliControl).
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4.4 Analise do Balanc¢o Hidrofilo-Lipofilo (HLB)

Para obtermos o valor do HLB do CV foram feitas 8§ nanoemulsdes com o farmaco
Carvacrol e com variagdo nas concentragdes de surfactantes. Utilizamos 2 tipos de
surfactantes: um lipofilico [Span 80®, HLB = 4.3] e outro hidrofilico [Tween 80®, HLB =
15]. Obtemos como resultado que o HLB através das somas da variagdo dos HLB, em cada

sistema obtivemos a variacao entre 8 ¢ 15 de acordo com a propor¢ao cada surfactante.

Tabela 1. Composi¢ao de cada formulacao de acordo com concentracao de surfactante (%)

Formulacgao TWEEN 80 SPAN &0 Valor final
do HLB
(%) HLB (%) HLB
F1 100 15 0 0 15
F2 91 13,65 9 0,39 14
F3 82 12,3 18 0,77 13
F4 72 10,8 28 1,20 12
F5 63 9,45 37 1,59 11
F6 54 8,1 46 1,98 10
F7 44 6,6 56 2,41 9
F8 34,5 5,17 65,5 2,82 8

Fonte: Dados da pesquisa, (2020).

4.5 Preparacio das emulsoes para a analise HLB

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de ultrasonicagdo, e submetidas a 4
ciclos de homogeneizagdo em aparelho de sonicagdo por 1 minuto a 300W com banho de
gelo, seguido de banho de ultrassom por 1 minuto. A composi¢ao de cada emulsdo era de 5%

de CV, 2% de surfactantes e 93% de agua. E ao final, obtivemos 8 emulsdes do tipo O/A.

4.6 Analise do HLB
A metodologia utilizada para definir a estabilidade das nanoemulsoes, foi através do

método de Estabilidade a Curto Prazo; esta estabilidade foi avaliada pela técnica do
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microemultocrito (MET) (Macedo et al., 2006). As formulagdes foram armazenadas fechadas
em temperatura ambiente e ndo foram homogeneizadas antes do teste. Os tubos capilares
isentos de heparina foram preenchidos a 75% com cada formulagdo e colocados em uma
microcentrifuga a 10.500 rpm por 10 min. A avaliagdo foi realizada a temperatura ambiente
nos dias de armazenamento 1 (D1) e 30 (D30). Apds o ciclo de centrifugacdo, a formulagdo
com menor indice de cremacao foi escolhida de acordo com o valor de HLB para o CV. Todas

as formulagdes foram feitas em triplicata.

4.7 Preparacao da nanoemulsiao de CV (NECYV)

Com os resultados do HLB, formulamos uma NE contendo o 6leo com o HLB
especifico. A NECV foi preparada pelo método de ultrasonicagdo, os componentes foram
submetidos a quatro ciclos de homogeneizagao em um aparelho de sonicagao por 1 minuto a
300 W de poténcia usando um banho de gelo, seguido de um banho de ultrassom por 1
minuto. A NE selecionada foi composta por 3% de 6leo de CV, 9% de surfactantes (mistura
de Tween 80® e Span 80® com HLB 11) e 88% de agua. Na NE branca, o CV foi substituido
pelo Mygliol 812®.

4.8 Determinacao da linearidade da curva analitica

A linearidade do método analitico, ou seja, a proporcionalidade entre a concentragao e
a resposta, foi determinada pela obtengdo da curva analitica, a partir da dilui¢do da solucao
padrdo do o6leo em solucdo estoque preparada com um diluente (1:1), tampao salino
tamponado com fosfato (PBS, pH 7,4) e etanol. A partir desta solugdo, a curva analitica foi
construida nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30 pg/mL, utilizando-se a solugdo de
estoque de PBS e etanol como solvente. A curva analitica foi preparada e analisada em
triplicata em um espectrofotdometro. A curva analitica e sua respectiva equacdo da reta foram

determinadas através do estudo de regressao linear (y = 0,0152 x - 0,0089 R2 = 0,9978).

5- Caracterizacdao da NECV

5.1 Analise macroscopica
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A estabilidade da NECV foi avaliada em 30 dias observando separagdo de fases,

aspectos visuais como cor € cremagado. As amostras foram armazenadas a uma temperatura de

8 °C.

5.2 Determinacio do tamanho de goticula, indice de polidispersao (PDI) e Potencial Zeta

A determinacdo do tamanho de goticula, PDI e distribui¢do foram obtidas em
equipamento Zetasizer, pela técnica de espalhamento de luz dinamica. Antes da medicao, as
emulsdes foram diluidas em dgua deionizada (1:25 v/v). O potencial zeta das goticulas foi
avaliado a partir da mobilidade eletroforética sob um campo elétrico. As amostras foram
diluidas em solu¢do de KCL 0,1 mM (1:25) e adicionadas em células eletroforéticas. Todas as
medicoes foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados em média e desvio

padrao (£).

5.3 Determinac¢io do pH

O pH das formulagdes foi avaliado em pHmetro digital com eletrodo de vidro,

calibrado previamente com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0.

5.4 Doseamento do 6leo no sistema nanoemulsionado

A quantificacdo do 6leo na formulagdo foi desenvolvida em espectrofotometria no
ultravioleta-visivel (UV-Vis). Foram feitas diluicdes em solucdo estoque de PBS/etanol (1:1)
na propor¢ao de 1:2000, em triplicata. Apds as diluigdes foi feita a leitura em absorbancia no
espectrofotometro de UV-Vis em comprimento de onda (A) de 276 nm. O valor médio da
absorbancia foi utilizado para determinagdo da concentracdo real da amostra por meio da
equagdo da reta obtida durante a determinagdo da curva analitica em espectrofotdmetro

(MACEDO, 2006).
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos através da metodologia utilizada, foi o total de 8 formulagdes
(Tabela 2) que passaram pelo teste de estabilidade de curto prazo, onde foi determinado o
valor HLB, sua estabilidade durante 30 dias e os aspectos macroscopicos, como apresentado
na figura 2 temos em um grafico no eixo x as formula¢des e no eixo y o resultado de
cremacgdo das amostras e o resultado confirma a amostra F5 como a amostra que se mostrou
mais estavel no prazo final dos 30 dias.

Para obtermos o valor final de HLB, foi realizado o equilibrio hidrofilico lipofilico, e
obtivemos o valor de HLB através diferentes concentragdes de Tween e Span 80 e para chegar
ao resultado, foi feita a soma dos HLB de ambos tensoativos.

Ao analisarmos a tabela 5, que corresponde a curva analitica do Carvacrol, podemos
perceber que através analises estatisticas obtivemos o valor de R? que quanto mais proximo de

1 mais explicativo ¢ o modelo linear, sendo assim significativo o estudo da Carvacrolila.

Tabela 2: Andlise do indice de cremacao (%) das NEs para o estudo de estabilidade de curto
prazo.

Formulagao valor HBL D1 D30 Aspectos
Macroscopico
s

F1 15 4,76 5,36 M + CR
F2 14 3,90 4,84 M + CR
F3 13 3,64 5,74 M + CR
F4 12 4,41 3,23 M + CR
F5 11 1,61 1,96 M
F6 10 4,76 3,57 M + CR
F7 9 5 6,98 PS
F8 8 5,56 6,90 PS

F: formulagdo,; D: dia; HLB:Balango lipofilico hidrofilico; M: aspecto leitoso; CR: cremagdo; PS: separagdo de fases.
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A Figura 2 apresenta o estudo de estabilidade de curto prazo pela técnica de

microemultdcrito nos dias (D)1 e (D) 30.
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Figura 2. Analise do indice de cremagdo [CI %] das formulag¢des contendo o Carvacrol.

Imagem 1: Caracteristicas macroscopica da nanoemulsdo sem a presenga de cremagdo ou separagdo de fases.



Tabela 3: Parametros de estabilidade: didmetro médio da goticula, potencial zeta, indice de polidispersdo e pH de nanoemulsdo com oleo
carvacrol e nanoemulsdo sem 6leo de carvacrol ao longo de 30 dias.

D1 D30
Didametro
Diametro médio da
médio da Potencial goticula Potencial
Formulacao goticula(nm) PDI Zeta (m)) pH (nm) PDI Zeta (m)) pH
5.60
123.66 + -13.00 = + 128.23 + 5.71
NE 1.241 0.183 +£0.021 0.659 0.021 0.685 0.220+0.004 -12.63 £0.381 0.031
5.43
12541 + -26.37 + 5.32+
NECV 0.782 0.200 £ 0.001 0.587 0.040 166+ 0.755 0.217+0.007 -38.97 +1.082 0.032
DI D30
Didmetro Didametro
médio da médio da
goticula Potencial goticula Potencial
Formulacao (nm) PDI Zeta (m)) pH (nm) PDI Zeta (m)) pH
5.85
127.73 -16.93 + + 124.46 + 5.86
NE 0.069 0.193+0.018 0.055 0.051 0.455 0.176 £0.009  -14.66 £ 0.550 0.036
543
-17.37+ + 552+
NECV 169.57 £2.611 0.161 +0.029 0.115 0.032 164.5+0.690 0.118+0.024 -14.60+0.529  0.011
NE: nanoemulsdo branca ; NECV: nanoemulsdo com oleo de carvacrol; D1: Dia 1; D30: Dia 30; PDI: indice de polidispersdo
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Tabela 4: Equilibrio hidrofilico-lipofilico de acordo com a composicao surfactante (%).

Formulagao TWEEN 80 SPAN 80 Final
(%) HLB (%) HLB HLB
valor
F1 100 15 0 0 15
F2 91 13,65 9 0,39 14
F3 82 12,3 18 0,77 13
F4 72 10,8 28 1,20 12
F5 63 9,45 37 1,59 11
F6 54 8,1 46 1,98 10
F7 44 6,6 56 2,41 9
F8 34,5 5,17 65,5 2,82 8

F: formulacdo,; D: dia; HBL: equilibrio hidrofilico-lipofilico.

Na figura 4 a curva analitica do carvacrol, e sua respectiva equagao da reta foram

determinadas através do estudo de regressao linear (y = 0,0152x - 0,0089 R? = 0,9978).

Figura 4: Curva analitica do Carvacrol
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Na Figura 4, temos o resultado da equagdo da reta obtida através da leitura em
triplicata das médias das absorbancias das nanoemulsdes em diferentes concentragdes, ao
analisarmos a reta essa margem cinza ¢ o intervalo de confianga, a linha vermelha ¢ onde
esperamos encontrar os valores das amostras, e ao analisarmos a distribui¢do todos os pontos

das amostras se encontram dentro do intervalo de confianga.

Figura S: Grafico de Linearidade
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Na Tabela 5 e 6 foi realizado ANOVA one-way para cada fairmaco, e observamos o

p-valor do Carvacrol foi significativo (p <0,05).
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Tabela 5 : ANOVA one-way do Carvacrol

Fonte de Grau de Somas de  Quadrados F p-valor
Variacao liberdade quadrados médios
Concentragao 8 3,758 0,4697 19,94 1,87e(-07)
Residuos 18 0,424 0,0236 - -
Total 26 4,182 - - -

Por seguinte foi realizado o teste de Tukey, onde na Tabela 7 estdo representados as
diferentes concentragdes e se possui diferencas significantes ou ndo entre as amostras; ao
analisarmos os valores nomeamos como S na tabela todos valores que sdo significativos e N

os valores que ndo sdo significativos.

Tabela 7: Teste de Turkey do Carvacrol

10 20 30 40 50 60 70 80
20 S
30 S S
40 N S S
50 S S N S
60 S N N S N
70 N S S N S S
80 S S N S N N S
920 S N N S N N S N
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5 Conclusao

Com a analise dos resultados obtidos pode-se concluir que através estudo do HLB foi
possivel desenvolver uma NE com uma maior estabilidade, eficaz para a caracterizagdo
quanto ao didmetro médio das goticulas, PDI e potencial zeta. A NECV se manteve estavel ao
longo dos 90 dias; através das andlises estatisticas obtivemos o valor de R* que o mais
préximo de 1 é considerado um modelo linear explicativo, ou seja, melhor ele se ajusta a

amostra; e os valores obtidos no estudo foram significativos.
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