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Resumo

NANOEMULSOES DE OLEOS ESSENCIAIS: MECANISMOS DE ESTABILIDADE E
INTERA(;AO COM PECTINA EM BIONANOCOMPOSITOS PARA APLICAC}AO EM
EMBALAGENS ATIVAS: Um dos desafios para preservacdo dos alimentos € a
diminuic&o da proliferacdo de micro-organismos. Alternativas como a utilizagdo de 6leos
essenciais, 0s quais apresentam propriedades antimicrobianas e antioxidantes, tém se
mostrado interessante por diminuirem a utilizacdo de compostos sintéticos, muitas vezes
nocivos ao consumo. O objetivo deste trabalho foi a producdo de nanoemulsdes de 6leos
essenciais de alecrim e de alho por emulsificacdo de alta (microfluidizacdo) e de baixa
energia (inversdo catastrofica de fase), e da avaliagdo da estabilidade e posterior
incorporacao em filmes de pectina para estudo das interacdes e do efeito da quantidade
de surfactante nas propriedades fisico-quimicas, antioxidantes e antimicrobianas dos
nanocompositos. As nanoemulsdes foram caracterizadas quanto ao didametro meédio,
potencial zeta, estabilidade coloidal e morfologia. Os filmes foram avaliados quanto a
morfologia, molhabilidade a &gua, propriedades mecénicas, antimicrobianas e
antioxidantes. Nanoemulsdes para os dois 6leos essenciais foram obtidas por métodos
de inversédo catastrofica de fase e apresentaram didmetros médios entre 100 e 500 nm e
potencial de superficie entre -1 e -10 mV, sendo a concentracdo e localizacdo do
surfactante fatores predominantes para obter NE com baixa polidispersividade. A
microfluidizacdo mostrou-se a emulsificacdo mais eficaz, produzindo diametros médios
entre 10 e 100 nm para ambos o0s 0Oleos essenciais, sendo a maior quantidade de
surfactante predominante para obtencdo de nanoemulsdes com baixa polidispervidade.
As nanoemulsdes obtidas por microfluidizagcdo apresentaram maior estabilidade.
Imagens de MET-crio das nanoemulsfes indicaram particulas quasi-esféricas, com
didametros variados para as produzidas por inversao catastréfica de fase e, disperséao
homogéneas para microfluidizacdo. Analise de espalhamento dindmico da luz néo
indicaram interagBes eletrostaticas entre pectina/surfactante, contudo o aumento na
viscosidade para valores de surfactante entre 10 e 20% m/m indicou possiveis interacdes
hidrofébicas entre porcdes da pectina e do surfactante, as quais ainda resultaram em um
incremento na hidrofobicidade do filme, bem como em estruturas internas esponjosas
tanto para filmes pectina/surfactante quanto para pectina/nanoemulsdes. A tenséo
maxima e modulo elastico sofreram quedas para o valores de surfactante acima de 20%
m/m. O 6leo essencial de alecrim exibiu propriedades antioxidantes, com 85% de captura
do radical DPPH e EC50% de 50% da concentracgéo inicial de 6leo utilizada. Para os
nanocompaositos, o EC50% decaiu, devido a evaporacao do 6leo durante a secagem,
sem qualquer interferéncia do surfactante. As caracteristicas antimicrobianas, por outro
lado n&o foram verificadas, devido a pouca ou nenhuma difusdo de 6leo essencial para
0 meio de cultura, dificultado pela concentracao de surfactante. O estudo demonstrou-se
inovador por relacionar as propriedades dos nanocompdsitos pectina/nanoemulsdes
alecrim a caracteristicas e quantidades do surfactante utilizado, permitindo um novo
entendimento acerca da funcdo de cada componente nas propriedades ativas quanto
fisico-quimicas.
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Abstract

ESSENTIAL OIL NANOEMULSIONS: MECHANISMS OF STABILITY AND
INTERACTION WITH PECTIN FILMS IN BIONANOCOMPOSITE FOR ACTIVE
PACKAGING APPLICATIONS: Microbial growth is among the challenges impairing food
preservation and shelf-life. Essential oils (EO) featuring antimicrobial and antioxidant
activities denote an alternative for lessening the contents of synthetic additives that may
be harmful to human health. The limitations due the low EO solubility in water and their
poor stability in agueous media have been suppressed by the use of nanoemulsions (NE),
which feature kinetic stability, intensify the antimicrobial effect of EO, and allow their
dispersions in aqueous systems such as those involving polysaccharides for applications
as packaging materials. The objective of this study were i) the production of NE having
rosemary or clove EO as dispersed phase through high-energy (microfluidization - MF) or
low-energy (catastrophic phase inversion - CPI) emulsification methods; ii) the evaluation
of the NE stability with regard to the surfactant content in relation to the dispersed phase;
and iii) the NE incorporation into pectin films to investigate the interaction among the
components and the effect of the surfactant content on the physicochemical and active
properties of the nanocomposites. The NE were characterized as to their average droplet
sizes, zeta potentials, colloidal stability, and morphology. The films were evaluated as to
their film-forming viscosity, morphology, wettability by water as well as mechanical,
antimicrobial, and antioxidant properties. Regardless of the EO, the CPI-produced NE
presented average droplet sizes and zeta potentials ranging from 100 to 500 nm and from
-10 to -1 mV, respectively, being surfactant concentration and location the major factors
affecting polydispersity. The MF was more efficient than CPI because the former led to
average diameters ranging from 10 to 100 nm, and surfactant content was the dominant
factor. The rosemary NE obtained through MF were more stable against creaming than
clove NE against sedimentation. Cryo-TEM images indicate quasi-spherical particles with
polydisperse diameters for CPlI and homogeneous pattern for MF. Dynamic light
scattering experiments did not evidence electrostatic interactions among pectin and
surfactant, but the increased viscosity for surfactant contents between 10 and 20 wt.%
suggested possible hydrophobic interactions, which led to films with increased
hydrophobicity as well as sponge-like internal for both pectin/surfactant and pectin/NE
films. The tensile strength and elastic modulus were decreased for surfactant contents
higher than 20 wt.%. Rosemary EO exhibited antioxidant activity by capturing 85% of
DPPH radicals and presenting an EC50% value of 50% of the initial EO concentration.
The EC50% was decreased in the nanocomposites because of EO loss through
evaporation upon drying, without any effect of the surfactant. On the other hand,
antimicrobial activity was not detected because of the EO diffusion towards the culture
medium, which was limited by the surfactant quantity and low oil-soluble in aqueous
culture medium. This reported study is innovative because it relates the properties of
pectin/rosemary NE nanocomposites with the content and characteristics of the
surfactant, paving the route for a novel understanding on the role played by each
component on the active and physicochemical properties.
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CAPITULO 1

1 - INTRODUCAO

Prolongar a vida util de alimentos tem se mostrado uma das alternativas
para suprir a alta demanda na producéao e consumos industrial e domeéstico. A vida util &
determinada, dentre outros fatores, pela seguranc¢a dos alimentos no que compete a ndo
contaminacao destes por micro-organismos (ESPITIA et al., 2019) e pela prevencédo a
processos oxidativos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014). Dados do Ministério da Saude de
2017 e 2018 indicam uma quantidade expressiva de casos de doencas transmitidas por
ingest&o de alimentos contaminados (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Nesse sentido, a
alternativa vélida e utilizada é a adicdo de composto que retardem a oxidagdo e\ou
previnam a proliferagcdo de micro-organismos como bactérias.

No entanto, a preocupacao pelo uso excessivo de conservantes, ou de
compostos sintéticos encoraja a utilizacdo de compostos naturais com propriedades
comparaveis ou superiores aos compostos tradicionais, mas garantindo a saude dos
consumidores. Como opc¢ao, destacam-se o0s Oleos essenciais (OE), compostos
provenientes da extracédo de plantas e especiarias (BASSOLE & JULIANI, 2012), que
apresentam tanto propriedades antioxidantes quanto antimicrobianas, estas inovadoras
para embalagens de alimentos (AMORATI et al., 2013; ATTI-SANTOS et al. (2005);
BURT, 2007) O 6leo essencial de alecrim € obtido a partir da destilacdo a vapor de galhos
e folhas de plantas do género Rosemarinus, incolor e com aroma refrescante, cuja
composi¢cdo tem o a-pirene e o 1,8 cineol como componentes majoritarios (ATTI-
SANTOS et al., 2005) e a estes relacionadas propriedades antioxidantes (ERKAN et al.,
2008) e antioxidantes (CELIKTAS et al., 2007). O 6leo essencial de alho, proveniente da
espécie vegetal Allium sativum comumente utilizado para propoésitos culinarios, cujo
aroma caracteristico € relacionado a existéncia de compostos sulfonados como a alicina,
além das propriedades antimicrobianas, antioxidante, dentre outras (MARTINS et al.,
2016).

Devido ao aroma e ao sabor caracteristico, a adicdo e a quantidade dos OE

mostram-se limitantes para a utilizacéo desses para preservacéo de alimentos (CHIRALT



& ATAR, 2016). Como alternativas ao primeiro fator, estudos recentes sugerem novas
embalagens baseadas em biopolimeros (polissacarideos e polipeptideos, por exemplo),
aos quais os OE séao incorporados e entdo aplicadas aos alimentos, sendo ou nao
consumidas. No entanto, devido a baixa solubilidade em agua (principal solvente de
biopolimeros utilizados para embalagens), a dispersdo destes OE torna-se um desafio.

Uma das alternativas apresentadas € a utilizacdo de nanoemulsdes (NE),
sistemas coloidais compostos por nanogotas de fases imisciveis, tipo 6leo-em-agua ou
agua-em-oleo, com diametro médio de gotas que variam de 1 a 500 nm e estabilizadas
por emulsificantes. Este ultimo pode ser definido como uma molécula anfifilica, cuja a
funcdo é diminuir a energia interfacial e, assim, aumentar a estabilidade do sistema. Isso
se faz necessario, uma vez que NE sdo sistemas que ndo apresentam estabilidade
termodinamica, ou seja, em longos intervalos de tempo sdo suscetiveis a separacao de
fase proveniente da imiscibilidade dos componentes da fase dispersa e da fase continua
(DONSI & FERRARI, 2016). As quantidades das fases dispersa (6leo, no caso deste
estudo) e continua (agua), bem do surfactante interferem na obtencéo e estabilidade das
NE (MCCLEMENTS, 2016). Em complemento a isso, NE podem ser obtidas por
diferentes métodos de emulsificacao, cuja energia aplicada na obtencao pode diferenciar
entre dois grupos: alta e baixa energia.

Nesse sentido, na ultima década, diversos trabalhos vém apresentando
nanocompoésitos com OE incorporados na forma de NE, como novas embalagens com
comprovadas propriedades ativas, ou seja, atuam no alimento, de forma a protegé-lo de
agentes contaminantes externos e a deterioragcdo (PRAKASH et al., 2018). Todavia,
tendo considerado o emulsificante como componente que recobre as gotas das NE,
mediando a interface Oleo/agua e, consequentemente, incorporado as matrizes
polimérica, verifica-se que ndo ha um entendimento acerca do efeito do surfactante nas
propriedades fisico-quimicas de filmes aplicaveis a embalagens, bem como nas suas
propriedades ativas.

A tese foi estruturada em sete partes, que estao elencadas abaixo:

Capitulo 1: apresenta uma introducédo ao trabalho realizado;

Capitulo 2: oferece uma revisédo bibliografica com sintese da literatura e

conceitos teoricos;



Capitulo 3: elucida os objetivos, bem como as hipéteses mediante ao que
apresenta a literatura, bem como as metas desenhadas a serem compridas;

Capitulo 4: compde-se de toda a producédo das NE de dois diferentes OE
avaliando a influéncia de dois métodos de emulsificacédo (alta e baixa energia) e a razao
de surfactante/fase dispersa no didmetro médio das NE, bem como da estabilidade
coloidal destas.

Capitulo 5: esta estruturado na compreensdo, do ponto de vista das
propriedades fisico-quimicas e ativas (antioxidante e antimicrobiana), do papel do
surfactante nos sistemas formados pela matriz de pectina e o surfactante e a matriz de
pectina e as NE/alecrim;

Capitulo 6: apresenta as conclusfes gerais do trabalho desenvolvido, bem
como novas perspectivas de trabalho a partir dos estudos concluidos aqui;

Capitulo 7: elenca os trabalhos utilizados para embasar, elucidar e
corroborar as discussfes apresentadas;

Com isso, o presente trabalho objetivou um estudo da producédo de
nanoemulsdes o6leo-em-agua, tendo o6leo essencial de alecrim ou alho como fases
dispersas, sendo suas propriedades sensoriais (aroma e cor) distintas de modo a partimir
a variedade de aplicacéo. Para tanto, foram estudados métodos de emulsificacdo de alta
e de baixa energia e razao surfactante/fase dispersa e seus efeitos no diametro médio e
estabilidade coloidal. Além disso, objetivou-se compreender as interacfes entre o
surfactante e matriz péctica nas propriedades fisico-quimicas, antimicrobiana e

antioxidantes para a producao de bionanocompdsitos para aplicagdo em embalagens.






CAPITULO 2

2 - REVISAO COM SINTESE DA LITERATURA

2.1 - Problematizacao

A funcdo de embalagens de alimentos é manter a qualidade e seguranca
dos produtos durante o transporte e estocagem, além de estender a vida util, ou de
prateleira, contra possiveis fatores indesejaveis como contaminantes: micro-organismos,
produtos quimicos, oxigénio, umidade, luz (RHIM et al., 2013). Destes fatores
depreciativos ocorrente nos alimentos, a proliferacdo de micro-organismos e a oxidacéo
sdo efeitos, que nos ultimos anos tem-se mostrado de grande importancia para o
desenvolvimento de novas embalagens (QUINTAVALLA & VICINI, 2002).

A proliferacdo de micro-organismos em alimentos tem se mostrado
preocupante, tanto para o consumidor final, quanto de saude publica. Dados recentes,
dos ultimos 17 anos (2000-2017), do Ministério da Saude, indica as doencgas transmitidas
por alimentos contaminados, 0s quais mostram-se alarmantes no que compete 0s
organismos reportados como agentes patdégenos em alimentos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Ainda segundo este relatdrio, o perfil epidemiolégico demonstra dois fatos
a serem enaltecidos: (1) a maior contaminacao se da nas residéncias dos consumidores,
seguido de restaurantes e outros estabelecimentos alimenticios; (2) dentre os mais de
7000 casos reportados a vigilancia sanitéria, as bactérias apresentaram cerca de 96%
dos casos de agentes etiolégicos, sendo seguidos por virus, agentes quimicos e
protozoarios. Dentre esses, cepas de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
juntamente com o género da Salmonella. mostram-se 0s maiores agentes patégenos
causadores de doencas relacionadas a alimentos contaminados. Tal preocupacédo €
apresentada por ESPITIA et al. (2019), com dados referentes ao Centro de Controle de
Doengas e Prevencdo dos Estados Unidos no ano de 2016: cerca de 48 milhdes de
pessoas adquirem algum tipo de doenca relacionada ao consumo de alimentos
contaminados.

Uma das novas formas apresentadas que possam diminuir esses riscos € a

utilizacdo de embalagens com propriedades antimicrobianas, proveniente de compostos



naturais, como os 6leos esséncias, a fim de diminuir quaisquer riscos a saude humana
(KUORWEL et al., 2011b; RIBEIRO-SANTOS, Regiane. et al., 2017; RIBEIRO-SANTOS,
Regiane et al., 2017; SUNG et al., 2013; VALDES et al., 2015). Agregado a atividade
antimicrobiana desses compostos, a atividade antioxidante vem sendo reportada como
uma alternativa a outro efeito depreciativo em alimentos, que diminuem sua vida de
prateleira (ECA et al., 2014; GOMEZ-ESTACA et al., 2014; RIBEIRO-SANTOS, Regiane.
et al., 2017; SITONIA et al., 2014) .

2.1.1 - Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo compostos liquidos, aromaticos e volateis,
extraidos de flores, raizes, cascas, folhas, sementes, frutas e madeiras (SEOW et al.,
2014). Seus métodos de obtencdo séo variados de fermentacdo a destilacdo a vapor,
método esse mais comumente aplicado na forma manufaturada desses compostos
(BURT, 2004). Esses compostos tem sido reportados como carreadores de diversas
propriedades: antibacteriana, antifingica, antiviral, inseticida e antioxidante (BASSOLE &
JULIANI, 2012; ECA et al., 2014). De acordo com BASSOLE & JULIANI (2012), tais
propriedades estdo ligadas a prépria defesa das plantas contra predadores, e micro-
organismos patdgenos.

As diferencas regionais e sazonais também interferem nas propriedades
dos OE, como para o caso bordado por CELIKTAS et al. (2007), onde verificou-se esse
efeito para OE de alecrim extraido de diferentes regides e épocas do ano. Suas
propriedades séo relacionadas tanto ao OE em si, ou quanto a composi¢ao e presenca
de determinados compostos (MAISANABA et al., 2017). Ou ainda, efeitos sinérgicos
podem ser utilizados para potencializar o espectro de atuacdo de um OE para
determinada propriedade esperada, como antioxidante ou antimicrobiana (BASSOLE &
JULIANI, 2012) . OE possuem e sua composi¢cao dois grandes grupos de compostos:
terpenos (mono e sesquiterpenos), terpendides (linalol, citronela, timol, carvacrol,
carvone brenol) e fenilpropandides (cinamaldeido, eugenol, vanilina e safrole)
(HYLDGAARD et al.,, 2012). Em complemento & composicdo dos OE, diferentes
mecanismos sdo citados de modo a esclarecer o papel desses compostos naturais em

suas respectivas propriedades. Tendo em vista que o estudo aqui apresentado abordara



apenas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, as discussfes a seguir irdo
abordar apenas essas duas caracteristicas.

Por definicdo, compostos antioxidantes sdo aqueles responsaveis por
diminuir ou suprimir a oxidacdo de um material (AMORATI et al., 2013). Segundo os
autores, a atividade antioxidante esta ligada a presenca e, grande quantidade, de
compostos fendlicos capazes de cessar a oxidacdo aerobica, contudo compostos como
a alicina, nado fendlico, pode apresentar propriedades antioxidantes também. Ainda estes
agentes antioxidantes podem ser classificados em dois grandes grupos: agentes
inibidores e antioxidantes de quebra de cadeia. Diversos sdo 0s mecanismos do efeito
antioxidantes sédo apresentados (MAISANABA et al., 2017), sendo que para OE, o
mecanismo de captura de radical livre (ATARES & CHIRALT, 2016), criando uma barreira
a radicais como o oxigénio.

As atividades antimicrobianas estdo relacionadas ao transporte de
substancias da regido externa para a interna da parede celular, resultando assim em
diferentes mecanismos (ATARES & CHIRALT, 2016; MAISANABA et al., 2017), desde
do rompimento da membrana citoplasmatica, a quebra as enzimas ou dano ao material
genético, mudancas nas propriedades das membranas ou inibi¢cdo a divisdo célula. Cabe
ressaltar, que a atividade antimicrobiana é afetada por as diferencas entre as membranas
celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A segunda apresenta uma
camada externa a parede celular composta por polipeptidiosgicanos, que criam uma
barreira conta compostos hidrofébicos, tornando-as mais resistentes a acdo de OE com
compostos com certa hidrofilicidade (HYLDGAARD et al., 2012).

Dentre os OE, destacam-se dois OE. O primeiro € o OE de alecrim
(Rosemarinus officinalis), que segundo DA SILVA BOMFIM et al. (2015) e FLAMINI et al.
(2002), largamente utilizado na industria devido as suas caracteristicas aromaticas,
antioxidantes e antimicrobianas (BARBOSA et al., 2016; HONORIO et al., 2015), as quais
estéo relacionadas a presenca de compostos diterpénicos (ATTI-SANTOS et al., 2005).
O segundo é o OE de alho (Allium sativum), segundo BENKEBLIA (2004), possui
atividades antioxidantes, antimicrobianas (PEREZ-CORDOBA et al., 2018) e anti-
inflamatorias relacionadas aos seus componentes sulfonados e terpénicos (ANKRI &
MIRELMAN, 1999; BAKRI & DOUGLAS, 2005; HARRIS et al., 2001; MARTINS et al.,
2016).



2.1.2 - Nanoemulsdes

Emulsées tanto do tipo éleo/dgua quanto dgua/éleo, cujo tamanho de gota
da fase dispersa esteja compreendido, usualmente, entre 10 e 1000 nm, apresente
estabilidade cinética, seja termodinamicamente instavel pode ser classificado segundo
MCCLEMENTS (2012) como nanoemulsdes. S&o sistemas que dependentes das
caracteristicas intrinsecas do sistema (tipo de 6leo, quantidade da fase continua ou tipo
de surfactante).

A formacdo dessas nanogoticulas (NG) ndo €é um processo
termodinamicamente espontaneo(MAALI & MOSAVIAN, 2013). A energia livre de um
sistema composto por agua, um emulsificante e 6leo é dada por:

AG = yAA —TAS 1)

Sendo AG a energia livre total, y tenséo interfacial, AA a area associada a gota e AAy a
energia associada ao aumento da area superficial com a diminuicdo do tamanho de gota,
e AS a entropia associada a dispersao a uma temperatura absoluta T. No processo de
producdo de NE, o aumento da energia relacionada a area superficial, sempre positivo,
ndo € compensado pelo aumento da entropia, de modo que o valor total da energia do
sistema é maior que zero, tornando o processo termodinamicamente desfavoravel. Dessa
forma, a formacéo das NE, a distribuicdo dos tamanhos das NG e suas estabilidades
dependem de fatores que possam diminuir essa diferenca e favorecer a formacéo das
NE. Dentre esses, energia aplicada a producdo da emulsdo, caracteristica e
concentracdo do 6leo, caracteristicas e concentragcdo dos surfactantes (valores do
balanco hidrofilico-lipofilico) (RAO & MCCLEMENTS, 2011) mostram-se fatores a ser
considerados.

No ambito da energia aplicada na formacédo de NE, pode-se dividir as
emulsificacdes em dois grandes grupos: alta e baixa energia. Os processos de alta
energia, ja sdo aplicados a fabricacdo de NE (BONILLA et al.,, 2014; GALOOYAK &
DABIR, 2015; MAYER et al., 2013; QING et al., 2013; SALVIA-TRUJILLO et al., 2015;
ULUATA et al., 2016). Nestes, uma quantidade de energia, superior as fases separadas,
€ aplicada ao sistema de modo a diminuir a diferenca entre os valores de AA e TAS
(ESPITIA et al.,, 2019). Contudo métodos de emulsificacdo de baixa energia séo
reportados, por ndo demandarem de um gasto energético excessivo para obtencédo de
nanoemulsdes (BILBAO-SAINZ et al., 2010; CHIN et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2004;



HUA et al., 2019; JAHANZAD et al., 2010; KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2015; LI et al.,
2013; LV et al., 2014; MAYER et al., 2013; OSTERTAG et al., 2012; PANAGOPOULOU
etal., 2015; PERAZZO et al., 2015; SAJJADI, 2006) Emulsificacdes de baixa energia séo
aguelas que ndo demandam energia aplicada ao sistema através de homogeneizadores
(como por exemplo, misturadores de alta rotacdo, ultrassom ou pressurizados a altas
pressbes (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2016). Das emulsificacbes por alta energia,
destacam-se a microfluidizacao e ultrassonificacdo (SALVIA-TRUJILLO et al., 2017). As
de baixa energia, destaca-se na literatura: (1) a “inversao catastrofica de fase — ICF”
(BILBAO-SAINZ et al., 2010).

Ambos processos de emulsificacdo demandam a adicdo de emulsificantes
diminuir a energia interfacial (equacdo 1) gerada pelo aumento na area superficial de
contato entre duas fases imisciveis, prevenindo o processo de agregacao e coalescéncia
(SALVIA-TRUJILLO et al., 2017).

Emulsificantes sdo moléculas anfifilicas, ou seja possuem porcoes
hidrofilicas e hidrofébicas de sua molécula, permitindo assim interagir com ambas fases,
evitando o processo de separacdo de fase (MCCLEMENTS et al., 2017). Emulsificantes
podem ser classificados segundo sua carga da regido hidrofilica em iénicos (catibnicos e
anibnicos), ndo-ibnicos e anféteros. Estes ainda podem ser classificados segundo seu
balanco hidrofilico-lipofilico (HLB — Hydrophilic-lipophilic balance) dos surfactantes é
enaltecido como relevante para a formacéo e estabilidade das NE. Valores de HLB
maiores que 7 favorecem a formacdo de emulsbes 6leo/dgua, enquanto HLB < 7
favorecem a formagéo de emulsfes agua/dleo (MAALI & MOSAVIAN, 2013).

2.1.2.1 —Inversao catastrofica de fase

As nanoemuls@es, sistemas coloidais formados por duas fases imisciveis
estabilizadas por um emulsificante, podem ser obtidas por diferentes métodos, nos quais
parametros como energia aplicada e composicao interferem nas propriedades dessas
suspensdes (MCCLEMENTS, 2007). A emulsificagdo por baixa energia pode ocorrer
tanto de espontanea ou por inversdo de fase, desde que a composicao (quantidade das
fases dispersa e continua, bem como a caracteristica do surfactante) ou o meio
(temperatura, por exemplo) sejam alterados (JAHANZAD et al., 2010; SAJJADI, 2006).
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Nos processos de emulsificagdo espontanea, de modo geral, fases imisciveis séo
colocadas em contato (de forma controlada ou ndo) e um dos compostos presentes
(emulsificante) € miscivel em ambas as fases, movendo-se de uma para outra, gerando
assim um aumento na razao 6leo/agua na interface e posterior desprendimento em gotas
da fase dispersa, recobertas pelo emulsificante, suspensas na fase continua.
(MCCLEMENTS & RAO, 2011). O fator HLB e a localizacdo do surfactante mostram-se
importantes fatores para obtencdo de NE mais estaveis e com menores tamanhos. No
tocante do tipo de surfactante, o balango hidrofilico-lipofilico (HLB — Hydrophilic-lipophilic
balance) dos surfactantes é enaltecido como relevante para a formacéo e estabilidade
das NE. Valores de HLB maiores que 7 favorecem a formacéo de emulsbes 6leo/agua,
enquanto HLB < 7 favorecem a formacéo de emulsdes agua/dleo (MAALI e MOSAVIAN,
2013). Neste caso, para uma NE do tipo Oleo-em-agua, surfactantes com carater
hidrofilico (com HLB maior que 7), quando solubilizados na fase dispersa (6leo) tendem
a difundir para a fase continua e esse processo favorece a formacao de estruturas com
didmetros menores.

Os métodos de inversao de fase se dividem nos que ocorrem a composicao
constante (mantendo a fracdo de 4gua e de dleo constante), variando nesse caso a
temperatura (LIEW et al., 2010) e, os que ocorrem a temperatura constante (KOMAIKO
& MCCLEMENTS, 2014), em que a composicdo da emulsédo (fracdo de agua, ou fracédo
de 6leo) varia. Dentre esses, destaca-se a inversao catastrofica de fase, que consiste na
obtencdo de nanoemulsdes pela adicdo controlada da fase aquosa na fase de 6leo ou
vice-versa.

A FIGURA 2.1 ilustra o0 método de emulsificacdo por inversédo catastrofica
de fase. Nesta as NE sdo obtidas por um processo que consiste na adicdo da fase
continua (dgua) na fase do 6leo, esta contendo (FIGURA 2.1b) ou nédo (FIGURA 2.1c) o
surfactante. Para o caso que a fase do 6leo ndo continha o surfactante, este foi
adicionado a fase continua (agua), denominado “inversao catastréfica de fase 1”. Para o
caso do surfactante adicionado a fase do 6leo, esta foi denominada “inversao catastrofica
de fase 2”. A adicao foi feita de forma controla, de forma que a razéo entre as fases
continua e dispersa variou de 0 a 95, em relacdo a quantidade de agua.

Para ambos os tipos de ICF, ao se adicionar a fase continua (agua) tem-se,

inicialmente, uma emulsao do tipo 4gua-em-6leo (FIGURA 2.1e). Com 0 aumento da
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fracdo volumétrica da fase continua (fracdo de &gua na FIGURA 2.1) uma maior
quantidade de gotas de 4gua sao formadas, e estas tendem-se a se chocar e coalescer.
Em uma determinada quantidade de adicdo da fase continua ocorre a inverséao
catastrofica de fase, em que a emulsédo transforma-se em emulsdo 6leo-em-agua.

De acordo com KOMAIKO & MCCLEMENTS (2014) e OSTERTAG et al.
(2012), emulsbées mas finas, ou seja, com diametros menores de gotas sdo obtidas
guando o surfactante é adicionado a fase dispersa, pois facilita a formacéao das emulsées
multiplas (goticulas da fase continua que possuem goticulas da fase dispersa
estabilizadas pelo surfactante) precursoras das NE. BILBAO-SAINZ et al. (2010)
verificaram ainda que a velocidade de adicdo de uma faze na outra resulta em NE com
dispersdo homogéneas de diametro. No que compete o estudo da obtencdo de NE por
esse processo, porém com o surfactante solubilizado na fase continua (FIGURA 2.1b),
hé poucos trabalhos compreendendo o mecanismos relacionado a esse método e se este

€ 0 caso de uma inversao catastréfica de fase.
Adic3 a . (g)
icao V =1o0u3ml/min (d) (e)

controlada da Emuls3o de dgua em Sleo Emulsao de 6leo em agua
fase aquosa

\Eli Inversdo de fase
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Gotas de agua Nanogota de o6leo
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FIGURA 2.1: Método de emulsificagdo por inversédo catastrofica de fase: O surfactante
(a) foi solubilizado ou na fase aquosa (b) ou na fase lipofilica (c); a fase aquosa (b) foi
adicionada a diferentes taxas (d) formando inicialmente uma emulséo de agua em 6leo
(e) e com o aumento da fracdo de &gua ocorre a inversdo de fase (f), obtendo-se
nanoemulsdes do tipo 6leo em agua (g). (Fonte do autor)
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2.1.2.2 — Microfluidizacdo em altas pressdes

Diferentemente do método de baixa energia, em que as caracteristicas
intrinsecas dos componentes, bem como as quantidade de cada um séo relevantes para
diminuir a diferenca entre a energia interfacial (equacéo 1) de modo a facilitar a formacao
das NE, as emulsificacfes de alta energia produzem NE como resultado de forgas de
ruptura, as quais diminuem o tamanho das gotas, em gotas menores (MCCLEMENTS &
RAO, 2011). A energia de ruptura pode ser provenientes de altas pressdes
(microfluidizador, por exemplo), homogeneizadores ou de ultrassons. Dentre esses
processos, destaca-se a microfluidizacdo (MF) em altas pressées, a qual € apresentada,
de forma esquematica, na FIGURA 2.2.

. . . ~
Microfluidizacao
(a) Um ciclo (e) 0 Ciclos 10 Ciclos
- - 3
rL
(d) égi;;éé
(b)
Ruptura das
T gotas
(c)
e —
00 O . 0 % % °
20000 psi (150 bar) S (@]
Um ciclo Estrutura da cAmara

FIGURA 2.2: Método de emulsificacdo por MF em altas pressfes: uma emulséo grosseira
(a) foi inserida a altas pressoes (b) e capilares (80 um), os quais colidem (c) promovendo
a ruptura das gotas de 06leo; resfriamento (d) para controle da temperatura; reservatorio
de retirada da amostra (e). Esquema da camara de interacdo (c) adaptado de
(MCCLEMENTS & RAO, 2011)
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Em tal processo, emulsdes grosseiras com dispersdes de diametro de gota
ente 0,1 e 1000 um séo inseridas (FIGURA 2.2a), em altas pressdes (FIGURA 2.2b) na
camara de interacdo (FIGURA 2.2c), composta por canais de fluxo que se chocam a altas
velocidades produzindo altas taxas de cisalhamento e nimero de choques de modo a
promover a quebra de gotas em goticulas cada vez menores em didmetro (LEE, L. et al.,
2014). Um aumento de temperatura durante o processo ocorre, e para 0S casos em que
evita-se a influéncia da variacao de temperatura, um sistema de resfriamento € utilizado
(FIGURA 2.2d). A emulsificagdo pode ser repetida, no que na literatura se remete “ciclos
de microfluidizagao” (indicados como setas circulares cinzas na FIGURA 2.2.). Repetidos
ciclos de passagem pelo sistema tem se mostrado eficientes na producdo de NE com
diametros entre 1 e 50 nm (SALVIA-TRUJILLO et al., 2013b; SALVIA-TRUJILLO et al.,
2014; ULUATA et al., 2016; YUAN et al., 2008).

Em todos os casos, a adicdo de emulsificantes mostra-se necessario. Estes
atuam diminuindo a energia interfacial e, como consequéncia, facilitando o processo de
ruptura das goticulas de 6leo, bem como recobrem estas, evitando assim a coalescéncia
ou agregacao (MAALI & MOSAVIAN, 2013). Uma vez que € aplicada uma energia ao
sistema de modo a facilitar a formacado de NE, algo que ndo € termodinamicamente
espontaneo, a quantidade de surfactante requerida ao sistema tem se mostrado menor
do que a utilizada para NE obtidas por emulsificacdes de baixa energia para producéo de
NE com baixa polidispersividade. (MAYER et al., 2013). A busca nos ultimos anos se
volta para a utilizagdo de biopolimeros como emulsificantes (BAl & MCCLEMENTS, 2016;
MCCLEMENTS et al., 2017), ou a combinacgéo de surfactantes como o polisorbato 20 e
alginato de sodio (ARTIGA-ARTIGAS et al., 2017).

2.1.2.3 - Mecanismos de estabilidade

Como citado anteriormente, NE s&do sistemas metaestaveis, 0s quais
tendem com o tempo a sofrerem o processo de desestabilizacdo ou de “quebra”,
separando-se em fases imisciveis. MCCLEMENTS (2007) apresenta mecanismos de
instabilidade para as NE. Trés diferentes mecanismos de instabilidade (FIGURA 2.3)
podem atuar nas NE: (1) separacgao gravitacional (sedimentacao e cremeacéao) (FIGURA
2.3a); (2) agregacao (floculacdo e coalescéncia) (FIGURA 2.3b); (3) envelhecimento de
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Ostwald (EOW) (FIGURA 2.3c): moléculas do 6leo migram de particulas maiores para
menores, por diferenca no gradiente de solubilidade.

A separacdo gravitacional (FIGURA 2.3a) é um dos mecanismos de
instabilidade, em que as caracteristicas das fases como diferenca de densidade sdo

determinantes. A lei de Stokes (Equacéo 2) descreve a taxa de separacao gravitacional:

297'2(pcontinua_pdispersa) (2)
9

VStokes -

em que g € a aceleracao da gravidade, r € o diametro das nanogotas, p € a densidade
das fases e n a viscosidade da fase continua. Dessa forma, tanto o diametro das NE,
guanto as densidades séo fatores influenciadores na estabilidade das NE. Para valores
de densidade da fase dispersa menor que da fase continua, o sistema pode sofrer
cremeacdo (FIGURA 2.3a). Para densidade da fase dispersa maior, a fase tende a
sedimentar (FIGURA 2.3a). De acordo com a equacao 2, menores tamanhos tendem a
apresentar maior estabilidade contra a separacao de fase. Os movimentos Brownianos,
segundo KOMAIKO & MCCLEMENTS (2016) , podem se opor ao movimento de
separacdo, permitindo assim uma estabilidade maior as NE.

O envelhecimento de Ostwald (FIGURA 2.3b) é outro mecanismo
apresentado na literatura (DONSI et al., 2011) e reportado, principalmente para NE, cuja
composicdo da fase lipofilica apresenta certa solubilidade em agua, como para alguns
OE. Este ocorre pelo crescimento de particulas maiores (FIGURA 2.3b) a partir de
particulas menores, devido ao gradiente de concentracdo do OE ser diferente entre essas
particulas, fruto da maior solubilidade deste OE nos arredores das particulas menores
(KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2014). Tal evento ocorre inevitavelmente, e pode ser
retardado com a adicdo de inibidores ou pela adicdo de compostos insollveis a
composicado da fase lipofilica (RAO & MCCLEMENTS, 2012b).

A agregacéo de particulas podem ocorrer em sistemas compostos por NE,
as quais séo reportadas por dois processos (FIGURA 2.3c): floculacdo e coalescéncia.
Estes se distinguem, basicamente, apds a aproximacao de duas particulas. O primeiro
se da quando particulas se aproximam uma das outras e mantendo-se seu diametro. No
segundo, as particulas se aproximam, gerando uma unica maior (MCCLEMENTS, 2007).
A floculag&o ocorre quando forgas atrativas (de natureza hidrofébica ou de van der Waal)

sdo maiores que as forcas repulsivas (eletrostaticas ou estéricas) entre duas particulas
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de modo a formar particulas agregados, sem que se percam a integridade das particulas
menores (GREGORY, 2013). Enquanto na coalescéncia, além do balanco de focas
atrativo-repulsivas, caracteristicas das moléculas que circundam a particula, com
emulsificante e agua devem ser consideradas. Em vias de regras, particulas coalescem
pelo choque entre duas, em que a forca de repulsdo (eletrostatica ou estérica) ndo é
suficiente (KABALNOV, 1998).

Estabilidade: mecanismos para nanoemulsdes

Separacéo gravitacional @) (c)
Floculacao

Cremeagao Nanoemulsdo Sedlmentag:ao

Envelhecimento de Ostwald

HEE

FIGURA 2.3: Esquematizacdo dos mecanismos de instabilidade apresentados para
nanoemulsdes de Oleo essencial: (a) separagdo gravitacional; (b) envelhecimento de
Ostwald; (c) agregacéo. (Figura do autor).

OO >OMIO >

Coalescéncia

2.1.3 — Embalagens ativas: propriedades antimicrobianas e antioxidantes

Embalagens para alimentos atuam como barreiras passivas, protegendo-os
do meio externo (micro-organismos, umidade, gases, poeira e odores) (AZEREDO,
2009), mantendo a qualidade e a seguranca dos alimentos, e devem apresentar algumas
caracteristicas como serem inertes, ndo toxicas, e prolonguem a vida de prateleira dos
alimentos (SUNG et al., 2013). Dentro dessas caracteristicas, derivados de petréleo
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mostram-se como fonte de matéria-prima para a producdo de embalagens com
propriedades de barreira e mecéanicas satisfatorias e, ainda, baixo custo (LAGARON,
2011). Contudo, os polimeros derivados do petréleo ndo sao, via de regra,
biodegradaveis, além de ndo serem renovaveis e de seus descartes ou queimas
produzirem sérios problemas ambientais e ecologicos (SONG et al., 2011).

A utilizacdo dos biopolimeros (proteinas, lipideos e polissacarideos) na
producdo de novas embalagens vem sendo objeto de estudo nas udltimas décadas
(FALGUERA et al., 2011), por serem biodegradaveis, provenientes de fontes renovaveis
— animais e vegetais (ARORA & PADUA, 2010) — e desvencilharem dos recursos
petroliferos (SONG et al., 2011).

Dentre esses biopolimeros, a pectina (PEC) é um polissacarideo
naturalmente encontrado na parede celular de vegetais (ESPITIA et al., 2014), composto
basicamente pelo a1-4-4cido galacturénico (LOREVICE et al., 2016; MANRICH et al.,
2017), e que vem sendo reportado como matéria-prima para a fabricacdo de filmes
comestiveis (OTONI et al., 2017), por formar filmes coesos e transparentes (ESPITIA et
al., 2014) e ser reconhecida como segura para o consumo humano (GRAS — generally
recognized as safe) pela FDA (Food and Drug Administration — USA) (FDA, 2012).
Segundo MOREIRA et al. (2013), a PEC possui diferengas relacionadas ao grau de metil-
esterificacdo (GE), classificando-a em PEC de alto (PA) e de baixo (PB) grau de metil-
esterificacao.

O desenvolvimento de novas embalagens, como filmes e revestimentos, a
partir de biopolimeros (COFFIN & FISHMAN, 1994; DE MOURA et al., 2012;
FAKHREDDIN HOSSEINI et al., 2013; FARIAS et al., 2012; GALUS & KADZINSKA,
2015; KROCHTA & DEMULDERJOHNSTON, 1997; LOREVICE et al., 2012; LOREVICE
et al., 2014; LOREVICE et al., 2016; MANRICH et al., 2017; OTONI et al.; PAVLATH &
ORTS, 2009; SHIN et al., 2014; SHIT & SHAH, 2014; WANG et al.,, 2011) vem
amenizando o efeito do descarte das embalagens plasticas no ambiente. Entretanto,
filmes produzidos a partir de polipeptidios e polissacarideos apresentam, em geral,
propriedades fisico-quimicas inferiores se comparadas as dos polimeros sintéticos
(AZEREDO, 2009) . Uma alternativa reportada nas ultimas revisbes é a adicdo de

agentes de reforco (fibras vegetais, nanoparticulas e até nanoemulsfes) as matrizes dos
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filmes, o que resultou na melhoria das propriedades mecanicas, térmicas e de barreira
(ARORA & PADUA, 2010; HAN, 2014; RHIM et al., 2013).

Devido as atividades antimicrobianas e antioxidantes dos OE, estes vém
sendo adicionados as matrizes de filmes poliméricos sintéticos (KUORWEL et al., 2011b),
e matrizes biopoliméricas (KUORWEL et al., 2011a), adicionando, assim, propriedades
ativas as propriedades convencionais de protecao e prolongamento da qualidade e vida
de prateleira dos alimentos (SUNG et al., 2013).

A atividade antimicrobiana do OE de alho contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteriditis e Listeria monocytogenes foi observada
em filmes de proteina do soro do leite (SEYDIM & SARIKUS, 2006). Resultado similar foi
reportado por GOMEZ-ESTACA et al. (2010) para filmes de gelatina bovina adicionados
de OE de alecrim para os micro-organismos E. coli, S. aureus e L. monocytogenes.

A utilizagdo de nanoestruturas como alternativa para o incremento das
propriedades antimicrobianas (BILBAO-SAINZ et al., 2010; DE MOURA et al., 2014;
DONSI et al., 2011; OTONI et al., 2014; PEREZ-CORDOBA et al., 2018; PRAKASH et
al., 2018; SALVIA-TRUJILLO et al.,, 2013a; SEVERINO et al., 2015) vem sendo
apresentado de forma diminuir a quantidade de OE adicionada (pelo seu sabor e aroma
caracteristicos) (ATARES & CHIRALT, 2016), e aumentar a aplicabilidade dos filmes.

Na revisao bibliografica apresentada, constata-se uma busca pela utilizacéo
de novos compostos, provenientes de fontes naturais, para diminuicdo dos efeitos de
proliferacdo de micro-organismos e de oxidacdo em alimentos, principais agentes de
decrescimento do tempo de prateleira. Dentre os compostos, destacam-se os 06leos
essenciais, por apresentarem reconhecida atividade antioxidante e antimicrobiana.

A producdo de nanoemulsdes desses compostos tem se mostrado
extremamente conveniente pela ampla forma de obtencéo, seja por alta ou baixa energia,
ou pela adicao de quaisquer surfactantes, ou uso irrestrito a quase todos os OE, sem que
se perca ou diminua-se as propriedades a eles relacionadas, como antioxidantes e
antimicrobianas.

Somado a isso, nanoemulsfes do tipo 6leo-em-agua, diminuem o efeito da
hidrofobicidade dos OE, por estes estarem suspensos em meio aquoso devido a funcao
estabilizante dos surfactantes. Isso permite sua incorporagdo em matrizes de

biopolimeros, com minimos efeitos de separagdo de fase, possibilitando assim uma
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dispersdo mais homogénea na matriz polimérica e, consequentemente, em materiais
mais homogéneos.

Esses materiais tem apresentado consideravel atividades ativas
(antioxidantes e antimicrobianas), relacionadas na grande maioria a diminuicdo nos
didametros médios das dispersdes, bem como o incremento na superficie de contato.

Entretanto, constata-se pouca compreenséao acerca do papel do surfactante
na matriz polimérica, principalmente no que refere-se a sua quantidade e suas interacdes
com a matriz, haja vista que este € o agente “interlocutor” entre duas fases imisciveis, a
fase lipofilica (OE) e hidrofilica (suspensao polimérica). Isso encoraja novos trabalhos de
modo a compreender o surfactante como componente importante do ponto de vista de
guantidade e papel no sistema.

Por todo o exposto, este trabalho apresenta um estudo que compete a
compreensao da obtencdo de NE por métodos de emulsificacdo por alta e baixa energia
e diferentes razbes de surfactante/OE e qual a influéncia desses componentes na
estabilidade coloidal deste sistema. Em complemento, estudou-se 0 sistema
polimero/surfactante e polimero/NE, abordando os mecanismos de interacdo dos
componentes dos sistemas com propriedades fisico-quimicas, antioxidantes e
antimicrobianas dos bionanocompdésitos obtidos.
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CAPITULO 3

3- Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o estudo da producdo de nanoemulsdes de
Oleos essenciais e a avaliagdo da estabilidade e, posterior incorporacdo em filmes de
pectina para compreensao de suas interacdes e do efeito da quantidade de surfactante
nas propriedades fisico-quimicas, antioxidantes e antimicrobianas dos

bionanocompositos.

3.1 — Objetivos especificos
Esse trabalho teve como objetivos especificos:

e Estudar a obtencdo de nanoemulsdes de 6leos essenciais, de alecrim e de alho,
por emulsificacdo de alta (microfluidizacdo) e de baixa energia (inverséo
catastrofica de fase), variando os parametros de emulsificacdo (alta ou baixa
energia) e as quantidades de surfactante em relacdo a fase dispersa, visando
obter menores didmetros de particulas, distribuicbes de diametros mais
homogéneos e maior estabilidade;

e Elucidar o mecanismos de intera¢do entre o surfactante e a matriz péctica e das
nanoemulsdes com a matriz péctica; usando técnicas de espalhamento dinamico
da luz, espectroscopia na regidao do Ultravioleta e reometria;

e Investigar o efeito da quantidade de surfactante nas propriedades fisico-quimicas
(mecénicas, térmicas e de molhabilidade a 4gua), antimicrobianas, antioxidantes
e na morfologia, dos filmes de pectina/surfactante e pectina/nanoemulsdes

produzidos por casting.
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CAPITULO 4

4- NANOEMULSOES DE OLEOS ESSENCIAIS EM AGUA:
INFLUENCIAS DO PROCESSO E DA RAZAO ENTRE
SURFACTANTE E FASE DISPERSA.

4.1 - Material

Os OE de alecrim (Rosemarinus officinalis; densidade: 0,925 g-mL™; indice
de refracdo: 1,467) e de alho (Allium sativum; densidade: 1,0175 g-mL?; indice de
refracdo: 1,569) foram gentiimente doados pela empresa Lapiendrius Flavours
(Itaquaquecetuba, SP). O polisorbato 80 (T80), de massa molar de 1610 g-mol?! e
densidade de 1,065 g-mL, foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP). Os
reagentes Miuller Hinton, dimetilsulféxido (DMSO), 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) e agar
Muller Hinton foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (S&o Paulo, SP).

4.2 — Metodologia experimental

Os protocolos experimentais reportados neste capitulo foram divididos em
trés etapas: (1) determinacdo das concentracfes minimas inibitoria (CMI) e bactericida
(CMB) dos OE de alecrim e de alho; (2) producdo das nanoemuls@es por métodos de
emulsificacdo envolvendo alto ou baixo fornecimentos de energia; e (3) avaliacdo da

estabilidade coloidal das nanoemulsoes.

4.2.1 - Caracterizacao da atividade antimicrobiana dos OE de alecrim e de alho:
concentragdo minima inibitéria e concentragdo minima bactericida ou

bacteriostatica

A CMI e a CMB foram determinadas para quatro diferentes culturas de
bactérias, Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus faecalis (ATCC 19433); sendo as
duas primeiras Gram negativas e as ultimas Gam positivas. O ensaio foi realizado
segundo o método de microdiluicdo em caldo (M7) como descrito na literatura (GAO et
al., 2011; INSTITUTE, 2012; MA et al., 2015). Primeiramente, 5,0 yuL de cultura de cada
bactéria, cerca de 1x10° unidades formadoras de col6nias (UFC) foram inoculadas em
100,0 pL de caldo Muller Hinton para cada um dos 96 fossos (cada cultura de bactéria

possuiu uma placa com 96 fossos de 200 pL). Em seguida, as amostras de cada OE
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(concentracéo inicial de 100 mg-mL, ou 10% m/v) foram adicionadas em uma série de
diluicGes, sempre metade da anterior, até a concentracéo de 0,0244 mg-mLt. Os OE
foram diluidos em dimetil sulféxido (DMSO) e T80 (razdo 1:1, 6leo/surfactante). Fossos
contendo apenas DMSO e DMSO+T80 foram preparados e utilizados como controle.
Todas as composic¢des foram preparadas da seguinte forma: 2,001 + 0,001 mL de DMSO
com 100 mg-mL* (ou 10% m/v) de OE e 100 mg-mL*de T80; para as solucdes controle
de DMSO e T80, a quantidade de OE foi substituida por agua destilada; para a amostra
apenas com DMSO, as quantidades de OE e T80 foram substituidas por agua destilada.
Todas as placas de microdiluicdo foram condicionadas em estufa a 35°C por 24 horas.
Em seguida, em cada um dos 96 fossos foram adicionados 50 pL de corante CTT, cuja
coloracdo vermelha identifica culturas de bactérias. A partir dessa observacéo, avaliou-
se quais seriam os fossos que apresentavam crescimento ou inibicdo das cepas
bacterianas.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de CMI, avaliou-se a
concentracdo minima bacteriostatica ou bactericida: o fosso, cuja coloracdo néo variou,
ou seja, no qual ndo ocorreu crescimento de bactérias indicou a CMI. A partir deste foram
escolhidos um ponto mais diluido e dois anteriores menos diluidos que os valores de CMI
e todos foram espalhados em meio de cultura sélido Muller Hinton. Todas as placas de
Petri foram incubadas em estufa, a 35°C durante 24 h. Apds esse periodo, avaliou-se em
qual das placas ocorreu ou ndo o crescimento das culturas de bactéria. Ocorrendo o
crescimento, o valor de CMI foi classificado como concentracdo minima inibitéria
(passivel de impedir o crescimento, mas sem a eliminacéo da cepa do micro-organismo).
De modo a avaliar o valor de CMB, a partir do o fosso cuja CMI foi determinada, retirou-
se 0 antecessor e 0 posterior, 0s quais foram transferidos para o agar. A concentracao
correspondente as placas que ndo apresentaram crescimento de nenhuma col6nia foram
denominadas como CMB, pois além de inibir o crescimento da cultura, resultaram no

perecimento das colbnias.
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4.2.2 - Producgao de nanoemulsdes de 6leos essenciais por emulsificagdo de baixa
e de alta energia.

Dois diferentes processos de emulsificacdo foram utilizados: a inversao
catastrofica de fase (uma emulsificacdo de baixa energia) e a microfluidizacdo a altas
pressdes (emulsificacdo de alta energia). Para a composi¢cdo das NE, avaliaram-se as
guantidade de surfactante T80 e, consequentemente, a razao massica entre o surfactante
e Oleo essencial (RSO). Valores de RSO iguais a 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 foram testados. A
FIGURA 4.1 apresenta um resumo grafico das variaveis estudadas no processo de

obtencao de NE

<j EMULSIFICACAO [>

( NANOEMULSOES )

PEHcants v Razdo massica
surfactante/dleo

Tween 80 (RSO)

<:| COMPOSIGAO [>
RSO =0,5

Tipos de OE RSO =1,0
Alecrim RSO =1,5
Alho RSO =2,0

FIGURA 4.1: Resumo grafico dos parametros utilizados para obtencdo das
nanoemulsdes por dois diferentes processos de emulsificacdo: inversao catastréfica de
fase (baixa energia) e microfluidizacdo em altas pressbes (alta energia); variando a
composicdo a partir da variacdo da razdo massica (RSO) entre surfactante e 6leo
essencial.

4.2.2.1 - Emulsificagdo de baixa energia: inverséo catastrofica de fase

Para o caso das NE obtidas neste trabalho, utilizou-se a adicdo da fase
continua (aquosa) (FIGURA 2.1) na fase dispersa (OE), como descrita por (OSTERTAG
et al., 2012). A FIGURA 2.1 demostra o procedimento experimental para obter

nanoemulsdes por esse método.
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As caracteristicas do OE utilizado (como a densidade) podem influenciar
nas propriedades das NE (OSTERTAG et al., 2012). Sendo assim, utilizaram-se dois OE:
alecrim e alho. A caracteristica do surfactante (solubilidade em agua ou 6leo) e a
localizacdo deste (solubilizado na fase continua ou na fase dispersa) interferem na
distribuicdo do didametro médio, e na estabilidade das NE. Diante isso, optou-se por
solubilizar o surfactante T80 (hidrofilico com HLB igual a 16,4) na fase aquosa (FIGURA
2.1b) ou na fase dispersa (FIGURA 2.1c).

A producdo das NE se deu em dois diferentes protocolos: (1) Inversao
catastrofica de fase em que o surfactante foi solubilizado na fase aquosa, identificado
pela sigla ICF 1; (2) Inverséo catastrofica de fase em que o surfactante foi adicionado no
OE, fase lipofilica, identificado pela sigla ICF 2. Para todas as NE, a fracdo volumétrica
entre agua e Oleo foi de 95.

TABELA 4. 1: Porcentagens dos componentes das nanoemulsdes de 6leo essencial de

alecrim ou de alho para a emulsificacéo por inverséo catastréfica de fase ICF. Valores
foram utilizados tanto para o OE de alecrim, quanto para o de alho.

Emulsificacdo RSO? [Oleo essencial] [surfactante] Velocidade de
(% v/Iv) (%om/v) adicdo (ml-min-1)°
ICF1° 0,5 5 2,26 1
ICF1 1,0 5 4,43 1
ICF1 1,5 5 6,51 1
ICF1 2,0 5 8,51 1
ICF2¢ 0,5 5 2,26 1
ICF2 1,0 5 4,43 1
ICF2 1,5 5 6,51 1
ICF2 2,0 5 8,51 1
ICF1 0,5 5 2,26 3
ICF1 1,0 5 4,43 3
ICF1 1,5 5 6,51 3
ICF1 2,0 5 8,51 3
ICF2 0,5 5 2,26 3
ICF2 1,0 5 4,43 3
ICF2 1,5 5 6,51 3
ICF2 2,0 5 8,51 3

aRaz&do massica entre surfactante e 6leo essencial; ®Velocidade de adi¢éo da fase aquosa (H20);
Inversao catastréfica de fase tipo 1 (surfactante solubilizado na fase aquosa); YInverséo catastréfica de
fase tipo 2 (surfactante solubilizado na fase oleosa).

No caso do protocolo ICF 1, diferentes concentracdes de surfactante
(TABELA 4.1) foram solubilizadas em 9,5 + 0,5 mL de agua deionizada, com agitacao de
1000 rpm em agitador magnético por 30 min. Posteriormente a fase continua foi
adicionada de forma controlada a fase lipofilica (0,500 + 0,005 mL) sob agita¢éo de 1500
rpm. A adicdo da fase continua foi feita em duas taxas: 1,0 e 3,0 mL-mint. Ap6s a adicéo

a NE foi deixada sob agitacéo por cerca de 30 min.
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No caso da ICF 2, o surfactante foi adicionado a fase lipofilica (0,5 mL) sob
agitacdo de 1000 rpm por 30min. Posteriormente adicionaram-se 9,5 + 0,5 mL da fase
aquosa na fase lipofilica sob as mesmas taxas: 1,0 e 3,0 mL-min. Ao término, essas
suspensdes foram deixadas sob agitacdo de 1500rpm pode cerca de 30min. Todas as

NE foram produzidas em duplicata.

4.2.2.2 - Emulsificacdo de alta energia: Microfluidizagcdo em altas pressdes

Emulsdes grosseiras foram preparadas solubilizando diferentes
concentracdes de T80 (TABELA 4.2) em 47,5 + 0,5 mL de &gua deionizada sob agitacao
de 1500 rpm. ApGs a completa solubilizac@o do surfactante, esta fase foi adicionada a
2,5+ 0,5 mL (5% v/v) do OE (alecrim ou alho) sob agitacdo por 10 min. Posteriormente,
esta emulsdes foram submetidas a 0, 1, 2, 3, 5 ou 10 ciclos de homogeneizacéo a 138
MPa (20.000 psi) em microfluidizador (modelo M-110P, Microfluidics Corp., EUA). Todas
as NE foram feitas em replicata.

TABELA 4. 2: Porcentagens dos componentes da nanoemulsdes de 6leo essencial de
alecrim ou de alho obtidas por microfluidizacdo (MF) em altas pressoes.

[OE]
RSO? (% viv) [surfactante] Ciclos de MF
(%om/v)
0,5 5 2,26 0
1,0 5 4,43 0
1,5 5 6,51 0
2,0 5 8,51 0
0,5 5 2,26 1
1,0 5 4,43 1
15 5 6,51 1
2,0 5 8,51 1
0,5 5 2,26 2
1,0 5 4,43 2
1,5 5 6,51 2
2,0 5 8,51 2
0,5 5 2,26 3
1,0 5 4,43 3
15 5 6,51 3
2,0 5 8,51 3
0,5 5 2,26 5
1,0 5 4,43 5
1,5 5 6,51 5
2,0 5 8,51 5
0,5 5 2,26 10
1,0 5 4,43 10
15 5 6,51 10
2,0 5 8,51 10

aRazado massica entre surfactante e 6leo essencial;
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4.2.3 - Caracterizacdo da distribuicdo de tamanho, tamanho médio e potencial zeta

das nanoemulsdes

Os valores de tamanho médio e distribuicdo dos diametros médios das NE
produzidas nos itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2 foram analisados por espalhamento dindmico da
luz em um Malvern Zetasizer Nano ZS (Worestershire, Reino Unido) com feixe de luz
com comprimento de onda 635 nm e usando o angulo do detector de 173°. Para todas
as amostras analisadas, diluiram-se 500 pL de amostra em 1500 pL de agua deionizada.
Particulas com diametro superior a 3000 nm foram desconsideradas por estarem acima
do limite de detecc¢éo do equipamento, como reportado por MAYER et al. (2013). Todas

as medidas foram realizadas em triplicatas e logo apés a producéo das NE.

4.2.4 - Estabilidade coloidal das nanoemulsdes de 6leo essencial de alecrim e de
alho.

As estabilidades coloidais das NE obtidas nos itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2. foram
analisadas no equipamento LUMiSizer® (LUM GmbH, Alemanha). Cerca de 200 uL da
amostra foram transferidos para cubetas de poliamidas com caminho éptico de 1 mm e
posicionadas horizontalmente no equipamento, sendo posteriormente submetidas a
incidéncia de um feixe de luz na regido do infravermelho préximo (A = 865nm) em um
campo centrifugo imposto pela rotacdo a 4000 rpm por 24 h. As estabilidade destas
emulsdes foram avaliadas a partir da correlagdo transmitancia/posicao/tempo. A partir
desta, obtiveram-se os valores de indice de instabilidade (1), valor adimensional entre 0

e 1, sendo tdo mais instavel quanto mais proximo da unidade.

4.2.5 - Microscopia eletrénica de transmissdo em modo criogénico (MET-crio)

NE foram caracterizadas quanto as suas morfologias estruturais MET-crio
em um microscopio JEOL-1400 PLUS. Estas analises foram realizadas no Laboratério
de Microscopia Eletrbnica, pertencente ao Laboratdrio Nacional de Nanotecnologia
(LNNano) e ao Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em
Campinas, SP. Amostras de NE/alecrim ICF 1 (RSO 1,0), ICF 2 (RSO 2,0) e MF (RSO
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2,0) foram depositadas em grades de TEM de cobre recobertas com filme lacey de
carbono (200-300 mesh, Ted Pella, Ltd.,Redding, EUA) e instantaneamente inseridas
em etano liquido (-170 °C) em um sistema de vitrificacdo com controle do ambiente (da
sigla em inglés CEVS - “controlled environment vitrification system”) modelo Vitrobot.
Posteriormente as amostras foram mantidas em nitrogénio liquido (-196 °C) durante toda

a anélise.
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4.3 - Resultados e Discussao

4.3.1 - Caracterizacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de alho e
de alecrim: concentracdo minima inibitéria e concentracdo minima bactericida

A TABELA 4.3 apresenta os resultados de CMI das quatro diferentes
culturas de bactérias e os resultados de atividade antimicrobiana dos OE de alecrim e de
alho em quatro culturas de bactérias (TABELA 4.1). A partir desta, obteve-se um grafico
(FIGURA 4.2) de barras da CMI.

TABELA 4. 3: CMI para os OE de alecrim e de alho para diferentes relacbes de
quantidade de 6leo e de solucéo.

CMI (OE alho) CMI (OE alecrim)
Bactérias m/m viv m/m viv Gram
mg/mL mg/mL
(%) (%) (%) (%)

E. coli 3,125 0,312 0,291 3,125 0,312 0,338 Negativa
S. typhimurium 6,250 0,625 0,581 6,25 0,625 0,676 Negativa
E. faecalis 0,195 0,020 0,018 3,125 0,312 0,338 Positiva
S. aureus 0,390 0,039 0,036 6,25 0,625 0,676 Positiva

A partir da FIGURA 4.2, observa-se que os OE de alecrim e de alho
apresentaram diferenca significativa para a caracteristica Gram das bactérias, o que se
deu em funcdo de uma parede celular mais complexa: bactérias classificadas como
Gram-negativas apresentam uma camada externa a parede celular composta por
lipopolissacarideos e polipeptideosglicanos que competem uma barreira a
macromoléculas e compostos hidrofébicos, como os presentes em OE (MAISANABA et
al., 2017). Dessa forma, o inibitério foi mais efetivo para bactérias Gram positivas
(F2GURA 4.2), que demandaram uma quantidade menor de OE para que houvesse a
inibicdo do crescimento (maior CMI). Com relacdo aos diferentes OE, o alho foi mais
efetivo que o OE de alecrim para Gram-positivas.

A atividade antimicrobiana de OE esta relacionada aos seus componentes
majoritarios. Muitos trabalhos tém discutido a composicdo e o efeito antibacteriano dos
OE de alho e de alecrim (ATTI-SANTOS et al.,, 2005; BARBOSA et al.,, 2016;
BENKEBLIA, 2004; FU et al.,, 2007; GENENA et al.,, 2008; HARRIS et al., 2001;
HONORIO et al., 2015; MARTINS et al., 2016; SANTOYO et al., 2005). No caso do OE
de alho, seu composto majoritario € a alicina (dialil tiosulfanato) que representa, segundo
BAKRI & DOUGLAS (2005), cerca de 70% dos tiosulfanatos presentes no extrato do alho.
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Para o OE de alecrim, o composto majoritario € o eucaliptol (1,8 cineol), um terpeno que
pode, segundo CELIKTAS et al. (2007), apresentar de 20 a 60% da massa total do extrato

de alecrim, dependendo das questdes regionais e sazonais.
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y7777) OE de alho [ OE de alecrim

FIGURA 4.2: CMI dos OE de alecrim e de alho contra Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

Considerando o composto majoritario como sendo o principal composto
responsavel pelo efeito antimicrobiano dos OE de alecrim e de alho e que cada OE
depende da fonte e do método de extracdo, é de se esperar que os resultados de CMI
possam divergir dos resultados apresentados na literatura. CELIKTAS et al. (2007)
estudaram a composicdo do extrato da Rosemary officinalis obtido em trés diferentes
épocas do ano, e em trés diferentes regibes do planeta, e encontraram teores de
eucaliptol variando: de 20 a 60%. Dessa forma, a TABELA 4.4 compara os valores de
CMI dos OE de alecrim e de alho encontrados no presente trabalho com aqueles

reportados na literatura.
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TABELA 4. 4: Valores de concentracao minima inibitéria (CMI) apresentada na literatura
para as quatro culturas de bactérias: E. coli, S. typhimurium, E. faecalis e S. aureus contra
Oleos essenciais (OE) de alho e de alecrim.

CMI (% viv) ¢  CMI (% v/v) b-c Referéncias

Gram Bactérias

OE de alho OE de alecrim
0,291 0,338 Presente trabalho
- 0,500 BARBOSA et al. (2016)
- 1,800 - 2,160 CELIKTAS et al. (2007)
E. coli
- 0,250 FU et al. (2007)
- 0,400 GAMAGE et al. (2009)
- 0,108 GENENA et al. (2008)
0,001 - GULL et al. (2012)
Negativa
10,000 - KIM (2003)
- 3,550 RASHID (2010)
0,581 0,676 Presente trabalho
5,000 - BENKEBLIA (2004)
S. typhimurium - 0,400 GAMAGE et al. (2009)
0,018 - GULL et al. (2012)
0,018 0,338 Presente trabalho
6,640 - BAKRI & DOUGLAS (2005)
E. faecalis
- 0,900 - 2,160 CELIKTAS et al. 2007
0,036 0,676 Presente trabalho
Positiva 6,640 - BARKI et al (2005)
5,00 - BENKEBLIA (2004)
S. aureus
- 1,800 - 2,160 CELIKTAS et al. (2007)
- 0,125 FU et al. (2007)
- 0,027 — 0,055 GENENA et al. (2008)
0,0180 - GULL et al. (2012)
7,440 - JOHNSON et al. (2016)
10,000 - KIM (2003)

a densidade do OE de alho: 1,075g-mL™ disponibilizada pelo fabricante; ® densidade do OE de alecrim:
0,924g-mL"* disponibilizada pelo fabricante; ¢ para o calculo de %v/v: [(g)/(g/mL)]x(100%).

A partir dos dados da FIGURA 4.2 é possivel observar que para todas as

cepas e os dois tipos de OEs, os valores das CMI ficaram abaixo de 0,7% v/v, quantidade
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essa interessantemente pequena. Sendo assim, a concentracdo de 6leo escolhida foi de
5% ml/v, cerca de dez vezes superior as CMI obtidas para os dois tipos de OE, de modo
a garantir que durante a producao das NE e posterior adicdo na matriz polissacaridicas
haja OE para inibir o crescimento bacteriano. Tal concentracdo de OE esta entre os
valores utilizados para obtencédo de NE (PERAZZO et al., 2015) por emulsificacdes por
baixa (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2016) e alta energia (ESPITIA et al., 2019).

4.3.2 - Tamanho médio, distribuicdo de tamanho e potencial zeta

4.3.2.1 — Diametro médio e distribuicdo de tamanho das NE de OE obtidas por
Inversao Catastréfica de fase

NE de OE de alecrim (fotografias digitais apresentadas na FIGURA 4.3) ou
de alho (FIGURA 4.4) foram obtidas por método de emulsificacdo de baixa energia: a
inversdo catastrofica de fase do tipo 1 (ICF 1 - surfactante adicionado a fase aquosa) e
do tipo 2 (ICF 2 - surfactante adicionado ao 6leo essencial). A FIGURA 4.5, FIGURA 4.6
apresentam, respectivamente, o diametro médio para as NE/Alecrim e NE/Alho.

A FIGURA 2.3 e FIGURA 4.4 representam a caracteristica visual das NE
obtidas pelos métodos ICF 1 e ICF 2. Emuls6es com diametros maiores, tendem a ser
transllcida, caracteristica essa verificada mais intensamente para as emulsdes obtidas

por ICF2, o que pode ser um indicio de suspensfes com diametros maiores.

NE ALECRIM NE ALECRIM

FIGURA 4. 3: Nanoemulsdes de OE de Alecrim obtidas por inverséo catastrofica de fase
1 ( ICF1 - surfactante adicionado a fase hidrofilica) e 2 (ICF 2 - surfactante na fase
lipofilica) para diferentes raz6es massicas de surfactante/OE (RSO): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0.
Fracdo volumeétrica de agua igual a 95.
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O surfactante atua, quando presente em uma mistura de dois liquidos
imisciveis, de forma a estabiliza-los, diminuindo a energia interfacial entre (PERAZZO et
al., 2015). No caso de uma NE do tipo 6leo-em-agua, o surfactante tende a recobrir a
fase dispersa (OE), diminuindo a tensao interfacial do sistema e evitando que ocorra
agregacdo e coalescéncia das gotas. Dessa forma, trés diferentes variaveis foram
consideradas para a obtencdo de NE por ICF: (1) a localizagdo do surfactante (fase
aguosa — ICF 1 ou lipofilica- ICF 2); (2) a velocidade de adicdo da fase aguosa na fase
lipofilica (1 e 3 ml-min1); (3) quantidade de surfactante (T80) pela variacéo razdo massica
surfactante/OE (RSO) de quantidades inferiores a quantidade de OE utilizada (RSO 0,5)
a quantidade superiores a de OE utilizada (RSO 2,0).

FIGURA 4. 4: Nanoemuls@es de 6leo essencial de Alho obtidas por inversao catastréfica
de fase 1 (surfactante adicionado a fase hidrofilica) e 2 (surfactante na fase lipofilica) para
diferentes razbes massicas de surfactante/OE (RSO): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0. Fracao
volumétrica de agua igual a 95

De acordo com a FIGURA 4.5, as NE/alecrim obtidas que apresentaram os
menores diametros médios (préoximos a 100 nm) foram: RSO 1,0/Aml-mint (FIGURA
4.5a); RSO 1,0/3mL:mint (FIGURA 4.5¢); RSO 1,5/3mL-min"}(FIGURA 4.5c). Tais
valores foram obtidos para o caso da emulsificacdo ICF 1, onde o surfactante esta
localizado na fase aquosa. Quando o surfactante foi adicionado a fase lipofilica (ICF 2),
0os menores valores foram: RSO 1,5/AmL-min? (FIGURA 4.5b); RSO 1,5/3mL-min
(FIGURA 4.5d).

As NE/alho produzidas apresentaram valores de diametro médio na regido

entre 100 e 500nm para as seguintes composicdes para ICF1: RSO 1,0/ 1mL-min
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(FIGURA 4.6a); RSO 2,0/1 mL-min? (FIGURA 4.6a); RSO 1,0/3 mL-min (FIGURA 4.6c).
Quando o surfactante foi, inicialmente solubilizado na fase lipofilica, ou seja, NE obtidas

por ICF2, a formacdo de NE com diametros entre 100 e 500 nm foi obtida apenas para

quantidades de surfactante inferior a de OE (RSO 0,5).
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FIGURA 4. 5: Diametro médio de nanoemulsfes de 6leo essencial de alecrim obtidas por
inversao catastrofica de fase: surfactante solubilizado em agua (ICF1, a e c) e solubilizado
no 6leo (ICF2 — b e d). Razées massicas de surfactante/6leo (RSO): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0.
Velocidade de adi¢do de (o) de 1,0 mL-mint e de 3,0 mL-min! (m). Fragdo volumétrica
de agua igual a 95.

Observa-se para as NE/alecrim (FIGURA 4.5), que tanto o método ICF1,

guanto o ICF 2 resultaram em NE com diametros médios de gotas proximos a 100 nm,
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sendo o protocolo ICF 2 0 que necessitou de uma maior quantidade de surfactante para
obter menores didametros médios. No caso das NE/alho (FIGURA 4.6), o método mais
efetivo para obtencdo de NE foi o ICF 1. A localizacdo do surfactante ndo mostrou-se
interferente para as NE/alecrim. Contudo, foi determinante para a obtencao de particulas

sub-micrométricas para o OE de alho.
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FIGURA 4. 6: Diametro médio de nanoemulsdes de 6leo essencial de alho obtidas por
inversao catastrofica de fase: surfactante solubilizado em agua (ICF1 — a e ¢) e
solubilizado no d6leo (ICF2 — b e d). Razdes massicas de surfactante/6leo (RSO): 0,5;
1,0; 1,5; 2,0. Velocidade de adi¢cdo de (o) de 1,0 mL-min e de 3,0 mL-min (m).Fracdo
volumétrica de agua igual a 95.

A localizagao do surfactante tem se mostrado interferente para obtencéo
dos menores diametros para NE (JAHANZAD et al., 2009; KOMAIKO & MCCLEMENTS,
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2016; OSTERTAG et al., 2012). Primeiramente, a formac¢ao de nanogotas por inverséao
catastrofica de fase, segundo SAJJADI (2006), ocorre devido a taxa de coalescéncia das
gotas da fase aquosa (formada pela adicdo da mesma na fase oleosa) tornar-se superior
a taxa de formacao das gotas de 6leo. Isso resulta em um aumento da fase aquosa da
emulsédo agua/éleo, o que promove o transporte de moléculas do surfactante presentes
nas imediacdes da interface OE/agua, promovendo assim, a formagdo das nanogotas.
Somado a isso, a adicdo da fase aquosa na mistura de surfactante/OE resulta na
formacdo de uma fase intermediaria de emulsdo multipla (Agua/dleo/agua), a qual é
precursora das NE a serem obtidas.

OSTERTAG et al. (2012) variaram a localizacdo do surfactante (de 100%
em agua até 100% em Oleo) e obtiveram os menores diametros para NE em que o
surfactante foi adicionado na fase oleosa. Como mecanismo da formacédo das NE,
surfactantes hidrossolUveis, como é o caso do T80, quando localizados na fase oleosa
permitem a formac&o de microemulsdes bicontinuas e emulsées multiplas, as quais, com
o0 aumento da fase aquosa, tendem a quebrar em nanogotas consideravelmente
menores. Dessa forma, os autores sugerem que o método ICF 2 seja mais efetivo para
obtencdo de NE. KOMAIKO & MCCLEMENTS (2014) estudaram diversos protocolos de
preparacao de NE por emulsificacdo de baixa energia, e apenas o0s protocolos em que 0
surfactante foi adicionado a fase do Oleo resultaram em didmetros sub-micrométricos.

Essa compreensao pode ser utilizadas para o entendimento da obtencao
de NE/alho, contudo para NE/alecrim, cuja diferenca da localizagdo do surfactante ndo
interferiu no didametro médio, ndo se aplica.

Neste caso, outros mecanismos suportam os resultados aqui obtidos para
obtencdo de NE por ICF 1 que foi efetiva para NE/alecrim. BOUCHAMA et al. (2003)
obtiveram NE de 6leo de parafina e surfactante ndo-iénico (Tritron X-100 - éter 4-terc-
octilfenilico de polietilenoglicol) por dois métodos diferentes de ICF: (1) mistura direta das
fases oleosa/aquosa e (2) adicéo controlada da fase aquosa na fase oleosa. Para todos
0S casos, o surfactante foi adicionado na fase aquosa. O segundo método assemelha-se
ao método ICF1 proposto aqui, corroborando os resultados obtidos para NE/alecrim e
NE/alho. O mecanismo nesse caso de formacédo das NE por ICF se assemelha ao de
emulsificacdo espontanea, a adicdo do Oleo na fase aquosa (agua/surfactante) produz

camadas bicontinuas na fronteira entre as duas fases imisciveis. Com o aumento da fase
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aguosa, ha um desprendimento dessa camada bicontinua de OE/surfactante para a fase
aquosa, e posterior formacado das nanogotas. Pelo exposto, sugere-se que 0 método
ICF1 tenha se comportado, ndo como uma inversao catastrofica de fase, mas sim como
uma emulsificacdo espontanea, devido a localizacdo do surfactante ndo permitir a
formacao das emulsdes multiplas, precursoras das NE.

O tamanho médio das NE (FIGURA 4.5 e FIGURA 4.6) ndo permite uma
compreensao especifica dos diametros das NE, pois o valor pode indicar particulas com
diametro médio de 100 nm, mas nao identifica a existéncia de diferentes populacdes de
particulas com 10 e 90 nm, ou particulas com 60 e 40 nm, por exemplo. Para isso, a
distribuicdo dos diametros, a partir de sua intensidade de luz espalhada, foi organizadas
de forma compreender a homogeneidade das NE, segundo cada método utilizado. As
distribuicbes de diametro médio para as NE/alecrim e NE/alho estdo dispostas,
respectivamente, nas FIGURA 4.9 e FIGURA 4.10. Todas as distribuicdes de diametro
médio por intensidade de espalhamento de luz foram normalizadas quanto ao seu valor
maximo de intensidade espalhada de forma a permitir a comparacéo entre a distribuicao
de seus diametros, tendo em vista que particulas maiores e menores espalham luz de
maneira diferente.

Distribuigbes de diametro (NE/alecrim — FIGURA 4.7) demonstram que, em
todos os casos, obtiveram-se diametros na regido de 100 nm ou menores, sendo que em
alguns a disperséo foi polimodal, ou seja, distribuicdo heterogénea de diametros de nano-
gotas. Dispersfes monomodais foram obtidas apenas para valores de RSO 0,5 e RSO
1,0 (FIGURA 4.7a), ambos obtidas por ICF 2 (surfactante adicionado ao OE). O aumento
da quantidade de surfactante (aumento dos valores de RSO) resulta no surgimento de
picos na regido de 10nm, o qual relaciona-se ao excedente de surfactante que se auto-

organiza em micelas cujo diametro € proximo de 10nm (SALVIA-TRUJILLO et al., 2015).



37

NE OE Alecrim - RSO 0.5 NE OE Alecrim - RSO 1.0

(@) (b)
1 mL-min” / ICF2 1 mL-min”’ /\/\|_CF2

3 mL-min” //\ ICF2  3mL-min”

ICF2
CG N——
1\
E tmimin’ L gpq fmbmin? o . ICF1
\m ------ - - - ‘ - - - - - S T T T T - - - f‘ - - - - - -
1
_E 3 mL-min’’ 'y ICF1  3mLmin" , ,, ' ICF1
~~ R N == P SL e e
© 1 10 100 1000 1 10 100 1000
@)
N .
c NE OE Alecrim - RSO 1.5 NE OE Alecrim - RSO 2.0

(c) (d)
1 mL-min” A f\ ICF2 4 mLmin /\ ICF2

3 mL-min” /\ /\ ICF2 3 mL-min'1/\ f\ ICF2
tmlmin” ICF1  AmLmin’ /) ICF1
------ i - - - - I‘- - - - - - B - - - - i - - - - I \- - - - - -
smimin’ v ICF1 3mimin’ ‘' [CF1
1 10 100 1000 1 10 100 1000

Distribuicdo de diametro (nm)  Distribuicdo de diametro (nm)

FIGURA 4. 7: Distribuicdo do diametro em NE/alecrim para valores de razdo massica
surfactante/OE: (a) RSO 05; (b) RSO 1,0; (c) RSO 1,5; (d) RSO 2,0. Surfactante
solubilizado em &gua (ICF 1 — tragco/ponto/vermelho); Surfactante adicionado ao 6leo (ICF
2 — traco continuo). A fase aquosa foi adicionada a fase lipofilica na razdo de 1 e 3
mL-min-t. Fracdo volumétrica de agua igual a 95.

Contrastando com as NE/alecrim, as NE/alho apresentaram distribuicéo de
didametros polidispersas, e com diametros entre 100 e 1000 nm, exceto para RSO 2,0 e
velocidade de adicdo de 1,0 mL-min (Figura 4.8d). Diferentemente das NE/alecrim, as
NE/alho ndo apresentam picos na regido de 10 nm quando a quantidade de surfactante
aumenta, principalmente para o método de ICF 2, o que sugere que de alguma forma

toda a quantidade de surfactante foi utilizada na emulsificagdo. A maior distribuicdo de
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diametros para as NE/alho, mesmo para altas concentracdes de surfactante (RSO 2,0)
podem indicar que para o sistema agua/ T80/OE alho a quantidade de surfactante ndo
foi suficiente para evitar a coalescéncia de gotas de o6leo formadas durante a
emulsificacao (visivel pela formacdo de sedimentos — FIGURA 4.4). A diminuicdo do
didmetro das gotas aumenta a &rea superficial destas, demandando uma quantidade
maior de surfactante, o que para esse caso nao foi suficiente. Além disso, apenas para
razdes especificas de agua/dleo/surfactante a emulsificacdo espontanea (ou formacao
das emulsdes multiplas, precursoras das nanogotas) torna-se possivel (KOMAIKO &
MCCLEMENTS, 2015). No caso da NE/alho, estudos posteriores com concentra¢des de
surfactante maiores podem ser feitos no intuito de identificar otimizar a obtencdo de NE
por ICF.

A concentracao de surfactante interferiu no diametro médio das NE/alecrim
apenas para as obtidas pela inversdo catastréfica de fase em que o surfactante esteve
inicialmente dissolvido na fase lipofilica (ICF 2). LI et al. (2013) obtiveram resultados
similares para NE de diferentes 6leos (D-limoneno, oliva, milho, girassol e soja) e T80.
Dos trés valores de RSO estudados (1:2, 1:1 e 3:2) a maior quantidade de surfactante
(RSO 3:2) diminuiu de forma consideravel o didmetro médio das NE, produzindo
distribuicdes de diametros estreitas, o que indica maior homogeneidade. Aqui, 0 aumento
nos valores de RSO, primeiramente para ICF 2, resultou em um deslocamento dos picos,
e encurtamento, da regidao entre 100 e 1000 nm (FIGURA 4.7a — RSO 0,5) para a regiado
entre 10 e 100nm, demostrando que o aumento da quantidade de surfactante pode
promover a formacdo de diametros menores e homogéneos para as NE/alecrim.
Resultados similares foram obtidos por FERNANDEZ et al. (2004) e MAYER et al. (2013).
Nesse ultimo, NE foram obtidas por ICF 2 e com diferentes valores de RSO (de 0,5 até
2,0). Quantidades maiores de surfactantes reduziram o tamanho médio das NE. Os
autores relacionam isso a necessidade de ter-se surfactante suficiente para recobrir todas
as nano-gotas formadas, evitando a coalescéncia destas, e ainda a necessidade de haver
uma quantidade suficiente de surfactante para que haja a formagdo de emulsbes
multiplas, precursoras das nano-gotas formadas (OSTERTAG et al., 2012).

A velocidade de adicdo da fase aquosa no OE apresentou diferencas na
distribuicdo dos diametros das NE/alecrim e NE/alho. NE/alecrim com menores

concentracOes de surfactante (RSO 0,5 e 1,0) mostraram diferengcas quando a taxa de
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adicdo aumentou de 1,0 para 3,0 mL-min. Diferenca essa, ndo foi observada para
maiores valores de RSO. Com RSO igual a 0,5, o0 aumento da velocidade permitiu a
obtencédo de NE com dispersdo monomodal. Com o aumento do valor de RSO para 1,0,
0os menores didmetros foram obtidos para velocidade de 1,0 mL-mint. Isso sugere que
para concentragdes baixas de surfactante, a taxa em que a fase aguosa mistura-se com

do 6leo pode interferir na obtencdo de NE mais homogéneas.
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FIGURA 4. 8: Distribuicdo do didametro em NE/Alho para diferentes raz6es massicas de
surfactante/OE: (a) RSO 0,5; (b) RSO 1,0; (¢c) RSO 1,5; (d) RSO 2,0. Surfactante
solubilizado em &gua (ICF 1 — trago/ponto); surfactante adicionado ao 6leo (ICF 2 — traco
continuo). A fase aquosa foi adicionada a fase lipofilica na razdo de 1 e 3 mL-min-.
Fracdo volumétrica de agua igual a 95
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Quando comparados os dois protocolos de ICF, o segundo método, cujo
surfactante inicia-se na fase oleosa nao foram observadas diferencas para menores
valores de RSO nas NE/alho. Para NE/alecrim e RSO 1,0, 1,5 e 2,0 um deslocamento
das dispersdes para tamanhos menores quando a velocidade de adi¢cdo diminui, bem
como um aumento na intensidade de particulas com diametros menores. No caso das
NE/Alho, apenas com RSO 2,0 e ICF 1 nota-se diferenca na distribuicdo dos tamanhos
das NE. Em trabalhos anteriores nao foi reportada interferéncia da velocidade de adicao
nos didmetros ou estabilidade das NE. KOMAIKO & MCCLEMENTS (2014) avaliaram o
diametro médio das NE hexadecano/T80 para tempos de 10 até 102 min de adigéo total
da fase aquosa, sugerindo ndo haver diferenca entre as taxas para obtencédo de

didmetros menores.

4.3.2.2 - Diametro médio e distribuicdo de tamanho das NE de OE obtidas por

microfluidizacéo

As fotografias digitais das NE, bem como das emulsfes grosseiras foram
organizadas FIGURA 4.9. O didmetro médio das NE/Alecrim e NE/Alho obtidas por
emulsificacdo de alta energia, microfluidizacdo (MF) em altas pressdes, estao
apresentadas, respectivamente, na FIGURA 4.10 e FIGURA 4.11.

A microfluidizacdo por altas pressbes € um método mais efetivo para
obtencéo de NE para diferentes composic¢des (quantidade e tipos de OE, e surfactantes),
bem como parametro de processo (numero de ciclos e pressdo) (GALOOYAK & DABIR,
2015; GARCIA-MARQUEZ et al., 2017; JAFARI et al., 2006; MAYER et al., 2013;
OSTERTAG et al., 2012; RAO & MCCLEMENTS, 2011). No caso das NE obtidas aqui,
constata-se que a pressao de 20000 psi (138 MPa) e variado numero de ciclos (de 1 até
10) foram suficientes para promover a rupturas das gotas de OE suspensas na fase
continua (emulsao grosseira) em goticulas nanométricas tanto para OE de alecrim quanto
para OE de alho. No comparativo com a emulsificacdo de baixa energia, a MF foi, como
esperado, um método mais efetivo para obtengdo de emulsées do que o ICF, cujo

tamanho médio das nano-gotas esta abaixo dos 200 nm.
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FIGURA 4. 9: Nanoemulsdes: OE de alecrim (a,b,c) e OE alho (d, e, f). NE obtidas por
0,3 e 10 ciclos de microfluidizacdo em altas pressdes e diferentes razdes massicas
surfactante/OE (RSO): (a,d) 0,5; (b,e) 1,0; (c,f) 2,0. Fracdo volumétrica de agua igual a
95

Diferentemente do processo de emulsificacdo por baixa energia, neste caso
iniciou-se a obtencdo das NE a partir de emulsdes grosseiras, ou seja, de suspensdes
coloidais com diametros de gotas na escala micrométrica, as quais estao indicadas como
sendo as com ciclo de microfluidizacdo igual a zero nas FIGURA 4.10 (NE/alecrim) e
FIGURA 4.11 (NE/alho).
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FIGURA 4. 10: Diametro médio de nanoemulsdes de 6leo essencial de alecrim obtidas
por microfluidizacdo em altas pressbes para diferentes ciclos (0,1, 2, 3, 5 e 10) e
diferentes razbes massicas de surfactante e 6leo essencial de alecrim (RSO): (m) RSO

0,5; (A) 1,0; (o) 1,5 (#).Fracdo volumétrica de agua igual a 95

Tanto para NE/Alecrim quanto para NE/Alho, com a passagem das
emulsdes grosseiras por um ciclo de MF (esquema FIGURA 2.2), houve um decréscimo
consideravel no diametro médio, partindo de particulas micrométricas para estruturas
com diametro préximos a 100 nm. Com o aumento no numero de ciclos até o valor de 10,
o didametro médio para as NE/alecrim alcancou valores proximos aos 10 nm (FIGURA
4.12d), e das NE/alho esses valores foram proximos aos 50 nm (FIGURA 4.11c). O
namero de ciclos ja foi reportado como uma forma efetiva de obter NE. SALVIA-



43

TRUJILLO et al. (2015) produziram NE de diferentes 6leos essenciais (erva-cidreira,

cravo, tomilho, geranio, horteld, entre outros) e para alguns desses, o decréscimo do

diametro foi observado ja a partir do primeiro ciclo de MF. Os autores ainda observaram

gue esse decréscimo depende do tipo do OE e de suas caracteristicas com o polaridade

e solubilidade a 4gua. No caso das emulsGes produzidas neste trabalho, ambos OE

permitiram o decréscimo no didmetro médio apenas com a passagem da emulséo

grosseira por um ciclo de microfluidizacao.
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FIGURA 4. 11: Diametro médio de nanoemulsdes de 6leo essencial de alho obtidas por
microfluidizacdo em altas pressdes para diferentes ciclos (0, 1, 2, 3, 5 e 10) e diferentes
razdes massicas de surfactante/OE (RSO): (m) RSO 0,5; (A) RSO 1,0; () RSO 1,5; (¢)
RSO 2,0. Fracdo volumétrica de 4gua igual a 95
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O nuamero de ciclos de passagem no microfluidizador mostrou-se
determinante para obter menores diametros de gotas. O decréscimo no diametro médio
a medida que o numero de ciclos aumenta foi, em alguns casos, exponencial, o qual
mostrou-se mais evidente para as NE/Alho (FIGURA 4.11). NE/alecrim (FIGURA 4.10)
apresentaram os menores valores de diametro médio para: RSO 2,0/3 ciclos (FIGURA
4.10d) e RSO 2,0/10 ciclos (FIGURA 4.10d). J& para NE/alho obtidas por MF, os menores
valores foram: RSO 1,5/10cilos (FIGURA 4.11c) e RSO 2,0/10 ciclos (FIGURA 4.11d); o
gue indica que maiores quantidades de surfactante podem resultar em NE com diametros
médios menores. GALOOYAK & DABIR (2015) produziram NE de o6leo de girassol
estabilizadas com Tween 20 por diferentes nimeros de ciclos: 1, 2, 3, 4, e 5. Segundo os
autores, a recirculacdo da emulsédo pela camara de interacao permite expor, de forma
homogénea, todas as particulas a mesma taxa de cisalhamento, e consequentemente,
as mesmas forcas de ruptura, resultando em diametros menores e dispersbes de
tamanho homogéneas.

Para BAlI & MCCLEMENTS (2016) a energia de ruptura das goticulas
durante os ciclos s6 € o mecanismo dominante para altas concentracfes de surfactante.
Para concentragdes baixas de surfactante, 0 mesmo deve ser considerado como atuante
(em suas caracteristicas de solubilidade na fase dispersa) sobre o diametro médio das
NE. Aqui a quantidade de surfactante foi estudada pela variacdo nos valores de RSO.
Nas NE/alecrim, o aumento nos valores de RSO, ou seja, 0 aumento da quantidade de
surfactante em comparacdo com a quantidade de OE, reduziu de forma expressiva 0s
didmetros médios ao final de 10 ciclos de 94 + 33 nm para 14 + 2 nm quando o valor de
RSO aumentou de 0,5 para 2,0. A diminuicdo se sucedeu para as NE/alho, reduzindo o
diametro de gota de 64 £ 1 nm para 36 £ 9 nm, respectivamente relacionados aos valores
de 0,5 e 2,0 de RSO. Esta observacao sugere que, independentemente do tipo de OE
(alecrim ou alho), o surfactante pode facilitar a formacao de nano-gotas para NE obtidas
por MF. Diametros menores foram alcancados para valores de RSO igual a 1 em relacao
a NE com RSO igual a 0,1 (MAYER et al., 2013). Diversos trabalhos apresentam a
diminuicdo do didametro das NE com numero de ciclos superior & 1 e com diferentes
valores de RSO (ARTIGA-ARTIGAS et al.,, 2017; RAO & MCCLEMENTS, 2012a;
SALVIA-TRUJILLO et al., 2017).
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NE foram aqui obtidas com um surfactante hidrofilico (balango hidrofilico-
lipofilico - HLB 15) e a concentracdo de surfactante inferiu menores didmetros médios.
De forma complementar, PEREZ-CORDOBA et al. (2018) também sugerem que a adi¢&o
de surfactantes lipossoluvel (HBL 4.1) a fase oleosa (nho caso do estudo, OE alho e
cinamaldeido) e o aumento no numero de ciclos de 1 para 3, resulta em didametros medios
na regido dos 100 nm e dispersées monomodais.

Pelo fato do diametro médio das NE n&o descrever em totalidade a
populacdo de particulas com seus respectivos diametros (SALVIA-TRUJILLO et al.,
2015), faz-se necesséria a avaliagdo das distribuicbes de tamanho médio das NE. O
efeito do numero de ciclos de microfluidizacdo, bem como da quantidade de surfactantes
também, fica evidente ao se examinarem as curvas de distribuicdo de diametro das
NE/alecrim (FIGURA 4.12) e das NE/alho (FIGURA 4.13). O processo de MF produziu
NE com distribuicdo de diametros médios na regido entre 10 e 50 nm para todos 0s casos
(FIGURA 4.12 e FIGURA 4.13), algo que néo foi alcangado pelas NE obtidas por inverséo
catastrofica de fase (item 4.3.2.1). Nota-se que um ciclo ja foi suficiente para produzir NE
monomodais, com excecdo de quando a quantidade de surfactante foi menor do que a
de OE alecrim (RSO 0,5 — FIGURA 4.12a).

O aumento no numero de ciclos resultou na diminuicdo e homogeneizacdo
dos didametros médios (FIGURA 4.12a). Os pequenos picos na regido entre 100 e 1000nm
(FIGURA 4.12a) podem estar relacionados com a agregacdo de goticulas de dleo
formadas apés a passagem na camara de interacdo (FIGURA 2.2) e que ndo foram
recobertas com surfactante. O aparecimento de picos na regidao de 100 nm pode estar
relacionado com a coalescéncia de nanogotas, as quais ndo foram recobertas por
surfactante e, portanto, ndo estabilizadas.

Para os valores de RSO igual ou superior a quantidade de OE (RSO 21),
verificou-se que o numero de ciclos tende a deslocar a dispersdo de diametros para
regides mais proximas de 10 nm. Isso sugere que o excedente de surfactante tende a
recobrir as goticulas de OE de alecrim formadas durante os novos ciclos de
microfluidizagdo que tendem a forcar o choque entre as goticulas formadas no ciclo
anterior. Isso pode também resultar em possiveis aglomerados, uma vez que particulas
podem colidir e, consequentemente, coalescer ou agregar, justificando a existéncia de

pequenos picos de dispersao entre 100 e 1000nm.
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FIGURA 4.12: Distribuicdo do diametro em nanoemulsdes de 6leo essencial de alecrim
para diferentes razes massicas de surfactante/OE (RSO): (a) RSO 0,5; (b) RSO 1,0; (c)
RSO 1,5; (d) RSO 2,0. Curvas deslocadas no eixo y indicam diferentes ciclos de
microfluidizagédo (MF): 1, 2, 3, 5, 10. Fragéo volumétrica de agua igual a 95

O efeito do numero de ciclos e da quantidade de surfactante na distribuicéo
dos diametros médios fica mais evidente para as NE/alho e valores de RSO iguais a 0,5
e 1,0. Em ambos os casos, 0 aumento no numero de ciclos de 1 para 10 ciclos, deslocou
as dispersfes de diametro da regido de 100 nm para a regidao de 10 nm, achatando a
curva, o que indica uma maior homogeneidade das NE/alho para esses casos. Isso é
visivel a olho nu, tendo em vista que apods 10 ciclos, as NE/Alho estédo transparentes, o
gue sugere que os tamanhos das nano-gotas € inferior ao comprimento de onda da luz
(fotografias digitais das NE/alecrim obtidas por MF — FIGURA 4.9). A medida que o valor
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de RSO aumenta de 1,0 para 1,5, e posteriormente para 2,0, as curvas de distribuicdo
dos tamanhos médios alargam-se, indicando uma populagéo de goticulas com didmetro
variado. Todavia, até para esses casos, 0 aumento no namero de ciclos resultou em
distribuicbes monomodais. No comparativo entre as NE/alecrim e NE/alho obtidas por
MF, verifica-se que as NE/alecrim obtiveram distribuicdes proximas da regido de 10 nm
e mais estreitas que as NE/alho, o que indica maior homogeneidade de diametros.

NE OE Alho - RSO 0,5 (&)  NEOE Aho-RSO1,0 (b)
10 Ciclos /\\ 10 Ciclos /\\
5 Ciclos TN 5 Ciclos /\;_
3 Ciclos /\ 3 Ciclos /\\;__
g 2 Ciclos TN 2Ciclos _—"~__
55 1 Ciclo /\ 1 Ciclo //k_
_E 1 10 100 1000 1 10 100 1000
\_c_u NE OE Alho - RSO 1,5 (©)  NEOE Alho-RSO 2,0 (d)
*8 10 Ciclos 10 Ciclos
c —

- 5 Ciclos 5 Ciclos —
3 Ciclos /\/\ 3 Ciclos ~________
2Ciclos N\ 2 Ciclos /\/k_
1 Ciclo f/f\ 1 Ciclo 4 \_

1 10 100 1000 1 10 100 1000
Distribuicdo de diametro médio (nm)

FIGURA 4. 13: Distribuicdo do diametro em nanoemulsfes de 6leo essencial de alho para
diferentes raz6es massicas de surfactante/OE (RSO): (a) RSO 0,5; (b) RSO 1,0; (c) RSO
1,5; (d) RSO 2,0. Curvas deslocadas no eixo y indicam diferentes ciclos de
microfluidizagéo (MF): 1, 2, 3, 5, 10. Fracdo volumétrica de agua igual a 95
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4.3.2.2 — Potencial zeta das NE obtidas por inversdo catastréfica de fase e

microfluidizagéo

O potencial zeta pode ser definido como o potencial elétrico no plano
hidrodinamico de cisalhamento formado pela interacdo da carga superficial das particulas
suspensas em solugdo e da interacdo entre os contra-ions presentes em solucéo (JOSHI
et al., 2016). O potencial zeta € um bom indicador de estabilidade de sistemas coloidais,
dentre eles, das nanoemulsbes (HUA et al., 2019). Suspensdes com potencial, em
modulo, proximos ou superiores a 30 mV, tendem a possuirem maior estabilidade, tendo
em vista que o mdédulo da carga € suficiente para promover a repulsdo entre as particulas
e, consequentemente evitar a floculacdo ou coalescéncia dessas, mecanismos de
instabilidade presentes em sistemas coloidais (LI & CHIANG, 2012). O potencial zeta das
NE/alecrim e das NE/alho obtidas por ICF pelos dois protocolos (1 e 2) esta apresentada
nas FIGURAS 4.14 e FIGURA 4.15, respectivamente.

O potencial zeta das NE/alecrim e NE/alho. NE/alecrim que apresentaram
0s maiores valores (em méddulo), foram aquelas obtidas por ICF2 (FIGURA 4.14b e d),
em que o surfactante esteve, primeiramente, solubilizado na fase lipofilica (OE). Contudo,
para todas essas NE/alecrim o valor do médulo se mostrou muito abaixo de -30mV,
variando de valores entre -5,9 + 0,2 mV (RSO 1,0/ICF 2/3mL-mint) e valores positivos
como 1,0 + 0,6 mV (RSO 0,5/ICF 2/1mL-min). Isso sugere, que NE/alecrim obtidas por
ICF tenham baixa estabilidade e sejam suscetiveis a mecanismos de estabilizacdo como
floculacdo e coalescéncia (MCCLEMENTS, 2007). Cabe aqui, destacar o resultado
destoante, neste caso: NE/alecrim (RSO 1,5/ICF 1/3mL-mint), cujo o potencial zeta
apresentou valores de -22 + 1 mV. Para NE/alho, os valores de potencial zeta ndo
apresentaram, assim como as NE/alecrim, uma correlacdo entre os métodos de
obtencéo, bem como na composicédo (RSO). Verifica-se que o protocolo ICF 1 (em que o
surfactante foi inicialmente solubilizado na fase aquosa), para as NE/alho, resultou em
maiores valores do modulo do potencial zeta (FIGURA 4.15a e c). Sendo que o maior
valor, -26 £+ 1 mV, foi obtido para NE/alho obtidas pelo método ICF 1, RSO 0,5 e

velocidade de adicéo de 1mL-min.
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FIGURA 4. 14: Potencial zeta de nanoemulsdes de 6leo essencial de alecrim obtidas por
inversdo catastréfica de fase: surfactante solubilizado em agua (ICF1 — a e c¢) e
solubilizado no 6leo (ICF2 — b e d). Razdes méssicas de surfactante/6leo (RSO): 0,5;

1,0; 1,5; 2,0. Velocidade de adicéo de (®) de 1,0 mL-mint e (m) de 3,0 mL-min-.

No caso de NE, as caracteristicas (carga e modulo) do potencial de
superficie das nanogotas pode ser controlado, determinando-se qual surfactante a ser
aplicado para a estabilizacdo desse sistema, bem com as caracteristica do OE e valores
de pH das suspensdes. Para as NE aqui obtidas, o pH néo foi alterado, estando este
valores proximo ao da agua pura: entre 6 e 7.

No que compete o sinal da carga do potencial zeta, surfactantes néo-

ibnicos, como o T80, ndo deveriam apresentar carga de superficie (MCCLEMENTS,
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2016), contudo o0 que se observa, tanto para as NE/alecrim, quanto para as NE/alho é
uma carga superficial negativa.

De modo a identificar a natureza da carga negativa do potencial zeta,
realizou-se medidas para solucfes de agua ultrapura e OE (alho ou alecrim) e também
para o T80 quando solubilizado nas concentragdes utilizadas. Os valores do potencial
zeta dos OE de alecrim, alho e T80 foram, respectivamente: -17 + 3, -10t 6 e -12 £ 5
mV. Tais valores, todos de natureza negativa corroboram o que foi obtido para as NE,
sejam para o OE de alho ou para o OE de alecrim. Entretanto, estes valores nao permitem
diferenciar a fonte das cargas negativas. Um aumento na quantidade de surfactante, se
este fosse o0 mandatorio na carga, resultaria em um aumento nos médulo destas (de RSO
0,5 para 2,0), algo que nédo foi observado. O que sugere-se aqui, € que a carga seja
proveniente de ambos componentes da gota: OE e surfactante; o que estd em
consonancia com discutido por MCCLEMENTS (2016).

A literatura apresenta resultados similares para NE com T80 como
estabilizante. ARTIGA-ARTIGAS et al. (2017) NE de 6leo de milho e T80 apresentaram
valores de potencial zeta de entre -16 + 2 até -39 + 3 mV com a adicdo de alginato de
sodio as NE. MCCLEMENTS & RAO (2011) sugerem que o valor negativo pode estar
relacionado a presenca de acidos graxos livres (presentes nos OE) ou ainda impurezas
remanescente do processo de obtencdo do surfactante. QIAN et al. (2012) inferem que
anions pequenos (como OH) em agua, podem preferencialmente ser absorvidos pela
interface 6leo/agua, e com isso contribuirem para a carga de natureza negativa das NE.

Como ja discutido, tanto NE/alecrim quanto NE/alho apresentaram carga
negativa para o potencial Zeta. Isso também foi observado para as NE produzidas por
microfluidizacdo a altas pressdes. As FIGURAS 4.16 e FIGURAS 4.17 apresentam,

respectivamente o potencial zeta das NE/alecrim e NE/alho.
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FIGURA 4. 15: Potencial zeta de nanoemulsfes de 6leo essencial de alho obtidas por
inversdo catastréfica de fase: surfactante solubilizado em agua (ICF 1) e solubilizado no
oleo (ICF 2). Razdes massicas de surfactante/6leo (RSO): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0. Velocidade
de adicdo de (o) de 1,0 mL-mint e de 3,0 mL-min! (m).

Na FIGURA 4.16, verifica-se que o processo de MF gerou nanogotas com
potencial de superficie superior ao processo de ICF para obter NE/alecrim, indicando NE
com maior estabilidade (HUA et al., 2019). Os maiores valores, em mddulo, foram obtidos
para as NE com composi¢cdo de RSO igual a 0,5, com maior valor para 3 ciclos: -24 + 12
mV.
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FIGURA 4. 16: Potencial zeta de nanoemulsfes de 6leo essencial alecrim obtidas por
microfluidizacdo em altas pressdes para diferentes ciclos (0, 1, 2, 3, 5 e 10) e diferentes

razdes massicas surfactante/OE: (m) RSO 0,5; (A) RSO 1,0; (¢) RSO 1,5; (#) RSO 2,0.

. A composicdo de RSO 0,5, ou seja, de uma quantidade menor de
surfactante em relacéo a quantidade de OE de alecrim apresentou valores com desvios
que chegam a mais de 30% do valor. Isso pode indicar uma dispersao heterogénea do
potencial das NE (constatado para as distribuicdes de diametro médio discutidas no item
4.3.2.1). Isso nao se repete para as outras composi¢cdes RSO 1,0, 1,5, e 2,0, o que pode
indicar que para quantidade superiores de OE, o potencial possa estar sendo influenciado

pela caracteristica do OE (acidos graxos, por exemplo) presentes em sua COmposicao.
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FIGURA 4. 17: potencial zeta de nanoemulsdes de 6leo essencial alho obtidas por
microfluidizacdo em altas pressdes para diferentes ciclos (0, 1, 2, 3, 5 e 10) e diferentes

raz6es massicas surfactante/OE: (M) RSO 0,5; (A) RSO 1,0; (®) RSO 1,5; (4#) RSO 2,0

O numero de ciclos ndo interferiu no valor do médulo do potencial. Tais
resultados contrastam com os de ARTIGA-ARTIGAS et al. (2017), cuja passagem por
cinco ciclos de emulsbes grosseiras no microfluidizador diminuiram o valor do médulo
das NE de milho/Tween80. O mesmo foi encontrado para GARCIA-MARQUEZ et al.
(2017) em que cinco ciclos diminuiu o valor de -15 + 2 para -30 £ 2mV. Contudo, até o
presente momento a literatura ndo apresenta relagdo entre nimero de ciclos e aumento
na carga superficial. Estudos posteriores, acerca da relacéo area superficial/carga/ciclos

podem elucidar essa dependéncia.
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A quantidade de surfactante (RSO) indicou diferenca no médulo do
potencial para as NE/alecrim. Para RSO 0,5 o valor foi de -15 + 6 mV, enquanto para
RSO 2,0, o valor diminuiu para -4 + 2 mV. O aumento na quantidade de surfactante tende
a dificultar a difusdo e o movimento Browniano de particulas. Dessa forma, diminuindo a
mobilidade, o que resultaria em valores menores como os obtidos aqui.

As NE/alho obtidas por MF em altas pressées nao apresentaram relacao
entre o numero de ciclos e o valor do modulo (FIGURA 4.17). Isso fica evidente para a
composicdo de RSO 0,5 (FIGURA 4.17a) em que o potencial zeta se mostrou superior
para a emulsdo grosseira, do que para as NE produzidas posteriormente aos ciclos de
MF. Com o aumento no valor de RSO, o que se observou foram valores proximos e entre
-10 e -20 mV. Valores estes compativeis, e em alguns casos superiores, aos das NE
obtidas por ICF2 (FIGURA 4.15). A natureza da carga, como ja discutido para as
NE/alecrim, manteve-se consonante aos valores tanto para as NE obtidas por ICF, e com
0s obtidos para o OE e surfactante (-10 + 6 e -12 + 5 mV, respectivamente).

4.3.3 - Estabilidade das Nanoemulsdes

NE sao sistemas coloidais formados por duas fases imisciveis, neste caso
Oleo disperso em agua, as quais podem ser estabilizadas por emulsificantes, como
surfactante, que diminuem a tens&o interfacial entre as fases (DONSI & FERRARI, 2016).
NE s&o definidas com cineticamente estaveis ou metaestaveis (KOMAIKO &
MCCLEMENTS, 2016; MCCLEMENTS, 2007), ou seja, suscetiveis a separacao de fase,
dada a instabilidade termodinamica. Dessa forma, faz-se necessario compreender a
estabilidade das NE, o tempo de estabilidade, bem como os mecanismos que a regem.

Avaliou-se a estabilidade das NE/ produzidas para dois diferentes OE: alho
e alecrim; por alta (MF) e baixa (ICF) energia, sendo que no primeiro investigou-se o
namero de ciclos, enquanto no segundo, a localizacdo do surfactante. Por fim, avaliou-
se o efeito da concentracdo de surfactantes (RSO). A partir das analises, foram gerados
trés diferentes resultados: os valores de indice de instabilidade (Il - valor de 0 a 1), sendo

a NE mais instavel quanto mais proximo da unidade (TABELA 4.5); curvas de
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instabilidade e tempo (FIGURA 4.18 e 4.19); curvas de transmissédo de radiacao do
infravermelho/tempo/posicdo (APENDICE A).

A TABELA 4.5 apresenta os Il para de NE estudadas. No caso das
microfluidizadas, optou-se por utilizar apenas 0, 3 e 10 ciclos e trés valores de
concentracéo de surfactante (RSO 0,5; 1,0; 2,0). Constata-se que as formulagcbes mais
estaveis, ou seja, que apresentaram o0s menores valores (p<0,05) de indice de
instabilidade  foram:  NE/alecrim/MF/10ciclos/RS0O2,0;  NE/alecrim/ICF2/RS02,0;
NE/alho/MF/10ciclos/RSO1,0.

Na comparagdo do grupo com o mesmo OE, no caso do alecrim
primeiramente, a concentracdo de surfactante (RSO), numero de ciclos, método de
emulsificacdo ndo mostraram diferenca significativa (p<0,05). Para as NE/alho, com
excecdo da composicdo que mostrou diferenca (NE/alho/MF/10ciclos/RS01,0) o IE ndo
foi alterado de maneira significativa (p<0,05) pela variagdo em nenhum dos processo (MF
ou ICF) ou na composicao. Os resultados sugerem que para as combinacgdes utilizadas
e tipos de OE, o método de alta energia se mostra mais eficiente para produzir NE mais
estaveis.

Os valores de indice de instabilidade (TABELA 4.5) foram obtidos ao final
do procedimento e tendem a n&o descrever o0 mecanismo, bem como o comportamento
das NE quando submetidas a forcas que tendem a desestabilizar nanoemulsdes por
processo de separacdo gravitacional. Curvas Il com relacdo ao tempo, descrevem o
comportamento instavel das NE a medida que sao submetidas a for¢as provenientes do
processo de centrifugacdo. Tais curvas estdo apresentadas na FIGURA 4.18 (NE por
ICF) e FIGURA 4.19 (NE por MF).

A FIGURA 4.18 mostra o método ICF, quando o surfactante fora adicionado
a fase do aquosa (ICF1 — FIGURA 4.19b e d) ou na fase do OE (ICF2 — FIGURA 4.18a e
c). A taxa de aumento do Il com o tempo foi menor para NE/Alecrim e NE/Alho obtidas
por ICF 2, indicando que a localizagdo do surfactante, em processo de emulsificacéo de
baixa energia, ndo so interfere nos diametros das nanogotas (OSTERTAG et al., 2012),
mas também na estabilidade destas. De maneira complementar ao valor de 1l (TABELA
4.5), notou-se que as NE/AIho para ICF 2 demonstraram uma maior resisténcia (tempo
superior a 100 s) ao inicio da desestabilizacdo do que as NE/Alecrim (por volta dos 50s).
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TABELA 4. 5: indice de instabilidade das nanoemulsdes obtidas por inverséo catastrofica
de fase tipo 1(ICF1)" e tipo 2(ICF2)™, e microfluidizacdo (MF) para diferentes valores de
razdo massica surfactante/OE (RSO)

indice de
ICF MF Instabilidade
NE Método Ciclos RSO (valor médio)

0 0,5 0,89 + 0,01 &Pc
3 0,5 0,82 + 0,06 2bcd
10 0,5 0,82 + 0,07 &bcd
0 1,0 0,81 + 0,02 abcd
3 1,0 0,87 + 0,02 aPbc
10 1,0 0,81 + 0,03 abcd
0 2,0 0,60 + 0,04 ¢
3 2,0 0,13+0,05¢°
alecrim 10 2,0 0,12+0,01°¢
1 0,5 0,90 + 0,01 &Pc
1 1,0 0,91 + 0,01 &bc
1 1,5 0,90 + 0,01 &Pbc
1 2,0 0,89 + 0,02 abc
2 0,5 0,85 + 0,02 abcd
2 1,0 0,87 + 0,05 abc
2 1,5 0,89 + 0,05 &Pc
2 2,0 0,61+ 0,16 ¢
0 0,5 0,90 + 0,01 &Pc
3 0,5 0,80 + 0,02 abcd
10 0,5 0,75 + 0,01 &Pc
0 1,0 0,92 + 0,03 2P
3 1,0 0,68 + 0,02 becd
10 1,0 0,61+0,11¢
0 2,0 0,94+0,012
3 2,0 0,85 + 0,01 bed
alho 10 2,0 0,78 + 0,07 &bcd
1 0,5 0,67 + 0,10 ¢
1 1,0 0,73 + 0,10 &becd
1 1,5 0,73 + 0,03 abcd
1 2,0 0,80 + 0,01 abcd
2 0,5 0,87 + 0,01 aPc
2 1,0 0,88 + 0,02 abc
2 1,5 0,92 + 0,04 2P

2 2,0 0,89 + 0,01 ab¢c

*surfactante solubilizado em &gua; **surfactante adicionado a fase lipofilica; letras diferentes indicam, valores
significativamente diferentes (p<0,05).

O surfactante atua como componente estabilizante em NE, uma vez que as
duas fases sdo imisciveis, e para emulsificacdes de baixa energia, sua concentracao é
fator importante para a estabilidade. Essa dependéncia fica evidenciada para NE/alecrim
obtidas por ICF 2, em que a curva referente ao valor de RSO 2,0 destoa das demais
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(FIGURA 4.18), com valores de Il final muito menores que os demais. Isso permite inferir
que ndo so6 os valores de RSO, mas também o tipo de OE interferem na estabilidade das
NE.

~ 1,0, (@ = 107 __rsoosicr2 (b)
3 = —+—RSO 1,0/ICF2
o 0.8 o 0.8 —v—RSO 1,5/ICF2
= = RSO 2,0/ICF2
2 0,6 2 061
o] o]
3 S
2 04 @ 04-
= —=— RSO05/ICF1
- —+— RSO 1,0ICF1 T .|
g > —v— RSO 15/CF1 &
S RSO 2,0/ICF1 B
£ 0,0 ¥ £ 00 - : : ;
10° 10’ 107 10° 10* 10° 10' 107 10° 10*
Tempos (s) Tempos (s)
S 107 () < "°]—=—RsO05ICF2 (d)
2 =1 —+—RSO0 1,0/ICF2
g 081 © 081 —v—RSO 1,5/ICF2
ks B RSO 2,0/ICF2
= 0,6 2 0,6-
% o
3 ' 2
1 3 £ 0,4
L 04 ] —=—RSO0S5/ICF1 & ™
° j —e—RSO 1,0/CF1 &
@ 024 . —v—RSO1,5/ICF1 ¢ 027
o V{d o
5 b 4 .~RSO2,0ICF1 £
c
- 0,0 T T T T ~E 0,0 T T T
10° 10 102 10° 10* 10° 10’ 10° 10° 10*
Tempos (8) Tempos (s)

FIGURA 4. 18: Curvas de indice de instabilidade pelo tempo para NE/alecrim (a, b) e
NE/alho (c, d). Comparativo entre instabilidade em relacéo ao tempo para dois protocolos
de inversdo catastrofica de fase: ICF 1 e ICF 2, variando os valores da razdo massica
surfactante/OE (RSO).

A composicdo das NE também interferiu no Il das NE obtidas por
microfluidizacdo. Quando o valor de RSO aumentou de 0,5 (FIGURA 4.19a) para 2,0
(FIGURA 4.19c), observou-se uma diminuicdo na taxa de variacdo do Il pelo tempo,
mesmo para composi¢cdes que nao foram submetidas ao processo de microfluidizacdo
(zero ciclo — FIGURA 4.19, curvas em preto). Esse comportamento se repete para as
NE/Alho (FIGURA 4.19d e f). Com o aumento do ndmero de ciclos, a diminuicdo €
acentuada ao ponto de ndo se modificar a medida que o tempo passa para as NE/alecrim,

nao sendo tao eficiente para as NE/alho, sugerindo que as caracteristicas da fase
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dispersa (no acaso do OE) tendem a interferir nas propriedades fisicas-quimicas das NE,
como ja estudado por OSTERTAG et al. (2012) e SALVIA-TRUJILLO et al. (2015).
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FIGURA 4. 19: Curvas de indice de instabilidade pelo tempo para NE/alecrim (a, b, c) e
NE/alho (d, e, f): comparativo entre instabilidade em relagdo ao tempo para 0, 3 e 10
ciclos de microfluidizacdo e 0,5 (preto), 1 (vermelho) e 2 (verde) para valores de razao
massica surfactante/OE (RSO).

As fotografias das NE (FIGURA 4.3 e FIGURA 4.4) obtidas por ICF, tanto para
alecrim quanto para alho, apresentam indicios dos possiveis mecanismos de
instabilidade que atuam sobre os sistemas coloidais aqui produzidos, sendo cremeacao
para as NE/alecrim (densidade do OE alecrim 0,925 g-mL?) e sedimentacdo para
NE/alho (densidade do OE de alho 1,075 g-mL™1).
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A estabilidade analisada pela técnica LUMISizer® mostra-se interessante pois
acelera a velocidade de separacao (Equacdo 2) aumentando o fator aceleracdo em 10,
até 100 vezes. Curvas de transmitancia/tempo pela posicdo foram obtidas para as
NE/alecrim e NE/alho tanto para ICF quanto para MF, as quais estdo apresentadas no
APENDICE A (da FIGURA A.1 & FIGURA A.4). Em tais curvas, as medicdes inferidas no
inicio da anadlise aparecem em vermelho, enquanto os perfis mais recentes de
transmissao estao ao topo em verde. Regides tracejadas referem-se ao menisco. Maiores
valores de transmissao indicam baixa concentracdo de particulas, enquanto menores
valores indicam alta concentragdo de particulas, sem haver nesse caso distingdo entre
particulas maiores e aglomerado de particulas. Identifica-se, tanto para ICF quanto para
MF, que as NE/alecrim sofrem o processo de cremeacdo. Isso € verificado pela
diminuicdo da transmisséo para valores proximos ao menisco, 0 que indica uma maior
concentracdo de particulas nessa regiao.

Os perfis de inclinacdo (FIGURA A.1 e A.2) para NE/alecrim obtidas por ICF
(FIGURA 4.18) e por MF (FIGURA 4.19) mostram-se bastante diferente, o que pode estar
relacionado a polidispervidade das NE. Segundo DAMMAK & SOBRAL (2018), particulas
maiores tendem a se mover de forma mais rapida do que particulas menores. Dessa
forma, verifica-se, principalmente para NE/alecrim obtidas por ICF, a existéncia de
variacfes particulas de diferentes tamanhos devido a linha de aumento da transmissao
do infravermelho (indicado com uma seta nas figuras) possuir um perfil e inclinacdo
variado. Isso converge com os diametros obtidos para essas NE (FIGURA 4.5 e 4.7).
Esse perfil ndo foi verificado para as NE/alecrim obtidas por MF (FIGURA A.4). Para
essas, 0 que se observa é que uma linha praticamente constante durante todo a andlise,
sobretudo para 0 maior niumero de ciclos. A transmissao quase que constante indica NE
com baixa polidispersividade, algo que ja fora observado por espalhamento dindmico da
luz (FIGURA 4.10 e 4.12). Essa transmissdo constante sugere também uma alta
concentracdo de particulas em toda a extensao da cubeta e a sua resisténcia a forcas de
separacdo de fase. A cremeacdo pode ser observada pelo picos mais intensos de
transmissao de infravermelho nas regides proximas ao menisco (FIGURA A.1), visivel
para as NE/alecrim por ICF (FIGURA 4.3) e néo visualizadas para NE/alecrim obtidas por
MF (FIGURA 4.9). Tais resultados indicam que NE/alecrim por MF sdo mais estaveis a

separacao por cremeacao.
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NE/alho apresentaram perfis distintos (FIGURA A.2 e A.4), tanto quando
comparadas com as NE/alecrim, quanto quando comparados os dois métodos de
emulsificacao (FIGURA A.2). O OE de alho apresenta uma densidade superior a da agua
(fase continua), de forma que o mecanismos de instabilidade por separacao gravitacional
é a sedimentagdo. Isso fica evidente nas curvas de transmisséo/tempo/posi¢édo. Do inicio
ao término da andlise 0 aumento na transmisséo se da em direcao ao topo (seta indica a
posicdo nas figuras). Esse aumento indica uma concentracdo maior de particulas ao
fundo do que ao topo das cubetas, indicando assim a sedimenta¢cdo como processo de
instabilidade ocorrendo para NE/alho. Tal perfil ficou mais evidente para NE/alho obtidas
por ICF 2 do que para ICF 1, e foi amenizado para aquelas produzidas por MF. A
sedimentacao ainda pode ser observada nas fotografias das NE obtidas por ICF (FIGURA
4.4)

As distribuicdes de diametros médios das NE/alho (FIGURA 4.13b) indicam uma
distribuicdo bimodal de particulas entre 100 e 1000 nm. Ao observar o perfil das curvas
de transmissao/tempo/posicdo € possivel notar o movimento de particulas maiores
(primeiras linhas vermelhas da base para o topo — seta indica o sentido) e menores,
resultando em um perfil inclinado em toda a extenséo da cubeta e por todo o tempo de
analise. Esse perfil se repetiu para as NE/alho por MF (FIGURA A.4) para zero ciclo, ou
seja, para as emulsbes grosseiras de alho. O numero de ciclos deslocou
consideravelmente a distribuicdo das NE/alho para regido de 10 a 50 nm (FIGURA 4.13),
refletindo na estabilidade destas: NE com 10 ciclos apresentaram perfis constante de
transmissdo ao longo da cubeta, indicando a resisténcia da NE a forcas de separacgéo de
fase e a alta concentracdo de particulas menores, resultado do processo de MF.

De acordo com QIAN & MCCLEMENTS (2011) nanoemulsbes sé&o
sistemas que tendem a ter uma maior estabilidade a separacédo gravitacional devido aos
didmetros médios pequenos, 0s quais sdo mais suscetiveis ao movimento Browniano do
que a forcas gravitacionais, suprimindo-a. Os perfis mais estaveis para NE obtidas por
MF estdo em consonancia com o que a literatura apresenta, por apresentarem diametros
médios menores (FIGURA 4. 12 e FIGURA 4.13). NE baseadas em Octano/SDS
apresentaram maior estabilidade a cremeacédo com o aumento no numero de ciclos para
concentracdo constante de surfactante (ULUATA et al., 2016). Contudo, os autores

identificaram que o aumento consideravel na concentracdo de surfactante, resultou na
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instabilidade das NE para poucos ciclos. Tal comportamento foi relacionado ao de
floculacdo de deplecéo, em que a uma concentracao critica, micelas de surfactante que
nao foram absorvidas pelas gotas tendem a criar um gradiente de concentracdo entre as
gotas de 6leo, aumentando as forcas atrativas entre as goticulas de 6leo (GREGORY,
2013). Para as NE/Alecrim e NE/Alho né&o foi observado tal fendmeno, tendo em vista
gue o aumento do surfactante (RSO 0,5 para RSO 2,0) resultou em perfis de estabilidade
(FIGURA A.3 e A.4) menos suscetiveis ao mecanismo de separacao gravitacional.

Sugere-se aqui, que o aumento da quantidade de surfactante até valores
RSO 2,0 tenha ficado abaixo da critica para o fendmeno de floculacdo por deplecao.
Dessa forma a quantidade de surfactante atua de forma a estabilizar as NE, prevenindo
a floculacdo e coalescéncia destas. Tal fenbmeno é conhecido como efeito Gibbs-
Marangoni (ESPITIA et al., 2019), em que um filme formado pela fase continua entre
duas gotas € espremido, gerando um gradiente de tensdo, o qual diminui a taxa de
aproximacdo das NE, impedindo assim a agregacdo (seja por coalescéncia ou
floculacao).

O mecanismos de agregacao dependem das caracteristicas fisico-quimicas
dos componentes das NE, da carga superficial e do efeito estérico resultado da formacao
das nanogotas. O potencial zeta permite indicar, do ponto de vista eletrostético, quais NE
possam estao aptas a sofrerem processo de floculacdo ou coalescéncia. Os valores de
potencial zeta para as NE obtidas por ICF (FIGURA 4.14 e FIGURA 4.15) aludem a maior
instabilidade do que as NE obtidas por MF (FIGURA 4.16 e 4.17). Valores menores
resultam em menor interacdo eletrostatica repulsiva, permitindo a aproximacéo, e
indicando, que durante a separacdo gravitacional, mecanismos de agregacdo, como
floculacdo podem ter ocorrido.

O envelhecimento de Ostwald (EOW) é um dos mecanismos mais comuns
para NE (LI & CHIANG, 2012; RAO & MCCLEMENTS, 2012a; RAO & MCCLEMENTS,
2012b), principalmente para OE que apresentam certa solubilidade ou polaridade (DONSI
etal., 2011; MCCLEMENTS, 2007) e pode ser definido como o crescimento de particulas
maiores a partir de particulas menores, pela difusdo do 6leo (fase dispersa) pela fase
continua, devido gradiente de solubilidade criado pela diferenca entre os diametros
(WOOSTER et al., 2008). De acordo com DONSI & FERRARI (2016), apos atingido o

EOW, este ocorre inevitavelmente, a menos que inibidores ou 6leos com baixa



62

solubilidade em agua sejam adicionados. Tendo em vista que o gradiente para difusao
do 6leo de gotas menores para maiores, uma dispersao de particulas homogénea tende
a retardar esse mecanismo. Sugere-se que as NE obtidas por MF demonstram-se menos
suscetiveis ao EOW a curto prazo, do que as NE obtidas por ICF.

Uma vez que a diferenciacdo dos mecanismos de instabilidade n&o foi o
escopos desse trabalho e sim se estas séo estaveis, e ainda, somado a dificuldade de
diferenciar os mecanismos de coalescéncia e de EOW por técnicas com espalhamento
dindmico da luz e LUMisizer, sugere que posteriormente sejam feitas analises de
didmetro médio em relagdo ao tempo de forma o mecanismo predominante na
instabilidade das NE (RAO & MCCLEMENTS, 2012b).
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4.3.4 - Morfologia das NE de Alecrim

A morfologia e estruturacdo de sistemas coloidais sdo importantes
caracteristicas que, quando verificadas com imagens nos sistemas originais (n&do
concentrados ou diluidos) permitem sua visualizacdo sem qualquer modificacdo
estrutural consequente do preparo, incluindo artefatos de secagem (KUNTSCHE et al.,
2011). A microscopia eletronica de transmissao em ambiente criogénico (MET-Crio) tem
se mostrado como uma alternativa para o estudo de NE (KUMAR & MANDAL, 2018a;
KUMAR & MANDAL, 2018b; PAL etal., 2019; REN et al., 2019) pois é possivel preservar,
durante a vitrificacdo amorfa da agua, os sistemas coloidais ao quais pretende-se estudar
(PATTERSON et al., 2017).

Com esse intuito, MET-Crio foram realizadas para as NE/alecrim de forma
a identificar a morfologia e estrutura dessas emulsdes para os dois métodos de
emulsificacao (ICF e MF) e o possivel efeito da quantidade de surfactante. As FIGURAS
4.20, FIGURA 4.21 e FIGURA 4.22 apresentam respectivamente NE/alecrim obtidas por
ICF1 (RSO 1,0), ICF 2 (RSO 2,0) e MF (RSO 2,0).

Verifica-se que os trés processos de emulsificacdo promovem a formacao
de nanoestruturas quasi-esféricas definidas e com didmetros variados, principalmente
para as NE/alecrim obtidas para ICF 1 e ICF 2, corroborando as distribui¢cdes de diametro
médio discutidas no item 4.3.2.1.

A emulsao aqui estudada é um sistema em que uma das fases € composta
por um composto hidrofébico, o OE. Este possui afinidade a outros compostos
hidrofébicos como no caso, o grid para deposicdo da amostra. Verifica-se para as todas
as imagens, em especial as FIGURA 4.20 e FIGURA 4.21 que as gotas estdo localizadas
ao lado dos grids (FIGURA 4.20f e FIGURA 4.219) isso ocorre pelo comportamento de
interacdo hidrofobica entre as gotas de 6leo e os grids de carbono (estes identificados
por asterisco em branco). Ao ser depositada no grid, as particulas de OE se aproximam,
por afinidade, das regides apolares do grid e, em seguida, sao fixadas em suas posi¢coes
pela secagem instantanea em etano liquido.

Fica evidente a eficiéncia no processo de MF, uma vezes que as de MET-
Crio mostram uma dispersdo homogénea de particulas com diametro entre 10 e 25 nm.
E possivel ainda averiguar que os métodos de ICF1 e ICF2 produziram gotas com

tamanho e morfologia dispares. No caso da ICF1, observa-se gotas (Na FIGURA 4.20
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indicada por setas e pela sigla — OE — “0leo essencial”) esféricas com didmetros variados,
contudo sem diferenciacdo do 6leo e do surfactante que o recobre. Isso pode ser
analisado pelas microscopias da ICF 2 (FIGURA 4.21g e 4.21h), onde € possivel
identificar diferencas na estrutura, sugerindo goticulas de 6leo estabilizadas com uma
espessa camada de surfactante. Tal estrutura se assemelha a observada por LEE, H. S.
et al. (2014). NE de hexano e surfactantes isononilfenol-4-etoxilato e isononilfenol-20-
etoxilato apresentaram morfologia esféricas e com diferenciacdo das camadas: uma
indicando a fase lipofilica e o recobrimento com os surfactantes.

Para NE/alecrim com RSO 1,0 (FIGURA 4.7b), a distribuicdo de diametros
indicou diametros entre 10 e 50 nm, bem como diametros por volta dos 200 nm. As
imagens de MET-Crio indicam uma consonancia com esses valores (FIGURA 4.20b).
Nanogotas esféricas sdo podem ser vistas com diametros inferiores a 100 nm em
FIGURA 4.20b, d e f. Identifica-se (FIGURA 4.20d — indicado com um circunferéncia
preta) estruturas com diametro entre 10 e 30nm, as quais sao encontradas também nas
FIGURA 4.20d e FIGURA 4.21e. Principalmente para as NE/Alecrim obtidas por MF
(FIGURA 4.22) ha uma homogeneidade de estruturas com diametros entre 10 e 30 nm,
congruente com as distribuicbes de diametros (FIGURA 4.12), indicando a existéncia
tanto de nanogotas, quanto de micelas do surfactante. Estas ja foram referidas como
micelas de surfactante circulares com diametros na regidao de 10nm (FATOUROS et al.,
2007; VITHANI et al., 2019).
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FIGURA 4. 20: Morfologia de NE/Alecrim ICF1 obtidas por MET-Crio. Setas e sigla OE
indicam as nanogotas do 6leo essencial. O simbolo x apresenta a regido que delimita a
area onde a amostra é depositada, o gride de cobre recoberto com carbono. Letra M
indica regido com micelas do surfactante.
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FIGURA 4. 21: Morfologia de NE/Alecrim ICF2 obtidas por MET-Crio para diferentes
regides: (a) grade de amostra apenas com agua em estado sélido amorfo para efeito de
comparacdo com grids que apresentaram amostras; (b, c, d, e, f, g, h, i) diferentes
diametros observados para uma mesma NE. Setas e a sigla OE indicam as nano-gotas
observada. O simbolo x apresenta a regido que delimita a area onde a amostra &
depositada. Letra M indica as micelas de surfactante.
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FIGURA 4. 22: Microscopia eletrbnica de transmissdo criogénica. Morfologia das
NE/alecrim produzidas por microfluidizacéo (10 ciclos e RSO 2,0): (a, c, d, e) diferentes
regides do grid de transmisséo; (b) regido onde ndo ha amostra para comparacdo. Setas
e a sigla OE indicam as nano-gotas observada. O simbolo x apresenta a regido que
delimita a &rea onde a amostra é depositada. Letra M indica as micelas de surfactante.
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4.4 - Conclusbes Parciais

Os extratos comerciais de Oleos essenciais de alecrim e de alho
apresentaram atividade antimicrobiana contra 4 diferentes culturas de bactérias: E. coli,
S. Typhimurium, S. aureus e E. faecalis. A concentracdo minima inibitéria obtida para
Oleo essencial de alecrim foi de 0,7 % v/v. e do OE de alho apresentou o valores entre
0,1 e 0,3% v/v.

O método de inversao catastréfica de fase mostrou-se eficiente para
obtencdo de nanoemulsdes para os dois Oleos. A localizacdo do surfactante indicou a
existéncia de diferentes mecanismos para formagdo de nanoemulsdes: (1)
desprendimento de gotas de Oleo da interface Oleo/surfactante/dgua quando o
surfactante foi adicionado a fase continua; (2) formacao das emulsées multiplas quando
o surfactante foi adicionado a fase dispersa.

A microfluidizacdo em altas pressbes produziu, com Sucesso,
nanoemulsdes de alecrim e de alho. O aumento no numero de ciclos agiu de forma a
homogeneizar a forca de ruptura sobre toda a fase oleosa, produzindo particulas abaixo
de 60 nm para ambas nanoemulsdes (de alecrim e de alho). O aumento na concentracdo
de surfactante diminuiu o didmetro médio das nanoemulsdes, sendo isso consequéncia
da diminuicdo da tensao interfacial entre as gotas de OE e a fase dispersa.

As nanoemulsdes obtidas por microfluidizacdo apresentaram maiores
valores de potencial zeta, em comparacdo com o método de inversdo catastrofica de
fase. O valor da carga negativa ocorreu para todas as nanoemulsdes, proveniente da
composicdo dos Oleos essenciais (acidos graxos que podem sofrer o processo de
ionizacdo em agua), bem como da regido hidrofilica do surfactante, que tende a atrair
ions hidroxila para a interface surfactante/adgua, tornando a camada dielétrica da
particula, negativa.

A microfluidizagdo mostrou-se eficiente para obter nanoemulsdes com
maior estabilidade se comparada com as obtidas por inversdo catastréfica de fase. A
estabilidade apresentou-se dependente da densidade de cada 6leo essencial. As
nanoemulsdes de Oleo essencial de alecrim sofreram o processo de cremeacdo por
apresentar densidade menor que a densidade da fase continua, enquanto as de alho
apresentaram a sedimentacdo como mecanismo de instabilidade, uma vez que a

densidade era maior que a da fase continua.
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A MET-crio possibilitou a identificacdo da morfologia das nanoemulsdes
obtidas por inversédo catastrofica de fase e microfluidizacdo. No caso da microfluidizacéo,
observou-se dispersdes de diametros mais homogéneas, com diametros entre 10 e 30
nm. A inversao catastréfica de fase produziu nanoemulsées com dispersdes de diametro
heterogénea para as quando o surfactante foi adicionado inicialmente a fase dispersa ou
guando foi adicionado a fase continua.

Diante do exposto, as NE/alecrim produzidas por microfluidizacao
apresentaram maior estabilidade, menor diametro médio e maior potencial zeta, quando
comparadas com as obtidas por inversao catastrofica de fase, nas condi¢cfes estudadas.
Portanto, as NE/alecrim obtidas por microfluidizacdo foram utilizadas para as etapas

posteriores.
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CAPITULO 5

5 — FILMES DE PECTINA: EFEITO DO SURFACTANTE E DAS
NANOEMULSOES NAS PROPRIEDADES FISICO-
QUIMICAS, ANTIMICROBIANAS E ANTIOXIDANTES

5.1 - Material

O polisorbato Tween 80 (T80) de massa molar de 1310 g-mol* e densidade
de 1,065 g-mL™! foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP). Pectina de alto
grau de metoxilagdo GENUSET-Z, com massa molar média de 130.000 g-mol* e grau de
metoxilacdo de 74% oriunda de cascas de frutas citricas, foi adquirida da empresa CP
Kelco (Limeira, SP). Os reagentes DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e agar Miller Hinton
foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (S&o Paulo, SP).

5.2 — Metodologia

5.2.1 - Composicdo e protocolo de preparo das solugbes filmogénicas de

pectina/surfactante

Solucgdes filmogénicas (SF) estoque de pectina a 5% m/m (5/95 de agua
deionizada) foram preparadas dissolvendo-se a massa de pectina em agua a agitacao
de 2500 rpm com um agitador mecéanico digital (FISATOM - modelo 713D) por 2 h. Em
seguida, a solucéo foi condicionada em dessecador sob vacuo (-600 mmHg) para retirada
de bolhas.

Solucdes de pectina a 3% m/m e T80 foram produzidas adicionando
diferentes quantidade do surfactante T80 (TABELA 5.1) a 30 + 1 g da solucéo estoque
de pectina e 20 + 1 g de agua deionizada sob agitacéo de 500 rpm em agitador magnético
por 30 min. Em seguida, 10 = 1 g de SF de pectina/T80 foram vertidas em placas de Petri
de poliestireno com didametro de 8,6 £ 0,1 cm e condicionadas em estufa a 35 + 1 °C

durante 6 h para secagem.
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TABELA 5. 1: Composicao e identificacdo dos filmes de pectina/T80.

SF* (mpecj/r(;]égua) %(r?r;];?r%tpi?)te Slglas
PEC/T80 3,0 0 PEC/T80/ 0
PEC/T80 3,0 5,0 PEC/T80/1
PEC/T80 3,0 10,0 PEC/T80/2
PEC/T80 3,0 20,0 PEC/T80/3
PEC/T80 3,0 23,4 PEC/T80/4
PEC/T80 3,0 37,9 PEC/T80/5
PEC/T80 3,0 47,8 PEC/T80/6
PEC/T80 3,0 55,0 PEC/T80/7

*SF é a sigla para solucdes filmogénicas
5.2.2 - Composicao e protocolo de preparo das formulacdes filmogénicas de e
pectina/nanoemulsdes

TABELA 5. 2: composicéo dos filmes nanocompdsitos de pectina/nanoemulsdes obtidas
por microfluidizagéo:

%
% surfactante % OE de Alecrim

Nanoemulsdes (Mpec/ Siglas
(mTBO/mpec) (m OE/m pec)
Magua)
; PEC/NE/alecrim
NE/alecrim RSO
0,5 3.0 23,1 37,9 RS00,5
. PEC/NE/alecrim
NE/alecrim RSO
1.0 3.0 37,9 37,9 RSO1,0
: PEC/NE/alecrim
NE/alecrim RSO
15 3.0 478 37,9 RSO15
. PEC/NE/alecrim
NE/alecrim RSO
2,0 3.0 °5.0 37.9 RS02,0

RSO: Razdo massica entre surfactante e 6leo essencial. PEC: pectina. NE:
nanoemulsdes. OE: 6leo essencial
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Para as SF de pectina/NE, 20 + 1 g das NE/alecrim (TABELA 5.2) obtidas
por MF foram adicionadas aos 30 = 1 g da SF estoque de pectina a 5%m/m sob agitacao
de 500 rpm por 30min, obtendo assim, um SF de pectina/NE com 3% m/m de pectina,
Em seguida, 10 £ 1 g de SF de pectina/NE foram vertidas em placas de Petri e secas

conforme descrito anteriormente.

5.2.3 - Interacbes entre componentes das solucdes filmogénicas

pectina/surfactante

As interacOes entre os componentes das solucdes filmogénicas de
pectina/T80 foram avaliadas segundo um protocolo pré-estabelecido (JOSHI et al., 2016;
MOUSSEAU et al.,, 2018; VITORAZI et al., 2014) para identificacdo de possiveis
interacOes entre os componentes a partir da leitura da quantidade de luz espalhadas ou
por absorbéncia por UV para misturas de diferentes volumes de dois componentes
(iniciando em 100% do volume da solucdo componente 1 até 100% do volume da solucéo
do componente 2, ambas solu¢des, com mesma concentracdo). Modificacbes ou no
aumento da quantidade de luz espalhada ou na absorbancia de um dos componentes em
solucéo pode ser um indicativo do nivel de interagdo entre os componentes, neste caso
pectina e o surfactante.

Protocolo 1: Método realizado segundo MOUSSEAU et al. (2018). Solucdes
0,1% em massa de pectina e 0,1% de polisorbato 80 (T80) foram preparadas e misturas
em proporg¢des volumétricas que variaram de 0,001 a 1000 entre as duas solucdes. Cerca
de 1,00 £ 0,01 mL das misturas de volume foram analisados quanto ao tamanho e a
quantidade de luz espalhada no aparelho Malvern Zetasizer Nano ZS (Worcestershire,
Reino Unido). Protocolo 2: Método adaptado de JOSHI et al. (2016). Solucbes a 0,1%
em massa de pectina e 0,1% de T80 foram preparadas e misturas em proporgdes
volumétricas que variaram de 0,001 a 1000 entre as duas solugbes. A absorbancia de
cerca de 1,00 £ 0,01 mL das misturas de volume foi determinada a partir da incidéncia

de luz a 282 nm em espectrofotdmetro ultravioleta-visivel (Shimadzu, modelo UV-1600).
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5.2.4 — Reologia das solugdes filmogénicas pectina/surfactante

O comportamento reologico foi avaliado para solu¢cdes de pectina e o
surfactante T80 em dois diferentes protocolos. Protocolo 1: Soluc¢des filmogénicas
(TABELA 5.1) de pectina/T80 e de pectina/NE/alecrim (TABELA 5.2) foram analisadas
por reometria rotacional em redmetro MCR 301 (Anton Paar GmbH, Austria) operando
com geometria de cilindros concéntricos (DG26.7) e taxas de cisalhamento variando de:
0,1 a 100 s™. Protocolo 2: Solugdes diluidas de pectina (0,1 % m/m) e T80 (0,1% m/m)
foram misturas em diferentes proporcdes volumétricas entre 0,001 a 1000 foram
analisadas por reometria rotacional a trés diferentes taxas de cisalhamento: 0,1; 1 e 100

st

5.2.5 - Aspectos Morfoldgicos e Estruturais

Filmes de pectina/T80 e de pectina/NE/alecrim foram analisados por
microscopia eletrénica de varredura em um microscépio JEOL JSM-6510. Amostras dos
filmes foram alocadas em dessecador por 24 h (umidade proxima de 0%) e
posteriormente fraturadas em nitrogénio liquido (-195°C). Em seguida, foram fixadas em
stubs e recobertas com uma camada de ouro (Denton Vacuum Inc., Moorestwon, NJ,
E.U.A.) por 45 s em 20 mA.

A composicdo quimica dos filmes de pectina/T80 foi analisada por
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e
mddulo de atenuacgéo por diamante operando em modo de refletancia em espectrometro
FTIR VERTEX 70 (Brunker Optik GmbH, Alemanha), na regido espectral de 4000 a 600

cml, com 128 varreduras acumuladas e resolucéo de 2 cm™.

5.2.6 — Espessura e propriedades mecanicas

A espessura dos filmes foi analisada por micrometro digital Absolute-AOS
série 500 (Mitutoy, Japao), mensurando-se cinco diferentes pontos dos filmes obtidos.

Os atributos mecanicos dos filmes de pectina/T80 e pectina/NE/Alecrim
foram analisados por meio de ensaios de tracdo uniaxial para obter os valores de tensao

maxima (TM), modulo elastico (ME) e elongacdo maxima até a ruptura (ER). Para isso,
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amostras retangulares (12,89 x 6,32 mm) dos filmes foram deformadas rampa de tenséo
de 0,1%/min até 50% em equipamento DMA Q800 (TA Instruments, Inc., New Castle,
EUA) operando em modo tensdo. TM foi calculada dividindo a forca maxima pela area da
secdo transversal inicial de cada amostra, enquanto a ER foi calculada subtraindo o
comprimento da amostra na ruptura pelo comprimento inicial e normalizando pelo

comprimento inicial. Essa analise foi repetida pra 6 filmes diferentes.

5.2.7 - Molhabilidade a agua

A molhabilidade dos filmes de pectina/T80 e dos filmes nanocompdsitos foi
determinada por medidas de angulo de contato (KSV Instruments, Helsinki, Finlandia)
com auxilio do FTA 32 Image Software (First Ten Angstroms). Cerca de 10 pL de agua
deionizada foram depositados na superficie dos filmes (amostras retangulares de 0,5 x
1,0 cm) e o angulo de contato gota/superficie foi monitorada por 180s. O angulo de
contato médio em cada tempo foi igual & média aritmética dos angulos determinados nas

extremidades direita e esquerda da gota. Cada filme foi analisado em 5 diferentes pontos.

5.2.8 - Termogravimetria

Amostras dos filmes foram (1) aquecidas a 10 °C-min! de 25 até 700 °C,
em atmosfera de ar sintético (60 mL-min-t), em equipamento TA Q500 (TA Instruments,
Inc., New Castle, EUA), para obterem-se curvas termogravimétrica (TG) e as derivadas

correspondentes (DTG).

5.2.9 — Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes foi realizada segundo método
reportado por OTONI et al. (2014) e norma CLSI (2012). Culturas de estocagem de
bactérias Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foram
mantidas a -80°C até o crescimento em tubos com TSB (Tryptic soy broth) (Acumedia
Manufactures, Inc,, Lasing, MI, EUA) até 37 °C por 24 h e, entéo, colocadas em diferentes
tubos com TSB a 37 °C por 12 h. Colbnias isoladas das culturas foram inoculadas com

0,85% (m/v) de solucéo de NaCl até atingirem a turbidez do padrédo McFarland 0,5, o que
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corresponde a cerca de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por mL. As
suspensdes foram vertidas em agar solidificado (Becton, Dickinson and Co,, Sparks, MD,
EUA).

Diferentes composicdes de filmes de pectina, pectina/T80 (TABELA 5.1) e
pectina/NE/MF (TABELA 5.2) foram cortadas em discos de 4,0 £ 0,1 mm de diametro e
expostas a luz UV (110 V e 254 nm) por 2 min em cada lado antes de serem colocadas
nas placas de Petri, as quais foram previamente inoculadas com as culturas de bactérias
e deixadas em periodo de incubacéo de 16-24 h a 37 °C. O diametro do halo de inibicdo
ao redor do filme foi, entdo, determinado com paquimetro digital Absolute-AOS série 500
(Mitutoyo, Japéo). Foi feita uma avaliacdo visual de inibi¢do, considerando que discos

sem area de inibicdo sédo filmes que ndo possuem atividade antimicrobiana.

5.2.10 - Atividade Antioxidante - método de sequestro do radical DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada segundo método reportado por LOPEZ-
MATA et al. (2018) para dois protocolos. Protocolo 1: extratos metandlicos contendo OE
de alecrim ou OE com diferentes concentracdes de T80 (2,26; 4,43; 6,61; e 8,51 %m/v)
foram preparados. A 4,90 + 0,01 mL de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil — 60uM) foram
adicionados 0,10 + 0,01 mL dos extratos previamente preparados. Tais solu¢des foram
condicionadas em ambiente escuro por 30 min. Apds a reacédo, foram analisadas em
espectrofotdmetro ultravioleta-visivel (Shimadzu, modelo UV-1600) por a absorbancia a
525 nm. As andlises foram feitas em triplicatas. Os valores de absorbancia foram
utilizados para o calculo da inibicdo percentual (IP) dado por: IP (%) = [(AbpppH —
Abamostra)/ AbpppH] X 100. A partir dos pontos de absorbancia e da reta resultante do
decaimento da concentracdo do DPPH, calculou-se o valor do EC50%, ou seja, a
concentracdo da amostra necessaria para reagir com 50% da quantidade do DPPH.
Protocolo 2: este difere do primeiro apenas na obtencdo dos extratos metandlicos. Cerca
de 375 mg de filmes de pectina, pectina/T80 (TABELA 5.1) e pectina/NE alecrim (TABELA
5.2) foram adicionados a 5,0 + 1,0 mL de metanol por 24 horas para completa extragdo
dos compostos fendlicos. Os extratos foram submetidos a centrifugacdo a 15°C, 10.000

rpm por 15 min. Diferentes concentracdes do extrato (100, 75 e 50%) foram preparadas
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de modo a obter valores de absorbéancia acima e abaixo do EC50% do reagente DPPH.
Os valores de IP e EC50% foram calculados como citado acima.

5.2.11 - Analise Estatistica dos dados

Os dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia ao nivel de
significancia de 5%. Quando esta sugeriu que uma variavel dependente fosse afetada
pelos diferentes tratamentos (p< 0,05), seus valores médios foram comparados atravées

de teste Tukey, ao nivel de significancia de 5% em software MiniTab 17.1.
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5.3 - Resultados e Discusséo
5.3.1 - Interagdes entre os componentes da solugcdo filmogénica de pectina,

sufactante e nanoemulsdes

A partir do que foi estudado o capitulo anterior, as NE sao sistemas coloidais
formados por micelas de surfactante, nanogotas (6leo recoberto com surfactante) e
goticulas de 6leo, que quando adicionadas a matriz de pectina para producdo dos
nanocompositos podem interagir de diferentes formas com esta matriz. Considerando
que as NE séo estabilizadas pela presenca do surfactante, algumas possibilidades de

interacéo entre as NE e a matriz polimérica estédo ilustradas na FIGURA 5.1.

Nanoemulsbdes adicionadas a
matriz filmogénica
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grupos carboxilicos/pectina e os

interagbes de hidrogénio entre grupos hidroxila/surfactante
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grupos carboxilicos/pectina e os
grupos hidroxila/surfactante
(b) (©) InteragSes de Van der Waals entre as por as porgdes apolares do
surfactante e da cadeia polimérica

FIGURA 5. 1: hip6teses de interacdo das nanoemulsées (amarelo, 6leo; vermelho,
surfactante) na matriz de pectina (linhas em preto). Fonte: préprio autor

A FIGURA 5.2a ilustra os resultados das medidas de espalhamento
dindmico da luz obtidos para misturas de diferentes volumes de pectina e T80. Nao foi
observado qualquer formacdo de complexos devido a interagbes entre 0S grupos
carboxilicos da pectina e os grupos hidroxila da regido hidrofilica do surfactante T80,
como esperava-se (FIGURA 5.2a). Esperava-se que a medida que a quantidade de T80
aumentasse, a intensidade de luz espalhada para particulas maiores aumentaria,
indicando a formacéo de complexos. O que se nota € decréscimo no didmetro médio

(FIGURA 5.2a) na regiao de 10 nm para maiores quantidades de T80, o qual refere-se
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as micelas do surfactante T80 (PICONE & CUNHA, 2013), tendo em vista que acima da
concentracéo de 0,1% m/v, a concentracdo minima micelar do T80 ja foi alcancada.

Diferentemente do resultado aqui obtido para um sistema com pectina e o
surfactante ndo idnico T80, MCCLEMENTS (2000) estudou a interacdo de pectina com
dois surfactantes i6nicos: dodecil trimetil aménio brometo (DTAB) e o dodecil sulfato de
sédio (SDS). Para o sistema formado por pectina e DTAB, 0 autor sugeriu que ocorrem
dois mecanismos de interacdo: (a) interacOes eletrostaticas de cargas opostas entre
moléculas do surfactante com a matriz e (b) interagdes entre micelas do surfactante e
cadeias do polissacarideo. No caso do SDS, o mecanismos sugerido foi o de interagéo
das micelas de surfactante SDS e os grupos carboxilicos da pectina. Mesmo o SDS com
carga igual a dos grupos carboxilicos, segundo o autor, a formacédo de micelas de SDS
diminuiu a carga média superficial, e permitiu a interacdo com as cadeias do
polissacarideo.

A FIGURA 5.2b apresenta a absorbéncia das misturas de solugbes de
pectina e T80 a 282 nm. Segundo JOSHI et al. (2016), este seria 0 comprimento
relacionado a presenca do grupamento carbonila encontrado em residuais de acido
galacturdnico, principal unidade de repeticdo da pectina. Segundo o0s autores, interacdes
do polissacarideo pectina com surfactantes aniénico (SDS) e catidnicos (DTAB e CTAB)
indicaram uma pequena mudanca na absorbancia com o aumento da quantidade de
surfactante, resultado de modificacdes estruturais causadas pela formacdo de
complexos. No caso do surfactante ndo-idnico TX-100, tal incremento foi menor e
relacionado a possiveis interacdes entre as por¢des apolares tanto do surfactante, quanto
da cadeia polimérica (FIGURA 5.2e(1)).

As setas (FIGURA 5.2) indicam possiveis variacbes na absorbancia do
sistema, resultantes da adicdo do surfactante ndo-i6nico T80 para quantidades de 1 e
10% m/m. Isso pode ser resultado da mudancga conformacional da pectina em solugcao
(FIGURA 5.2d) para uma estrutura composta por moléculas e micelas do surfactante
(FIGURA 5.2€) e a matriz péctica.
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FIGURA 5. 2: interagfes entre Pectina e T80 para diferentes misturas de volumes
avaliadas por quantidade de luz espalhada (a): Quantidade de luz espalhada (m) e

diametro médio (¢); (b) para espectroscopia na regido do Ultravioleta. Modelo
representativo das estruturas do surfactante (c) e da pectina (d). Interagdes sugeridas (e)
para o sistema pectina/T80 em solucao: (1) interacdo de Van der Waals entre regides
hidrofébicas do surfactante e da cadeia polimérica; (2) interacbes de ligacdo de
hidrogénio entre os grupos hidrofilicos do surfactante (OH) e carboxilicos da pectina; (3)
saturacdo da cadeia polimérica com micelas de surfactante.

Ensaios reol6gicos foram realizados de modo a identificar possiveis
interacbes entre o surfactante T80 e pectina quando solu¢cdes sdo submetidas a
diferentes intervalos de taxas de cisalhamento: 0,1 a1s?;1a10s%?;10a 100 s™.

Curvas de tensao de cisalhamento por taxa de cisalhamento (FIGURA 5.3a)
e de viscosidade por taxa de cisalhamento (FIGUA 5.3b) foram obtidas para diferentes
concentracfes de T80 (0 a 55% m/m) em solucdes de pectina (3% m/m). Todas as
composi¢cdes apresentaram um comportamento de fluido ndo Newtoniano, mais
especificamente pseudoplastico, em que o0 aumento na taxa de cisalhamento diminui a
viscosidade (FIGURA 5.3b), comportamento este ja apresentado para solu¢des pécticas
(VITHANAGE et al., 2010).
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FIGURA 5. 3: aspectos reoldgicos (a) tenséo (o) de cisalhamento e (b) viscosidade (n)
de solucdes filmogénicas de pectina a 3% com diferentes concentracdes de surfactante
(Msurfactante/Mpectina): (preto) pectina controle; (vermelho) 2,5%; (verde) 5%; (azul) 10%;
(ciano) 23,4%; (rosa) 47,8%; (amarelo) 55%.

A adicdo de T80 nas solucdes de pectina ndo modificou o0 comportamento
pseudoplastico das solugfes, contudo alteraram os valores de viscosidade e de tensdo
de cisalhamento, sendo os maiores valores para concentracdo de 10% m/m. O aumento
nas taxas de cisalhamento tende a alinhar cadeias poliméricas antes diminuindo as
interacdes intermoleculares e reduzindo assim a viscosidade das solu¢cdes. Com a adicao
de T80 até 10% m/m, a viscosidade (definida com a resisténcia ao fluxo e/ou escoamento)
aumentou para as diferentes taxas de cisalhamento, resultado de uma dificuldade maior
das cadeias em escoarem umas sobre as outras pela existéncia de estruturas adicionais
(no caso moléculas ou micelas do surfactante — FIGURA 5.2¢e).

A partir de 10% m/m de T80 ha uma diminui¢éo na viscosidade, o que pode
ser um indicio de saturacdo das cadeias poliméricas de pectina por micelas e moléculas
do surfactante. De acordo com HANSSON & LINDMAN (1996) e KRONBERG et al.
(2014), surfactantes nao-idnicos podem interagir com polimeros i6nicos a partir das
porcdes hidrofébicas de ambas as moléculas. Na medida em que a quantidade de
surfactante aumenta, estas por¢des tendem a interagir umas com as outras, aumentando
a viscosidade do meio. Com maiores propor¢cdes de surfactante, estas porcdes tendem

a se afastar, diminuindo assim a viscosidade para valores menores.
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De forma identificar esse comportamento para o sistema pectina/T80, outro
protocolo de andlises reoldgicas foi realizado, seguindo as propor¢des volumétricas
utilizadas para identificacdo de interacdes por espalhamento dinamico da luz e por UV-

vis. Os valores de viscosidade aparente estdo apresentados na FIGURA 5.4a.
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FIGURA 5.4: curvas de viscosidade para trés diferentes taxas de cisalhamento (m 1, 10,
A 100 s'1) em funcéo (a) de diferentes razdes massicas de surfactante e pectina e, (b) da
guantidade de surfactante, esta variando de 0 a 60% em massa.

Em solugdes diluidas, as cadeias poliméricas estdo tendem a estar afastas
umas das outras, de modo que aumentos na viscosidade podem ser resultado da adi¢cao
de compostos a cadeia, como moléculas do surfactante ou micelas, sendo menos
influenciadas pelas interacdes das cadeias poliméricas adjacentes quando submetidas a
diferentes taxas de cisalhamento. Constata-se, primeiramente, que o comportamento
pseudoplastico foi mantido para solucdes diluidas (FIGURA 5.4a) e, tanto para diluidas
guanto para as suspensdes filmogénicas (FIGURA 5.4b), ou seja, aquelas utilizadas para
confeccdo dos filmes. Observa-se que na regido de razdo mrso/Mpectina igual a 0,1 (10%
m/m- FIGURA 5.4a) e em 10% m/m de T80 na solugéo filmogénica (FIGURA 5.4b), ha
um aumento na viscosidade das solugdes, indicando possiveis interagdes relacionadas

BN

a adicdo de surfactantes a matriz de pectina. Tais resultados corroboram o que foi
observado pela técnica de UV-vis. Estas possiveis interacdes podem ser do tipo ligagéo
de hidrogénio entre os grupos hidroxila da porcdo hidrofilica do surfactante e os

carboxilicos da cadeia polimérica (FIGURA 5.1d) e de natureza hidrofébica entre as



83

regibes apolares da molécula do surfactante e das unidade de repeticdo da cadeia de
pectina.

Interacdes entre pectina e surfactantes CTAB, SDS e TX-100 (catibnico,
aniénico e nao-idnico, respectivamente) foram avaliadas por reologia e DLS (JOSHI et
al., 2016). Pela caracteristica aniénica da pectina, o surfactante CTAB mostrou-se mais
eficaz para formar complexos polieletroliticos com pectina, sendo similar aos resultados
obtidos por MCCLEMENTS (2000) pra este mesmo sistema.

Sistemas similares vém sendo investigados a cerca de interacfes entre
polimeros nédo ibnicos e surfactantes iGnios e vice-versa: com pectina e alginato laurico
(ASKER et al., 2009); o alginato laurico com diferentes polissacarideos néo ibnicos e
ibnicos (BONNAUD et al., 2010), a hidroxipropil metilcelulose (PATEL & BUMMER, 2017)
e a quitosana (PICONE & CUNHA, 2013). No caso do surfactante ndo-iénico Tx-100,
verificou-se que o aumento na concentracdo deste gerou um aumento das interacoes
hidrofébicas (ou apolares) com as regiées hidrofébicas da pectina, evidenciado pelo
aumento na distribuicdo de particulas formadas por moléculas de pectina e do surfactante
(JOSHI et al., 2016).

Ensaios reoldgicos posteriores foram realizados para as solugbes de
pectina incorporadas com NE/alecrim produzidas por MF a 10 ciclos com diferentes
valores de RSO. Os aspectos reoldgicos estdo apresentados na FIGURA 55. O
comportamento pseudoplastico das solu¢des ndo se modificou. Contudo, ocorreu uma
diminuicdo na viscosidade com a adicdo de NE/alecrim em que a quantidade de
surfactante € inferior a de OE (RSO 0,5), com relacdo a pectina controle. Isso indica que
as nanogotas e o OE remanescente (que nao foi recoberto com surfactante) conforme a
FIGURA 4.12 atuaram de forma a diminuir as forcas intermoleculares entre as cadeias
da pectina quando estas foram submetidas a diferentes taxas de cisalhamento. Com o
valor de RSO igual maior que 1,0, o aumento da viscosidade pode, novamente, estar
relacionado a saturacdo das cadeias pelo surfactante, tendo em vista que ha uma
guantidade maior de surfactante do que a de OE. Para ORTEGA-TORO et al. (2014), os
aumentos na viscosidade e na tensdo de cisalhamento podem estar relacionados ao
efeito de resisténcia ao fluxo ocasionado por aglomerados dispersos na matriz. Tal
comportamento pode ser observado para as solugcdes de pectina acrescidas de

NE/alecrim. O aumento nos valores de RSO de 0,5 para 2,0, pode ter aumentado a
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guantidade de aglomerados tanto de gotas de 6leo, quanto de micelas de surfactante,

sendo estas opositoras ao fluxo e, consequentemente, aumentando a viscosidade do
meio.
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FIGURA 5.5: aspectos reolégicos (a) tensdo de cisalhamento e (b) viscosidade de
solucdes filmogénicas de pectina a 3% com NE/alecrim e diferentes razdes massicas de
surfactante (RSO). (c) valores de viscosidade para diferentes taxas de cisalhamento (m
1, e1, A100s?)

Diante do exposto, sugerem-se dois mecanismos de interacbes para o
sistema Pectina/T80: (1) grupos carboxilicos das unidades de repeticdo do &acido
galacturénico podem interagir com os grupos hidroxilas da regido polar do T80 (FIGURA
5.2 e), por interacdes intermoleculares do tipo ligacado de hidrogénio; (2) saturacdo das
porcBes hidrofébicas da cadeia polimérica da pectina por micelas e moléculas de
surfactante (FIGURA 5.2¢(2,3)), de modo a modificar seu emaranhamento em solucao,
resultando em variacées na absorbancia a 282 nm e diminuir a viscosidade das solu¢des
a partir de concentracdes superiores a 10% m/m. Tal estudo até o momento mostrou-se
singular e interessante, pois permite a elaboracéo de NE e posterior aplicacdo em matriz
de pectina, sem que haja quaisquer restricbes a quantidades de surfactante adicionadas
e possivel formagdo de complexos polieletroliticos, os quais inviabilizariam a producéo

de filmes de pectina.
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5.3.2 — Aspectos estruturais e morfolégicos de filmes de pectina/surfactante e

filmes nanocompdsitos de pectina/nanoemulsdes de alecrim

Filmes de pectina/T80 e pectina/NE/alecrim foram produzidos e seus
aspectos visuais (homogeneidade e transparéncia) foram analisados e estédo
apresentados, respectivamente, na FIGURA 5.6 e na FIGURA 5.7.

Em contrapartida ao que foi observado para o sistema em solugédo, sem
restricdo das quantidades de surfactante a serem adicionadas a matriz filmogénica, a
adicdo de surfactante em quantidades entre 37 e 55% m/m, com relacdo a massa de
pectina, resultou em aparente formacéo de fases (FIGURA 5.6] e FIGURAS.60), ou seja,
descontinuidade ou ndo homogeneidade na extenséo do filme analisada. Tal efeito n&o
foi observado para filmes nanocompdsitos de pectina incorporados com NE/alecrim
(FIGURA 5.7).

Partindo-se das hipéteses apontadas na FIGURA 5.1, em que a de
interac&o entre as NE e a matriz de pectina pode se dar pela interface pectina/surfactante,
esta foi investigada a partir microscopia eletrénica de varredura. Fraturas criogénicas
permitem manter a integridade da seccdo transversal dos compositos de forma a
identificar a conformacédo dos filmes apds a secagem. As concentracbes de T80
analisadas foram as mesmas utilizadas para obtencao dos filmes nanocompdsitos de
pectina e NE/alecrim, para permitir a comparacao e um possivel entendimento do efeito

de cada componente na morfologia dos filmes.
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FIGURA 5. 6: Imagens de microscopia eletrénica de varredura da fratura criogénica da
seccdo transversal e fotografias digitais de filmes de pectina com as seguintes
quantidades de surfactante m/m: (a,b,c) controle; (d,e,f) 23,4% m/m; (g,h,i) com 37,1%
m/m; (j,k,1) com 41% m/m; (I,m,n) com 55% m/m. Aumento de 3.000 x para a, d, g, j, m;
aumento de 1500x para b, e, h, k, n.
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Constata-se que a adicdo de T80 modificou de forma consideravel a
estrutura dos filmes. Filmes de pectina controle (FIGURA 5.6a e b) mostram-se
compactos e, livre de poros ou defeitos. A adicdo de surfactante resultou no aparecimento
de poros em toda a extensédo transversal dos filmes, tendo a quantidade de defeitos
aumentado com o aumento na concentragcdo do surfactante. Isso fica evidente pelas
fotografias digitais dos filmes de pectina adicionados de T80 (FIGURA 5.6). Nelas é
possivel observar a formacao de duas fases, o que indica a imiscibilidade ou saturacao
da matriz de pectina pela adicdo de surfactante. Tais imagens divergem da morfologia
interna do filme, em que nao foram observadas a fases distintas, mas a existéncia de
poros. Uma possivel explicacao pode ser devido ao fato de que durante a secagem, tenha
havido uma maior separacao entre cadeias adjacentes da matriz de pectina, resultado da
adicdo de surfactante, contudo como as imagens ndo permitem inferir tais hipoteses,
analises posteriores foram realizadas de forma a corroborar isso.

Os filmes de pectina incorporados com NE/alecrim demonstraram
morfologia semelhante a dos filmes apenas com T80 (FIGURA 5.7). Observam-se nos
filmes nanocompositos, indicios de aumento no namero de poros, especialmente para
valores de RSO iguais a 1,5 e 2,0, indicando que tanto o T80 quanto as nanogotas
modificam a morfologia dos filmes. Estruturas semelhantes séo apresentadas para filmes
de polissacarideos incorporados com surfactantes, OE e NE de OE, sendo esta
porosidade apresentada relacionada, pelos autores, a volatilidade do OE. Devido a baixa
solubilidade dos OE na fase continua, estes tendem a formar esses poros durante a
secagem do filme até sua completa evaporacdo (AHMAD et al., 2012; BENAVIDES et
al., 2012; CAO et al., 2018; ESPITIA et al., 2014; TONGNUANCHAN et al., 2013a;
TONGNUANCHAN et al., 2013b; TONGNUANCHAN et al., 2012; TONGNUANCHAN et
al., 2014). Em complemento a essa possibilidade, BENAVIDES et al. (2012), relatam a
formacao de uma matriz menos porosa com uma quantidade maior de OE de orégano
(de 0,5% para 1,5%m/m).
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FIGURA 5. 7: Imagens de microscopia eletronica de varredura da fratura criogénica da
seccao transversal e fotografias digitais de filmes de pectina com: (a,b,c) NE/alecrim RSO
0,5; (d,e,f) NE/alecrim RSO 1,0; (g,h,i) NE/alecrim RSO 1,5; (j,k,I) NE/alecrim RSO 2,0,
Magnificacdo de 3,000 x para a, d, g, i; magnificacdo de 5000x para b, e, f, h,k.
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De forma divergente, PEREZ-CORDOBA et al. (2018) obtiveram estruturas
continuas, ausente de poros, ou fissuras provenientes de pequenas bolhas
remanescente do processo de secagem, para filmes de gelatina-quitosana adicionados
de NE de OE de alho e de cinamaldeido estabilizadas por dois surfactantes (SPAN 60 e
Tween 20). Os autores ainda observaram um aumento da rugosidade para os filmes
compostos com NE.

TONGNUANCHAN et al. (2014) produziram filmes de gelatina com OE de
citronela e de manijericédo, cujo efeito do tipo de surfactante (Tween 20, T80 e Lecitina de
soja) foi avaliado, mantendo-se a concentracdo destes constante. Em todos os casos, a
adicéo dos OE ou das emulsdes (OE + os diferentes surfactantes) modificou a morfologia
interna dos filmes, tornando-a heterogénea, descontinua, com poros. Esta
heterogeneidade, segundo os autores, seria resultante da instabilidade das emulsées dos
OE e os surfactantes Tween 20 e Tween 80. A lecitina de soja, por outro lado, apresentou
morfologia interna com maior grau de homogeneidade, a qual foi relacionada a maior
estabilidade das emulsdes OE/lecitina de soja.

O efeito de surfactantes lipossoluveis (SPAN 40, 60 e 80) em matriz de
amido foi avaliado por ORTEGA-TORO et al. (2014). A adicdo de SPAN 80, com HLB de
4,3, resultou em microestruturas heterogéneas, consequéncia do baixo empacotamento
das cadeias poliméricas devido a presenca de particulas ou aglomerados (micelas de
surfactante) insollveis na fase continua (aquosa).

Os resultados aqui indicam que a producdo de poros pode estar
relacionada, ndo apenas a volatilidade do OE, uma vez que esse manteve-se constante
para 0s nanocompositos e que a estrutura esponjosa foi observada pra filmes sem OE.
No entendimento dos autores, essa compreensdo acerca do efeito do surfactante em
filmes polissacaridicos ainda € pouco abordada, e os resultados aqui permitem uma nova
compreensao do efeito desses na matriz filmogénica.

Espectros de FT-IR foram obtidos para os filmes de pectina incorporados
com surfactante e com as NE/alecrim (FIGURA 5.8). Avalia¢gGes estruturais de compostos
no que compete as suas composicdes fazem-se necessarias para avaliar interacdes
quimicas que ocorreram durante o processo. Para o T80 (FIGURA 5.8a,h) bandas em
2958 e 2921 cm? foram identificadas e remetem aos estiramento simétricos e

assimeétricos dos grupos apolares CH, CH2 e CHs provenientes da regido apolar da
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molécula do surfactante (TONGNUANCHAN et al., 2012). Bandas em 1743 cm™ em 1110
cm sdo relacionadas aos estiramentos —O-C=0. Aqui, as duas bandas em 1743 e 1096
cm? sdo identificadas (FIGURA 5.8 a,h) para o espectro do T80. Bandas em 3400 e
3500 m sdo relatadas para presenca de grupos OH- (ZHENG et al., 2009).

No caso do OE de alecrim (FIGURA 5.8 g), FERNANDES et al. (2014) apresentam
regides do espectro referentes ao OE: bandas entre 1078 — 1052 cm™ e 984 — 1213 cm-
1, correlacionam-se, respectivamente, ao estiramentos assimétricos —C-O-C e a fungéo
epoxi presente no principal composto do OE de alecrim, o eucaliptol (1,8 alfa cineol). No
OE alecrim analisado, constatam-se bandas em 982, 1310 e 1743 cm'%, as quais sugerem
a presenca de compostos como o eucaliptol. Ainda uma banda em 2959 cm! pode ser
observada, a qual, assim como o surfactante remete as cadeias de hidrocarbonetos,
presentes em lipidios.

Para pectina, bandas em 1735 e 1756 cm™ correspondem a regido dos grupos
carboxilicos esterificados e ao grupo carbonila, respectivamente. (LOREVICE et al.,
2016) Na FIGURA 5.8b,j o grupo carbonila pode ser identificado pela banda em 1764 cm-
1, Ainda é reportado o estiramento do grupo —O-CHs na regido de 2930 cm, estrutura
relacionada a esterificacdo do acido galacturdnico, presentes aqui em 2921 cm™. De
forma complementar, a banda em 3400 cm™ refere-se aos estiramentos dos grupos
hidroxilas presentes em polissacarideos.

Nos espectros dos compdésitos de pectina/T80 (FIGURA 5.8a-f) a banda em
3400 cm* da pectina é deslocada para valores entre 3449 e 3487 cm™ a medida que se
aumenta a quantidade de surfactante, o que sugere que haja interacoes tipo ligacédo de
hidrogénio entre as hidroxilas da regido hidrofilica do surfactante e a dos monémeros da
pectina. Essas mudancas suportam as indagacfes acerca dos tipos de interacdes
identificados e discutidos para o sistema pectina/T80.

A adicédo de NE/alecrim deslocou a banda da hidroxila do filme controle de
pectina, originalmente em 3400 cm, para valores entre 3436 a 3392 cm™. Ainda a banda
referente aos hidrocarbonetos, em 2958 cm, sugerem que a interface de interacdo entre
NE e pectina é o surfactante T80, convergindo para as discussfes apresentadas até

entao.
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FIGURA 5. 8: Espectros de FT-IR: (a,h) T80; (b,i) filme pectina controle; (c) Pec/T80-4;
(d) Pec/T80-5; (e) Pec/T80-6; (f) Pec/T80-8; (g) OE de alecrim; (h) PEC/NE/alecrim
RSO0,5; (i) PEC/ NE/alecrim RSO1,0; (j) PEC/ NE/alecrim RSO1,5; (k) PEC/ NE/alecrim
RS02,0.
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5.3.3 — Propriedades mecanicas

A espessura e o0s atributos mecéanicos de resisténcia a tracado avaliada na
tensdo maxima, elongacdo na ruptura e modulo elastico dos filmes de pectina com
diferentes concentracfes de surfactante T80 ou incorporados com NE/alecrim estédo
apresentados na TABELA 5.3 e na TABELA 5.4, respectivamente. Curvas
representativas de tens&o por elongacéo estio apresentadas no APENDICE B.

TABELA 5.3: Espessura, propriedades mecénicas e molhabilidade de filmes de pectinas
incorporados com diferentes concentracdes do surfactante T80.

T80* Espessura Re\sisté[}cia Elongacéo M(?dt_Jlo Anc?:lo
Filmes atracao naruptura elastico contato
(%) (um) (MPa) (%) (MPa) )
PEC/T80/0 O 25 + 6°d 43+ 72 1,3+0,22 12744 + 43232 49 + 4ede
PEC/T80/1 5 27 £ 744 44+ 72 15+0,32 8806 + 396320 48 + 4cde
PEC/T80/2 10 17 + 2d 24 + 3abe 0,8+0,12 18750+ 136242 81+ 9ab
PEC/T80/3 20 61 + 11° 39 + 162 1,9+1,32 8657 + 258830 91 + 142
PEC/T80/4 23,4 55 + 4¢ 17 + 7be 1,0+0,22 73+ 230 57 + gbed
PEC/T80/5 37,9 146 + 35° 11+2¢ 1,8+0,82 17 + 90 41 + 9de
PEC/T80/6 47,8 54 + ged 14 + 1¢d 0,9+0,12 23+ 4b 72 + 25abc
PEC/T80/7 55,0 203 + 37° 7+3° 1,6 +0,42 6+ 20 26 + 9°

*A sigla zero indica o filme de pectina controle, ou seja, sem adicdo de surfactante. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05). ** Quantidade de surfactante
em relacdo a massa de pectina (mrgo/Mpec).

A espessura dos filmes de pectina mostrou significativa diferenca (p<0,05)
quando o aumento de surfactante ultrapassou valores de 37,9% m/m. O mesmo foi
observado (TABELA 5.4) para os filmes incorporados com NE/alecrim (p<0,05). Para
guantidades menores de surfactante (TABELA 5.3) isso nao foi significativo (p>0,05).

A adicao de NE resultou em uma compactacao maior dos filmes do que os
que foram produzidos apenas com T80. O incremento na espessura pode estar
relacionado com uma maior quantidade de sélidos ocasionada pela adicdo de T80, as
quais diminuem a eficiéncia das interacdes entre cadeias adjacentes do polimero e,
consequentemente, aumentam a espessura dos filmes (MENDES et al., 2019).

As propriedades de resisténcia a tracdo avaliada na tensdo maxima,

elongacao na ruptura e médulo elastico sdo importantes parametros avaliados para filmes
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de biopolimeros que possam ser aplicados a fabricagdo de embalagens, por estarem
diretamente associados a composicdo, estrutura quimica e caracteristicas
microestruturais do material (ESPITIA et al., 2019).

Para valores menores ou iguais a 20% m/m, a resisténcia a tracdo nao
apresentou diferenca (p>0,05), acima deste ocorreu um decréscimo consideravel de (43
+ 7) para (7 £ 3) MPa , cerca de 7 vezes menor que o valor do filme controle de pectina.
Ensaios reoldgicos (FIGURA 5.3) mostraram um aumento maximo na viscosidade para
10% m/m de T80. Aqui, a resisténcia a tracdo manteve-se inalterada (p>0,05) para
valores até 20% m/m. Nota-se uma diferenca de interacbes entre os componentes
(pectina e surfactante) em solucao, e no filme seco. Sugere-se que durante a secagem,
moléculas ou micelas do surfactante, que em soluc¢do saturavam as cadeias diminuindo
suas interacdes intermoleculares, tendem a se rearranjar de modo a aumentar o numero
de interacbes entre as cadeias adjacentes da pectina, resultando assim em uma
resisténcia a tracdo maior até quantidades de 20% m/m.

A morfologia dos filmes (FIGURA 5.6) indicou que a adicdo de surfactante
na matriz produziu filmes com alta porosidade, semelhantes a esponjas. Os ensaios
reoldgicos, de espalhamento dindmico da luz e UV-vis mostraram que de alguma forma
o surfactante T80 interage com a matriz de pectina, principalmente pelas porgcdes
hidrofébicas. Deslocamentos nas bandas no espectro de FI-IR na regido entre 3400 e
3300 cm e entre 2900 e 2800 cm! (FIGURA 5.8) indicaram possiveis interacées de
ligacdo de hidrogénio e hidrofobicas, respectivamente. Essas interacdes, no entanto,
mostram-se de natureza fraca, tendo em vista que ndo atuaram como agentes de reforco
mecanico nos filmes, mesmo para pequenas proporcdes de T80.

Diminuic&o nas forcas coesivas nos filmes de amido e SPAN 60 e SPAN 40
foram reportadas por ORTEGA-TORO et al. (2014) como causadoras na diminuicdo nos
valores de resisténcia a tracdo, quando os surfactantes foram adicionados. A diminuicdo
da coesédo das cadeias do polimero correlaciona-se ao efeito plastificante em filmes.
Filmes de amido com Tween 20, Span 80 e lecitina de soja foram avaliados quanto as
suas propriedades mecanicas por RODRIGUEZ et al. (2006). Concentracdes de 5% m/m
de surfactante atuaram de forma sinérgica com o glicerol, aumentando a elongacao na
ruptura e diminuindo a tensdo maxima. O Tween 20, com carater mais hidrofilico (HLB

16,7), foi o que apresentou o maior efeito plastificante. As curvas de tensao versus
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deformac&o apresentaram valores similares aos encontrados aqui (FIGURA APENDICE
B).

A elongacéo na ruptura tanto para os filmes de pectina/T80 (TABELA 5.3)
guanto para os filmes de pectina/NE (TABELA 5.4) ndo sofreram variancia (p>0,05) para
todos os filmes.

O que se nota é que filmes de pectina com 10% m/m ndo apresentaram
mudanca (p>0,05) no modulo elastico, se comparado com filmes de pectina controle
(TABELA 5.3). Tais resultados convergem com os encontrados em reologia, DLS e UV-
vis, nos quais as possiveis interagdes pectina/T80 se mostraram mais intensas. No
trabalho de ORTEGA-TORO et al. (2014) surfactantes diminuiram a rigidez dos filmes
(menores valores de médulo elastico). Contudo, para o SPAN 80, um surfactante mais
hidrofébico, o decréscimo foi menor, consequéncia do possivel aumento na cristalinidade
dos filmes de amido, acarretando por¢c6es mais rigidas. Resultados similares foram
obtidos para (RODRIGUEZ et al., 2006) em filmes de amido e diferentes concentracées
de SPAN 80.

TABELA 5. 4: Espessura, propriedades mecanicas e molhabilidade a agua de filmes
nanocompositos de pectina e NE/Alecrim.

o ~ , Angulo
fimes  TEOT Espessa RO Bonosco Moo
limes & P contato
(%) (kM) (MPa) (%) (MPa) (°)
PEC/T80/0" 0 26 + 6° 43 + 72 1,3+0,2ab 12744 + 43232 49 + 5ab
PEC/NE/alecrim
23,4 38 + 8bc 20 + 5P 0,7 +0,4° 101 + 15° 55 + 62
RSO 0,5**
PEC/NE/alecrim
37,9 67 + 162 14 + 4bc 1,1 +0,32b 32 +23b 43 + Qb
RSO 1,0
PEC/NE/alecrim
47,8 49 + gab 10+ 3¢ 1,7 £0,42 5+ 2P 29 + 3¢
RSO 1,5
PEC/NE/alecrim
55,0 55 + 6ab 9+3° 1,6 £ 0,42b 17 £+ 9b 31 +6°
RSO 2,0

*a sigla zero indica o filme de pectina controle, ou seja, sem adicdo de surfactante** razdo
massica surfactante/OE e concentracdo de OE alecrim constante de 37,9 % (moe/Mpec) para todos
os filmes NE/alecrim. **Quantidade de surfactante em relacdo a massa de pectina (Mrso/Mpec).
Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes em uma mesma coluna (p<0,05).

Altas concentracfes de surfactante resultaram em um decréscimo do

modulo elasticos de filmes de pectina (p<0,05). A adicdo de 23,4% m/m de T80 na matriz
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de pectina reduziu de 12 GPa para 70 MPa (p<0,05). O mesmo se observa para os filmes
adicionados de NE. Tanto o surfactante, quanto as NE tornaram o material menos rigido,
diminuindo médulo elastico (p<0,05).

A adicdo de NE em matrizes de biopolimeros apresenta resultados diversos
guanto ao efeito nas propriedades mecanicas: plastificante ou anti-plastificante (ESPITIA
et al., 2019); de modo que os tipos de OE, surfactante e matriz mostram-se importantes
para predizer os efeitos esperados (ATARES & CHIRALT, 2016).

NE/alecrim quando adicionadas a matriz diminuiram a resisténcia a tracédo
para valores préximos a 9 MPa. Nesse caso, a adicdo de NE resultou um ganho nos
valores de tensdo méxima, se comparados os sistemas com (TABELA 5.4) e sem
surfactante (TABELA 5.3). Os valores de elongacdo na ruptura ndo foram
significativamente (p>0,05) diferentes dos obtidos para os filmes controle de pectina
(TABELA 5.4). Nota-se uma diferenca (p<0,05) no modulo elastico dos filmes
incorporados com NE/Alecrim. As NE tornaram os filmes mais flexiveis se comprados
com o controle (TABELA 5.4) ou com os filmes apenas com surfactante (TABELA 5.3).

De acordo com ATARES & CHIRALT (2016), lipideos induzem a formacéo
de matrizes heterogéneas e uma estrutura descontinua, as quais dependem da
caracteristica da fase oleosa. Segundo os autores, lipideos tendem a substituir interacées
entre cadeias poliméricas laterais ou adjacentes por interacdes mais fracas do tipo
polimero-6leo. Tal interpretacdo é congruente aos resultados obtidos aqui.

Sem considerar o feito do surfactante, ja abordado, o OE de alecrim
diminuiu a tensdo méxima e o médulo elastico, e pode estar relacionado a diminui¢éo na
coesdo entre as cadeias da pectina. Contudo, se comparado com os filmes de
pectina/T80 com a mesma quantidade de surfactante que os filmes com NE, o OE
incrementou os valores de tensdo maxima. Isso indica que o OE pode interagir com a
matriz tanto quanto o surfactante. O feito anti-plastificante ja foi apresentado em trabalhos
anteriores LOPEZ-MATA et al. (2018), OTONI et al. (2014) e BILBAO-SAINZ et al. (2010).
Resultados contrastantes sdo encontrados na literatura acerca dos efeitos plastificantes
para adicio de NE em matriz de biopolimeros (ATARES & CHIRALT, 2016; PEREZ-
CORDOBA et al., 2018).

Sendo assim, pode-se inferir que adicdo de NE/alecrim possui um efeito

somatorio das caracteristicas do surfactante e do OE de alecrim nas propriedades
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mecanicas, sendo o primeiro atuando como plastificante, enquanto o OE atua refor¢cando
o filme. O balbuciar dos dois efeitos ainda resulta em filmes mecanicamente inferiores,

se comparados com os filmes de pectina controle.

5.3.4 — Molhabilidade a agua

As molhabilidades de filmes de pectina com T80 e dos filmes de pectina e
NE/alecrim estdo apresentadas na TABELAS 5.3 e na TABELA 5.4, respectivamente. O
angulo de contato mensura a afinidade do solvente com a superficie a qual foi adicionado.
Tratando-se de agua, valores acima de 90° indicam superficies hidrofébicas, enquanto
valores abaixo indicam superficies hidrofilicas (ORTEGA-TORO et al., 2014). Adicionado
a isso, avaliou-se o efeito da quantidade de surfactante na afinidade da superficie dos
filmes com o solvente agua, uma vez que este € uma molécula anfifilica, ou seja, com
regides polares e apolares, que podem se orientar de formas distintas em contato com
diferentes solventes.

O T80 modificou a afinidade da superficie de modo que para concentracdes
entre 10 e 20% m/m houve diferenca (p<0,05) para os filmes controle de pectina. Os
valores sofreram um incremento de 49 + 4 ° para 90 + 14 ° (TABELA 5.3), indicando
assim uma superficie hidrofébica para os filmes acrescidos de surfactante. Entretanto, a
adicao de quantidade maiores de surfactante diminuiu os valores para préximos do filme
controle, ndo havendo diferenca (p>0,05) entre eles. Em contrapartida, a adicdo de um
componente hidrofébico, o OE de alecrim, & composi¢cdo dos filmes néo reduziu a
hidrofobicidade destes (TABELA 5.4). Todos os filmes contendo OE de alecrim continham
a mesma quantidade de OE em relacdo a massa de pectina: 37,9% m/m. Constata-se
que, para as composicdes utilizadas, mesmo aquelas em que ha menos surfactante do
gue OE (RSO 0,5), o componente hidrofébico ndo tornou o filme menos hidrofilico. Um
analise complementar dos resultados permite verificar que as NE/alecrim com valores de
RSO 0,5 e 1,0, ou seja, com concentracdo de surfactante iguais a 23,4 e 37,9%m/m,
respectivamente, ndo mostraram variacao significativa (p>0,05) no valor do angulo com
relacdo ao filme controle. J4 para NE com RSO 1,5 e RSO 2,0, os valores diminuem

(p<0,05), tornado o filme mais hidrofilico.
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N&o obstante, a adicdo de compostos hidrofébicos vem sendo reportada
como alternativa para diminuir a afinidade de polissacarideos a agua (CAO et al., 2018).
Filmes inovadores foram produzidos por MANRICH et al. (2017), cuja adicdo do
biopoliéster lipossoluvel extraido da pele do tomate, a cutina, aumentou (p<0,05) os
valores do angulo de contato da &gua com a superficie dos filmes, ndo mostrando
diferenca apenas para variagcdes de cutina ha composicéo (25 e 50% m/m) ou a regido
de contato da superficie do filme (substrato ou ar). ALEXANDRE et al. (2016) obtiveram
filmes de gelatina incorporados com NE de OE de gengibre e/ou argila montmorillonita e
verificaram-se um acréscimo (p<0,05) com adi¢do de 5% de OE a composicdo: valores
de (104 + 1)° (flme controle de gelatina) para (124 = 3,5)°. Filmes de gelatina
incorporados com glicerol e NE/6leo_soja/rutina apresentaram um decréscimo nos
angulos de contato da dgua com a superficie do filme que secou em contato com o ar.
Os autores indicaram compreensdes acerca da influéncia da NE incorporada sobre o
angulo de contato: (1) a adicdo de glicerol, um plastificante, diminui as interacdes
polimero-polimero, e 0 excedente migra para a superficie, aumentando a hidrofilicidade
do filme; (2) a hidrofobicidade esperada pela adicdo da fase lipofilica (6leo de soja) ndo
foi eficaz, tendo em vista que o surfactante T80 intermedia a interface 6leo/agua
dificultando o efeito hidrofébico nas mediac¢des da superficie do filme.

A hidrofobicidade maior para filmes entre 10% e 20% m/m convergem para
a direcdo das discussdes anteriores (DLS, UV-vis, reologia e propriedades mecanicas)
em que ha uma quantidade especifica para melhoria ou mudancas nas propriedades
fisico-quimicas dos filmes de pectina. A porosidade visualizada nas imagens de
microscopia (FIGURA 5.6 e FIGURA 5.7) nao interferiu na hidrofobicidade dos filmes.
Nessa vertente, os valores dos angulos das superficies inferior e superior do filme, ou
seja da secagem em contato com o substrato (inferior) e em contato com o ambiente
(superior) ndo mostraram (dados néo inseridos no texto) diferenca significativa (p>0,05).
Assim sugere-se que as caracteristicas hidrofobicas convergem para a composicéao
guimica do material e ndo para as variaveis de processamento. Os resultados sugerem
que, nesta concentragdo o arranjo entre a cadeia polimérica da pectina e das micelas
e/ou moléculas do surfactante esteja feito de forma a diminuir a polaridade ou

hidrofilicidade da superficie do filme.
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5.3.4 — Propriedades Térmicas

Os perfis de degradacao térmica dos filmes de pectina adicionados de
surfactante e incorporados com NE/alecrim estdo apresentados, respectivamente na
FIGURA 5.9 e na FIGURA 5.10. O perfil de degradacéo do T80 (FIGURA 5.9 — a, linha
preta) diverge dos filmes de pectina acrescidos deste composto, apresentando duas
temperaturas de degradacéo: 375°C e 416°C (FIGURA 5.9b).
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FIGURA 5. 9: (a) curvas termogravimétricas e (b) termogravimétrica derivada de filmes
de pectina controle (vermelho), T80 bulk (preto) e filmes de pectina/T80 (m/m): (amarelo)
5%; (verde) 10%; (azul) 15%; (ciano) 20%; (magenta) 25%, (c) curva termogravimétrica
derivada ampliada na regiao entre 425 e 575°C.
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O filme de pectina controle apresenta duas temperaturas caracteristicas de
degradacéo, 241 °C e 476°C, caracteristicas de polissacarideos. A degradacdo destes
materiais pode comumente ser separada em trés estagios: desidratacdo do material (até
100 °C), seguido pela degradacédo térmica dos sacarideos (230°C) e, por fim, acima de
230 °C, degradacao do restante da amostra em CO2 e H20 quando em atmosfera
oxidativa (MARTELLI et al., 2013).
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FIGURA 5. 10: Esquerda: (a) curvas termogravimétricas e termogravimétrica derivada
(c) de pectina (ciano), T80 (vermelha), OE de alecrim (verde). Direita: (b) curvas
termogravimétricas e (d) termogravimétricas derivadas de filmes de pectina (PEC) com
NE/Alecrim microfluidizadas (MF) com diferentes razées (RSO): 0,5; 1; 1,5; 2.

A adicdo de surfactante na matriz polimérica ndo modificou o perfil de
degradacéo da pectina (FIGURA 5.9a), mesmo para altas concentragdes de surfactante.
A primeira temperatura de degradacao da pectina (241 °C) se mantém constante para

todas as composic¢des. O que se nota € um ligeiro deslocamento da inflexdo das curvas
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proximo a temperatura de 300 °C, e verificada na curva da derivada de degradacdo
(FIGURA 5.9b), indicando eventos de perda de massa por volta de 300 °C, sendo assim
abaixo dos 375 °C para o T80 puro. As diferencas foram observadas para temperaturas
entre 400 e 600°C (FIGURA 5.9c). A pectina (linha vermelha — FIGURA 5.9c) apresenta
um pico de degradacao térmica por volta de 460°C, proximo ao filme controle, indicando
que o T80 quando adicionado pode diminuir temperatura de degradacéo dos sacarideos
e outros compostos presentes na pectina. Para 5 e 10% m/m de pectina, evidencia-se a
presenca de dois picos (475 e 480 °C), os quais podem estar relacionados as
degradacbes dos remanescentes tanto do T80 quanto da pectina. Acima de 15%
observa-se apenas uma temperatura de degradacao para todo o composto, por volta de
480°C.

O surfactante T80 ndo modificou a temperatura inicial de degradacdo da
pectina, indicando que sua adigdo, mesmo para altas concentragdes, como as abordadas
aqui, a matriz filmogénica mantém-se estavel a temperaturas até 240 °C. A quantidade
de surfactante resultou em diferentes temperaturas na segunda etapa de degradacéo, na
degradacéo dos remanescente em CO2 e H20. Nesse caso, as modificagbes podem ser
ocasionadas pelo aumento da quantidade de soélidos, de modo a requerer uma maior
qguantidade de energia e, consequentemente, temperatura ao sistema.

As curvas de degradacdo do T80, OE de alecrim e pectina estdo
organizadas na FIGURA 5.10a. O OE de Alecrim apresentou um unico perfil de
degradacdo térmica, com temperatura de degradacdo muito abaixo dos outros
componentes pectina e T80 e valor de 139 °C (FIGURA 5.10c). A adicédo de NE/alecrim
a matriz de pectina foi avaliada quanto a sua estabilidade térmica, e o perfil de
degradacdo foi ligeiramente modificado pela adicdo das nanoestruturas. Nenhuma
temperatura relacionada a evaporacao do OE foi observada. Para todas as composicoes,
o OE foi mantido constante a 37% m/m para massa de pectina. Durante o aquecimento,
nao ha evidéncia da evaporacdo de compostos ou perda de massa em temperaturas
proximas a de degradacdo do OE, cerca de 140 °C. Sugere-se que a matriz de pectina
atue como uma manta térmica, impedindo a evaporacdo do OE presente em sua
estrutura, a qual apresentou poros em toda sua extensao (FIGURA 5.6 e 5.7) e que foram
relacionados a presenca de OE e do surfactante.
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A primeira temperatura de degradacéo novamente ndo se modificou para a
pectina, mesmo para os filmes adicionados com NE. As variacées evidentes se
localizaram na segunda temperatura de degradacédo. O valor de RSO 0,5 deslocou a
segunda temperatura para 452 °C (pectina controle foi de 475 °C) enquanto o valor de
RSO 2,0 aumentou a temperatura para 512 °C. NE/alecrim com quantidades inferiores
de surfactante RSO 0,5 demostraram um efeito mais oxidativo que os maiores valores.
Isso indica que, por possuir mais OE do que surfactante, este pode interagir com a matriz
de pectina, facilitando o processo de degradacao. Para quantidades superiores de RSO,
suporta-se que os deslocamentos sejam resultados do aumento na quantidade de
sélidos, haja vista que a concentracdo do surfactante aumenta para valores proximos de

a 55% m/m para a massa de pectina.

5.3.5 — Propriedades Antioxidantes

As propriedades antioxidantes do OE de alecrim, com a adicdo de
surfactante, bem como da incorporacao nos filmes de pectina, foram avaliadas de modo
a verificar se o surfactante pode atuar modificando as propriedades provenientes do OE
de alecrim. Os resultados estdo apresentados na TABELA 5.5, a qual apresenta os
valores de inibicdo percentual (IP), o qual se refere a quantidade de DPPH que reagiu
com compostos do OE, e dos valores de EC 50% (capacidade do OE de reduzir a metade
a concentracédo do DPPH). O reagente Trolox® foi utilizado como composto padrao para
analise comparativa da efetividade do OE de alecrim.

Diferentes mecanismos s&o apresentados para a compreensdao das
atividades antioxidantes (MAISANABA et al., 2017). No caso dos OE, as provenientes da
capacidade de eliminagdo de radicais livre tem se mostrado o método mais reportado.
Segundo AMORATI et al. (2013) os antioxidantes podem atuar como inibidores do ataque
inicial do radical ou moléculas, que o autor denomina “antioxidantes de quebra de cadeia”,
0S quais podem atuar na captura dos radicais ja existentes no processo oxidativo e
diminuir esta taxa de oxidag&do ou sana-la por completo.

A atividade antioxidante de OE esté relacionada a presenca de compostos
fendlicos dispersos ou terpénicos no 0leo (ATARES & CHIRALT, 2016; BARATTA et al.,
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1998; GACHKAR et al., 2007), sendo para o OE de alecrim relacionada a existéncia de
compostos como 1,8 cineol, a-pirene, canfora e geraniol (WANG et al., 2008).
TABELA 5. 5: Valores de inibi¢gao percentual (IP) e do EC 50% do OE de alecrim sem e

acrescido de diferentes concentracdes de T80, reagente padrdo comparativo Trolox®; de
filmes de pectina incorporados com NE de OE de alecrim obtidas por MF.

T80 RSO Atividade Antioxidante

IP EC 50 %
Nome % % m/m
. % % m/v % mg filme/mL
miv pectina
Trolox - - - 95,57 +1,01a 0,02 £0,01b -
- - - 83,71 +0,35¢c,d 2,93 + 0,06a -
2,26 - 0,5 82,16 + 0,64d 3,01 £0,01a -
OE alecrim
4,43 - 1,0 85,49 + 0,15b,c 2,50 £ 0,59a -
6,51 - 15 85,34 + 0,05b,c 2,82+ 0,05a --
8,51 - 2,0 85,88 + 0,80b 2,91 + 0,08a -
- 23,4 0,5 60,45 + 2,72a - 46,59 + 6,75a,b
- 37,9 1,0 57.73 +2,39a,b - 43,27 £ 1,64b
Pectina/NE alecrim
- 47,9 15 51,00 + 6,06a,b - 54,97 +5,07a
- 55,0 2,0 49.37 + 3,96b - 43,68 £ 0,61b

T80: Surfactante polisorbato 80. RSO: razao massica surfactante e 6leo essencial. IP: inibicdo
percentual

O OE de alecrim apresentou valores de IP entre 82,71 e 85,88%, ndo sendo
verificada diferenga (p>0,05) quando o surfactante foi adicionado ou com o aumento de
concentracdo do surfactante (p>0,05). O surfactante, nas concentracfes apresentadas
na TABELA 5.5, ndo apresentou qualquer variagao (p>0,05) na concentracéao inicial do
DPPH e, portanto, para o escopos desse estudo nao foram considerados como moléculas
passiveis a propriedades antioxidantes. No comparativo com o Trolox ®, seus valores
foram inferiores (p<0,05), contudo interessantes a concentracdo de 5% m/v, indicando
que a quantidade escolhida de OE (item 4.3.1) em solucédo é suficiente para apresentar

boas propriedades antioxidantes. Os valores de EC 50% mostraram nesse caso a
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efetividade do OE em reduzir 50% da quantidade de DPPH com cerca de metade da
concentracéo utilizada de OE. Se comparado com um reagente padrdo, a quantidade de
OE necessaria para reagir com 50% do DPPH presente foi cerca de 100 vezes maior
(p<0,05) que o Trolox®, e ndo mostrou diferenca significativa (p>0,05) ao aumento de
concentracdo do surfactante, demonstrando assim que para efeitos de propriedades
ativas do OE, o surfactante ndo atua de modo a interferir na atividade antioxidante.

O mesmo foi observado para os filmes de pectina incorporados com
NE/alecrim com diferentes concentracdes de surfactante T80. Os filmes apresentaram
atividade antioxidante para todas as formulagdes, como ja foi reportado por GOMEZ-
ESTACA et al. (2009). Nao houve variacéo significativa (p>0,05) para os valores tanto de
IP quanto de EC 50% para os filmes analisados (TABELA 5.5). Cabe salientar que os
filmes de pectina controle e pectina/T80 ndo apresentaram resposta a adicdo de DPPH
(variacéo da concentracdo de DPPH inicial ndo variou, p>0,05). Isso demostra que, para
a atividade antioxidante, o surfactante tanto em solu¢cdo quanto incorporado aos filmes
nao interferiu. Os menores valores de IP e EC 50% para os filmes, se comparados com
as dispersdes do OE, justificam-se pelos seguintes: meio de analise (hidrofilico e
lipofilico) e interagBes entre os componentes dos filmes, uma vez que ambos podem
dificultar o processo de difusdo do OE, diminuindo sua reagdo com o DPPH (MAISANABA
et al., 2017).

5.3.7 — Propriedades Antimicrobianas

A atividade antimicrobiana dos filmes de pectina adicionados de NE de OE
de alecrim foi avaliada por halo de inibicdo por difusdo em agar, de modo a identificar a
influéncia da quantidade de surfactante na inibicdo do crescimento de duas culturas de
bactérias E. coli e S. aureus, uma Gram-negativa e outra Gram-positiva, respectivamente.
A FIGURA 5.11 e a FIGURA 5.12 ilustram o ensaio realizado.
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FIGURA 5.11: Fotografias digitais dos filmes de pectina com T80 em diferentes
concentracbes quando submetidos ao teste antimicrobiano de halo de inibicdo por
difusdo em agar. Coluna da esquerda indica culturas E. coli e coluna da esquerda indicam
culturas da S. aureus. Circulo preto indica tamanho real do filme colocado no inicio do
ensaio.

Constatou-se que, para todos 0s casos, a inibicao foi inexistente ou minima.
Para os filmes de pectina controle (FIGURA 5.11), como esperado, ndo é possivel
identificar qualquer filme apés o ensaio. A medida que a quantidade de surfactante
aumenta, verifica-se pequenos circulos nos quais, em alguns casos, ndo ha crescimento

bacteriano. Esse comportamento se repete tanto para bactérias Gram-positivas, quanto
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Gram-negativas. Com a concentracdo de 55% m/m (FIGURA 5.11), ha uma regido de
cuja cultura parece néo ter se proliferado como nas outras regides sem o filme.
Comparando com o filme controle, esse comportamento pode ser relacionado ao
surfactante, que atuou para dificultar o crescimento dos micro-organismos na regiao onde
foi depositado o filme.

O mesmo comportamento foi verificado para os filmes adicionados de
NE/alecrim (FIGURA 5.12). Essas regides foram ampliadas para facilitar a visualizac&o.
N&o foi verificado qualquer halo de inibicAo. Uma vez que tanto para os filmes de
pectina/T80 e pectina/NE possuem as quantidades de surfactante, esperava-se
identificar o efeito do OE para o caso dos filmes nanocompésitos (FIGURA 5.12) uma vez
gue cerca de 37% de OE de alecrim foi adicionado a composicdo. O que verificou-se foi
0 mesmo comportamento para os filmes de pectina/T80, indicando que o sistema
pectina/NE dificultou a atuacdo do OE de alecrim no processo de inibig&o.

A aparente falta de inibicdo do crescimento das duas culturas observado
para os filmes com as NE/alecrim destoam dos resultados obtidos para concentracdo
minima inibitoria, obtidas no item 4.3.1. Permite, contudo, indagar a atuacdo do
surfactante barreia as propriedades ativas do OE nos filmes.

Oleos essenciais como o de alecrim sdo reconhecidos como possuidores
de atividade antimicrobiana, a qual é relacionada a presenca de compostos terpénicos e
fendlicos (ATARES & CHIRALT, 2016; GAMAGE et al., 2009; MAISANABA et al., 2017;
SEYDIM & SARIKUS, 2006), assim como o incremento significativo na atividade
antimicrobiana para filmes com NE de OE incorporadas (ESPITIA et al., 2019). O estudo
preliminar verificou a concentracdo minima inibitéria para o OE de alecrim para as
referidas culturas de bactéria. Todavia, fatores como quantidade de surfactante, ao nosso
entendimento, demonstraram interferéncias nas propriedades ativas dos filmes

nanocompaositos.
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FIGURA 5.12: Fotografias digitais dos filmes de pectina com NE de alecrim em diferentes
valores de RSO (razdo massica de surfactante/OE) quando submetidos ao teste
antimicrobiano de halo de inibicdo por difusdo em &gar. Coluna da esquerda indica
culturas E. coli e coluna da esquerda indicam culturas da S. aureus. Circulo preto indica
tamanho inicial do filme colocado no inicio do ensaio.
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Sugere-se que 0 mecanismo de difusdo dos compostos ativos presentes
no OE de alecrim tenha sido dificultado pela presenca do surfactante nos filmes. O
surfactante atua de modo a recobrir as gotas de OE, diminuindo a energia interfacial e
permitindo a estabilidade dessas NE). Sendo assim, mesmo para tamanhos menores, 0s
componentes ativos presentes no OE néo difundiram para o meio de cultura, inibindo
apenas a regiao onde foi depositado. Dessa forma, sugere que a inibicdo se deu por
contanto e nao por difusdo, permitindo assim a aplicacdo dessas embalagens, em que o
ha o contato direto do alimento com a embalagem carreadora do composto
antimicrobiano.

De acordo com BASTARRACHEA et al. (2011) embalagens ativas podem
ser divididas nas que permitem a migracdo da substancia antimicrobiana para o alimento
ou das embalagens gue inibem o crescimento de micro-organismos apenas na superficie
dos alimentos. Para QUINTAVALLA & VICINI (2002) embalagens antimicrobianas, cujo
mecanismo de a¢ao é por contato, mostra-se uma altenativa para inibicdo do crescimento
de micro-organimos em alimento alimentos prontos para o consumo e frescos como
carne e queijo por exemplo, que ndo sdo passiveis aos métodos tradicionais de
preservacdo como adicdo de sais, congelamento ou processamento térmico.

No exposto os resultados indicam que para o sistema fomado por
pectina/NE o surfactante atuou como uma barreia a difuséo do agente antmicrobiano (OE
de alecrim). Todavia, como a inibicdo s6é ocorre para regiées em contato direto com o
meio cultura, o sistema aqui estudado poderia ser aplicado embalagens que inibem o

crescimento apenas na superficie de alimentos.
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5.4 - Conclusdes Parciais

Os resultados deste trabalho indicaram que o surfactante ndo apresentou
interacOes eletrostaticas com os grupos carboxilicos da pectina nos sistemas de
pectina/surfactante e o de pectina com as NE/alecrim, e isso foi evidenciado pela ndo
formacdo de complexos em solugdo, conforme demonstraram as medidas de
espalhamento dinamico de luz. Por outro lado, propde-se a existéncia de interacdes das
porcdes apolares da pectina com as micelas ou moléculas de surfactante, indicado pelo
aumento na viscosidade com a adicdo de surfactante (ou das nanoemulsdes) a matriz
filmogénica de pectina.

A adicao de surfactante ou das NE/alecrim produziu um aspecto esponjoso
na morfologia interna dos filmes. Este aspecto pode ser relacionado tanto a volatilizacéo
do 6leo essencial na secagem, quanto ao surfactante, que pode estar atuando de modo
a diminuir as interacdes polimero/polimero durante a secagem. Essa diminuicdo na
interacdo resultou em um decréscimo consideravel nas propriedades mecéanicas, tanto
para resisténcia a tracdo, quanto para rigidez (médulo elastico dos filmes).

A hidrofobicidade de filmes de pectina aumentou para concentracdes de
surfactante entre 10 e 20% m/m. Para valores menores ou superiores a estes, o filme
apresentou carater hidrofilico semelhante ao filme controle de pectina. A adicdo de um
componente hidrofébico (6leo essencial de alecrim) a matriz ndo aumento a
hidrofobicidade dos filmes, indicando que o surfactante pode atuar sobre as propriedades
de superficie do filme. Tal efeito foi relacionado a orientacdo das moléculas de surfactante
com suas regides hidrofébicas para o ar na superficie de secagem do filme, enquanto a
porcao hidrofilica ficou orientada para a parte interna da superficie do filme.

O 6leo essencial de alecrim apresentou atividade antioxidante. O
surfactante nado interferiu na atividade antioxidante do 6leo tanto em solugéo, quanto nos
do filme de pectina incorporado com NE/alecrim. No caso dos nanocompdsitos,
observou-se uma diminui¢cdo na propriedade antioxidante, a qual pode ser justificada pela
volatilizagdo do 6leo durante a producdo do filme. De modo oposto, a quantidade de
surfactante mostrou-se interferente nas propriedades antimicrobianas. Neste caso,
observou-se uma restricAo ao crescimento apenas para a regido em que o filme foi

depositado.
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CAPITULO 6

6- CONSIDERACOES FINAIS

6.1 — Conclusbes

Nanoemulsdes de 6leos essenciais de alecrim e de alho foram obtidas com
sucesso por inversdo catastrofica de fase e microfluidizacéo e, posteriormente, aplicadas
no desenvolvimento de bionanocompasitos de pectina.

Os dleos essenciais de alecrim e de alho apresentaram atividade
antimicrobiana contra cepas de bactérias: E. coli, S. typhimurium, S.aureus e E. faecalis.
Para o OE de alecrim o valor de concentracdo minima inibioria foi de 0,7% v/v tanto para
bactérias Gram-positivas (E. coli e S. typhimurium) quanto para Gram-negativas
(S.aureus e E. faecalis). No caso do 6leo essencial de alho, os valores de concentracao
minima inibitoria diferenciaram de acordo com a caracteristica da parede celular: para
Gram-negativas, onde uma camada externa de polipeptidioglicanos seletiva a compostos
hidrofébicos existe, o valor foi maior e igual a 0,7% v/v. Para Gram-positivas, o valor foi
menor, cerca de 0,3% Vv/v.

O processo de emulsificacdo por alta e baixa energia permitiu a obtencgéo
de nanoemulsGes tanto de Oleo essencial de alho e de alecrim. O método de
microfluidizacdo mostrou-se mais eficaz para obter nanoemulsdes com baixa
polidispersividade e didmetros médios menores para os dois Oleos essenciais. A
concentracdo de surfactante foi interferente para ambos métodos de obtencdo de
nanoemulsdes, sendo para a emulsificacdo de baixa energia um fator importante, pois
sua localizacdo foi determinante para o processo de inversao de fase. Ainda pode-se
concluir que solubilizacdo do surfactante na fase continua (aquosa), ndo promove a
inversdo catastréfica de fase, mas sim a emulsificacao direta.

A estabilidade coloidal das nanoemulsdes indicou mecanismos diferentes
para os dois tipos de 6leo essencial. Para o de alecrim a cremeagéo foi mecanismo de
instabilidade por separacéo gravitacional, devido a densidade do 6leo ser menor que a
da agua. No caso do de alho, cuja densidade é superior a da agua, o0 mecanismo
identificado foi a sedimentacdo. No comparativo entre os métodos e a quantidade de

surfactante, bem como o tipo de 6leo essencial, constatou-se que as nanoemulsdes
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obtidas com 10 ciclos de microfluidizacao e razdo massica de surfactante/6leo igual a 2,0
foram as menos suscetiveis a mecanismo de separacdo, demonstrando assim maio
estabilidade.

As interacdes no sistema pectina/surfactante e pectina/nanoemulsées nao
foram de natureza eletrostatica. A partir de ensaios reoldgicos e de espectroscopia UV-
vis, dois possiveis mecanismos foram propostos: (1) interacdes entre as moléculas do
surfactante e a cadeia poliméricas, e essas ocorrendo pelas por¢cdes hidrofébicas de
ambos compostos; (2) interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio ente a regido hidrofilica
do surfactante e os grupos carboxilicos da pectina.

A morfologia dos filmes controle modificou-se de um filme compacto sem
imperfeicdes para um com aspecto esponjoso para ambos sistemas: pectina/surfactante
e pectina/nanoemulsdes. Tais modificacbes podem estar relacionadas ndo apenas a
volatilizacdo do Oleo essencial na secagem, mas também o surfactante.

A hidrofobicidade dos filmes de pectina/surfactante aumentou para
concentracdes de surfactante entre (10 e 20% m/m), se comparadas com o filme controle.
Foi proposto que tal comportamento se deu pela orientacdo da parte hidrofébica do
surfactante para a interface ar/filme, tornando a superficie mais hidrofébica. Em
concentracbes maiores, esse efeito ndo foi verificado, o que sugeriu que em altas
guantidade de surfactante, a diminuicdo das interac6es polimero-polimero tornam a
superficie mais exposta a grupos polares, o que pode justificar o aumento na
hidrofilicidade dos filmes

O dleo essencial de alecrim apresentou capacidade antioxidante tanto para
sistemas sem ou com adi¢do do surfactante. O mesmo comportamento foi observado
para 0s nanocompaositos de pectina/nanoemulsdes de alecrim.

A atividade antimicrobiana por halo de inibicdo nao foi verificada para tanto
para os sistemas pectina/surfactante quanto para pectina/nanoemulsdes. Os resultados
indicaram que o surfactante e sua quantidade pode ter dificultado a difusdo do oleo do
filme para o meio de cultura, considerando que o 6leo essencial de alecrim apresentou
propriedade antimicrobiana em solug&o contra as celas estudadas.

Dessa forma, este trabalho permitiu o desenvolvimento, com sucesso, de
bionanocompdsitos de pectina/éleo essencial e surfactante, além de inferir os

mecanismos que regem as interacdes entre polissacarideo/surfactante e
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polissacarideo/nanoemulsdes, importante para o entendimento da correlagdo

preparacgao-estrutura-propriedades de bionanocompdsitos.

6.2 — Sugestdes para trabalhos futuros

Sugerem-se as seguintes investigacdes para trabalhos futuros:

(1) Estudo do mecanismo de inverséo catastréfica de fase acompanhado
por MET-crio: Como exposto no capitulo 4, o mecanismo mais proposto para formacgéo
de NE por inversdo catastrofica de fase € a formacdo e emulsdes multiplas. Com o
advento da técnica de MET-Crio, as possibilidade e os desafios se abrem para
acompanhar visualmente a formacao das NE. Propde-se para trabalhos futuros, o estudo
da formacdo das emulsées mdultiplas por MET-crio para diferentes surfactantes e co-
surfactantes.

(2) Estudo de NE de OE e co-surfactantes: polisorbato e biopolimeros.
Comparar os diferentes métodos de emulsificacdo no que compete a adicdo de
biopolimeros como emulsificantes ou uma mistura de emulsificantes, em que um
componentes seja o0 biopolimero.

(3) Estudo das propriedades ativas pelo desenvolvimento de filmes e de
nanocompaositos a partir da quantificacéo inicial de cargas entre matriz/surfactante em
solucao: estudo de estabilizacdo de NE em solucéo e na producdo e nanocompositos.

(4) Avaliacdo da volatilizacdo do OE em NE incorporadas em matriz
biopoliméricas: surfactante como agente retentor da volatilizacdo do OE, de forma poder
quantificar quanto do OE foi adicionado a suspenséao filmogénica e o quanto é volatilizado
durante as etapas de processamento.
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FIGURA A. 1: Curvas de transmissao/tempo em relagcdo a posicao para NE/alecrim
obtidas por inversao catatréfica de fase tipo 1 (surfactante dissolvido em agua): (a) RSO
0,5; (b) RSO 1,0; (c) RSO 2,0; inversao catatréfica de fase tipo 2 (surfactante dissolvido
em OE): (d) RSO 0,5; (e) RSO 1,0 (f) RSO 2,0. Setas indicam o sentido de movimento
das particulas. RSO ¢ a sigla para razao massica surfactante/6leo essencial
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FIGURA A. 2: Curvas de transmissao/tempo em relagéo a posi¢céo para NE/alho obtidas
por inversdo catastrofica de fase tipo 1 (surfactante dissolvido em agua): (a) RSO 0,5; (b)
RSO 1,0; (c) RSO 2,0; inversao catastrofica de fase tipo 2 (surfactante dissolvido em OE):
(d) RSO 0,5; (e) RSO 1,0 (f) RSO 2,0. Setas indicam o sentido de movimento das
particulas. RSO € a sigla para razdo massica surfactante/éleo essencial
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FIGURA A. 3: Cuvas de transmissao/tempo em relacdo a posicdo para NE/alecrim
obtidas por microfluidizagéo: (a) RSO 0,5/zero ciclo; (b) RSO 0,5/3 ciclos; (c) RSO 0,5/10
ciclos; (d) RSO 2,0/zero ciclo; (e) RSO 2,0/3 ciclos; (f) RSO 2,0/10 ciclos. Setas indicam
o sentido de movimento das particulas. RSO é a sigla para razdo massica
surfactante/0leo essencial
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FIGURA A. 4: Curvas de transmissao/tempo em relacédo a posicéo para NE/alho obtidas
por microfluidicacao: (a) RSO 0,5/zero ciclo; (b) RSO 0,5/3 ciclos; (c) RSO 0,5/10 ciclos;
(d) RSO 2,0/zero ciclo; (e) RSO 2,0/3 ciclos; (f) RSO 2,0/10 ciclos. Setas indicam o
sentido de movimento das particulas. RSO ¢ a sigla para razao massica surfactante/6leo
essencial



50+
a0 (@)
n‘? controle
404 2,5% m/m
= "
(4] 2 10% m/m
g 304 ‘ - 20% m/m
>< .~
(O
e 23,4% m/m
204 ST et
o el
e -"737.9% m/m
2 : 55% m/,
GC_) 104 f‘,‘r_.u' 47,8% m/m .............. D70 M/m
l_ | Ll
(IR dad T , : y . . ;
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Elongacéo (%)

Elongacéo (%)
FIGURA B. 1: Curvas representativas de tensdo-deformacao obtidas pelo tracionamento
uniaxial: (a) de filmes de pectina com diferentes concentracdes de surfactante T80; (b)
filmes de pectina: (1) controle; (1) com NE/alecrim RSO 0,5; (2) NE/alecrim RSO 1,0; (3)
NE/alecrim RSO 2,0; (4) NE/alecrim RSO 1,5.



