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RESUMO

Nos ultimos anos a demanda por nanomateriais aumentou consideravelmente em decorréncia
do surgimento de novas problematicas as quais 0os métodos tradicionais ndo conseguiram
superar, principalmente aquelas relacionadas a degradacdo de alimentos e a proliferacdo de
microrganismos resistentes, o que acaba por impactar de forma onerosa as instituigdes
produtoras de bens de consumo, e por extensdo, a sociedade. A constante busca por materiais
eficientes que venham superar essas limitagbes, sem ocasionar danos a salde e a0 meio
ambiente, tornou-se foco dos pesquisadores atuais. Neste cendrio, as nanoemulsées (NES)
surgiram como uma promessa valiosa para superacdo dessas problematicas. Deste modo, a
proposicdo desse trabalho € investigar a influéncia do tempo de armazenamento nas
propriedades fisico-quimicas de (NEs) obtidas pelo método da emulsificacdo esponténea, tendo
como precursor o 6leo essencial dos botdes do cravo-da-india, Syzygium aromaticum (OEC) a
5% (v/v), juntamente com o 6leo de Canola (OCan) como inibidor do amadurecimento de
Ostwald (MO), e como surfactante, 0 Tween®80 (T-80). Além disso, as NEs foram combinadas
com Nanoparticulas de Prata (Ag-NPs) para obtencéo dos nanofluidos (NF), com o intuito de
potencializar os efeitos antimicrobianos e antioxidantes do OEC. Para a caracterizacdo das
amostras preparadas, analises de Espectroscopia, Potencial hidrogeniénico (pH), Viscosidade
(T} e Microscopia foram utilizadas. Deste modo, as leituras de Transmitancia lians(%) €
Absorbancia (Abs) nas NEs comprovaram boa estabilidade, com indice reduzido de turbidez
no armazenamento. Ja as medicGes de pH e I] revelaram oscilagbes marginais de acidez e
viscosidade com avan¢o do tempo. Além disso, foi possivel obter Ag-NPs de forma eficaz
utilizando como redutor o citrato de sodio (CeHsNazO7.2H20). Consequentemente, as leituras
de Abs para as Ag-NPs, revelaram picos caracteristico de Banda Plasmonica (BPS) a 421 nm.
Ja os nanofluidos obtidos mostraram estabilidade a curto prazo, porém, picos (BPS) na regido
de 400-500 nm foram detectados. Conforme os resultados elucidados, essa tecnologia possui
potencial para ser aperfeicoada e incorporada em embalagens ativas de alimentos para estender
a vida util, ou ainda, pode vir a servir como solu¢Ges para sua incorporacdo em filmes

alimenticios ou/e curativos.

Palavras-chave: Cravo-da-india; Emulsificacdo espontanea; Ag-NPs.



ABSTRACT

In recent years, the demand for nanomaterials has increased considerably as a result of the
emergence of new problems that traditional methods have not been able to overcome, mainly
those related to food degradation and the proliferation of resistant microorganisms, which ends
up having a costly impact on institutions producing nanomaterials. Consumer goods, and by
extension, society. The constant search for efficient materials that will overcome these
limitations, without causing damage to health and the environment, has become the focus of
current researchers. In this scenario, nanoemulsions (NES) have emerged as a valuable promise
to overcome these problems. This way, the purpose of this work is to investigate the influence
of storage time on the physicochemical properties of (NES) obtained by the spontaneous
emulsification method, having as a precursor the essential oil of clove buds, Syzygium
aromaticum (OEC) at 5% (v/v), along with Canola oil (OCan) as an Ostwald ripening inhibitor
(MO), and as a surfactant, Tween®80 (T-80). In addition, Es were combined with Silver
Nanoparticles (Ag-NPs) to obtain nenofluids (NF), in order to enhance the antimicrobial and
antioxidant effects of OEC. For the characterization of the prepared samples, Microscopy,
Spectroscopy, Viscosity (I]) and Hydrogen Potential (pH) analyzes were used. Thus, the
Transmittance lwrans(%) and Absorbance (Abs) readings in the NEs proved good stability, with
reduced turbidity index in storage. The measurements of pH and I] revealed marginal
oscillations of acidity and viscosity with time. Furthermore, it was possible to efficiently obtain
Ag-NPs using sodium citrate (CeHsNas3O7.2H20) as a reductant. Consequently, Abs readings
for Ag-NPs revealed characteristic Plasmonic Band (BPS) peaks at 421 nm. The obtained
nanofluids showed short-term stability, however, peaks (BPS) in the region of 400-500 nm were
detected. As the results elucidated, this technology has the potential to be improved and
incorporated into active food packaging to extend shelf life, or even, it may serve as solutions

for its incorporation into food films or dressings.

Keywords: Clove; Spontaneous emulsification; Ag-NPs.
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1 INTRODUCAO

Desde tempos pré-histdricos, compostos naturais, incluindo éleos essenciais (OES) e
seus componentes, tém sido utilizados devido, principalmente, ao seu sabor e fragrancia
inerentes. Partindo disso, reporta-se mais de 3.000 variedades conhecidas, destas, 300 s&o
comercialmente utilizadas nas industrias, incluindo a alimenticia e a farmacéutica (NI et al.,
2021).

Diante disso, mais atencao esta voltada para 0os compostos naturais € organicos como
uma abordagem ecologicamente correta em comparagdo aos seus equivalentes sintéticos e ndo
organicos, devido, atualmente, a uma crescente preocupacdo sobre os efeitos de varios
ingredientes alimentares a saide humana (BORA et al., 2020).

Essa recente repercussao, dada aos estudos sobre OEs, € devido as suas comprovadas
atividades bioldgicas em beneficios a satide. Como ressalto a isso, sua bioquimica e atributos
nutricionais ttm desempenhado relevancia na identificagédo de alternativas terapéuticas naturais
para estender seu potencial biotecnolégico (JUGREET et al., 2020).

Em vista isso, varios tipos de OEs tém ganhado mais atencdo, reporta-se: Eucalipto -
Eucalyptus (SONG et al., 2022) Tomilho - Thymus vulgaris (ALMASI et al., 2021), Pimenta-
do-reino - Piper nigrum (ZHANG et al., 2021), Cravo-da-india - Syzygium aromaticum
(BANERJEE et al., 2020; MONDEJAR-LOPEZ et al., 2022) , Horteld - Mentha piperita
(NAZEM et al., 2019), Rosa - grandiflora (Y1 et al., 2019) Capim-limdo - Cymbopogon
citratus (BALTI et al.,2018), Manjericdo - Ocimum basilicum (SUNDARARAJAN et al.,
2018), outros. Dentre esses, 0 cravo-da-india tem atraido a atengdo devido as suas potentes
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, destacando-se entre os demais.

Embora esses materiais apresentem inlmeras vantagens, algumas desvantagens séo
relatadas, cita-se a volatilidade, hidrofobicidade e degradabilidade a partir 60 °C (MAHANTA
et al., 2021). Além disso, é altamente instavel com variagdo de pH (DIMA & DIMA, 2015).
Neste sentido, varias tentativas ja foram feitas para preservar os compostos bioativos dos OEs,
mas as etapas de aquecimento no processo de prepara¢do podem levar a uma perda parcial do
OE, o que é uma limitacdo, visto que a otimizacao e a protecdo do contetdo do OE sdo cruciais
para a sua eficaz aplicacdo (ALEHOSSEINI & JAFARI, 2019).

Recentemente, uma solucdo empregada em engenharia para superar aqueles problemas
citados anteriormente, sdo as chamadas nanoemulsdes (NEs), que despontaram como uma
alternativa eficiente na obtencéo de sistemas nanoestruturados para entregar, de forma eficiente,
particulas ativas antimicrobianas (HE et al., 2021), antivirais (SAMPATH, 2020) e antifingicas
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(SATTARY et al., 2020; PERUMAL et al.,, 2021), uteis as industrias alimenticia e
farmacéutica.

Isso porque as NEs apresentam algumas vantagens em relacdo as emuls@es tradicionais,
principalmente em termos de propriedades fisicas, tais como: molhabilidade elevada (pela
escala nanométrica das goticulas), alta transparéncia e boa estabilidade fisica, dentre outras, o
que as tornam adequadas, por exemplo, para sua aplicacdo em alimentos e remédios
(GARAVAND et al., 2019, GARAVAND et al., 2022).

Assim, NEs obtidas dos OEs podem ser vantajosamente empregadas por néo
apresentarem efeito colateral adverso para a saude, devido aos componentes naturais do OE.
No que tange as suas aplicacfes, as NEs descurtinaram um novo cenario avassalador, tanto
guanto necessario, frente as emergentes necessidades, cada vez mais exigentes em niveis de
bioseguranca e baixo custo de producdo, para o enfrentamento de problematicas atuais
relacionadas a satde humana.

Dado os indicios, essa investigacdo pretende avaliar a influéncia do tempo de
armazenamento nas propriedades fisico-quimicas das NEs obtidas do 6leo essencial dos botdes
do cravo-da-india. Além disso, as NEs foram combinadas com as Ag-NPs para a obtencédo dos
nanofluidos (NE + Ag-NPs) com o intuito de potencializar os efeitos antimicrobianos e
antioxidantes do OEC, visando uma possivel aplicacdo, com a sua futura incorporagédo, em

filmes curativos e/ou alimenticios.
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2 JUSTIFICATIVA

Esse trabalho se justifica pelo potencial biotecnoldgico desencadeado por meio de um
material natural em substituicdo aos sintéticos, utilizando como precursor uma especiaria
conhecida (Cravo-da-india) principalmente pelo seu potencial comprovadamente antioxidante
e antimicrobiano, porém, tendo como diferencial uma resposta limpa, isto é, sem efeitos
colaterais adversos para salde e baixo impacto para a natureza. Para além disso, busca propor
solucBes para probleméticas emergentes, como a degradacdo de alimentos e a proliferacdo de
microrganismos multirresistentes, o que € uma preocupacdo em ordem continental. Deste
modo, é justificado o uso de materiais e técnicas que possam potencializar uma resposta limpa
e segura, tanto pelo encapsulamento do 6leo, através das NEs, como pela adicdo das Ag-NPs,

um nanomaterial também conhecido pelas suas potentes propriedades antimicrobianas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do tempo de armazenamento nas propriedades fisico-quimicas das
NEs, obtidas do dleo essencial dos botbes do cravo-da-india, e dos nanofluidos (NE + Ag-NPs)
preparados, para possivel aplicacdo como constituinte de filmes para revestir embalagens

resistentes a degradacao de alimentos e a proliferacdo de microrganismos.

3.2 Objetivos especificos

— Obter NEs estaveis no tempo de armazenamento;
— Caracterizar as NEs isoladamente quanto as suas propriedades fisico-quimicas: Turbidez

(Transmitancia-UV-Vis), Estabilidade fisica (Absorbancia-UV-Vis), Viscosidade dinamica
(Viscosimetro Rotacional) e pH (pHmetro);

— Obter Ag-NPs e caracteriza-las quanto a morfologia (MET) e estimar o tamanho de
particula;

— Obter um nanofluido pela mistura das Ag-NPs as NEs (Ag-NPs + NES);

— Monitorar a estabilidade fisica das NEs e dos nanofluidos pela técnica de espectroscopia

durante o armazenamento, isto &, apos a preparacao (t-0), decorrido 30 (t-30) e 60 dias (t-60).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Objetivando destacar o foco atualizado sobre o contedo desta pesquisa, tendo como
embasamento relatos anteriores, sobretudo para as aplicagfes das NEs, os dados foram
levantados de 2004 a 2022, sendo que mais 50% das bibliografias consultadas foram publicadas
nos ultimos cinco anos. Plataformas de busca como Science direct, Web of Science, Science
direct, Pubmed, scorpus, outras, foram utilizadas para levantar os dados pela entrada de
palavras-chave como: cravo-da-india, nanoemulsdes, 6leo essencial do cravo, biofilmes, filmes

curativos, nanoparticulas de prata Ag-NPs.

4.1 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

A espécie Syzygium aromaticum (sinbnimo: Eugenia cariophylata), da familia Myrtaceae,
comumente conhecido como cravo-da-india, € uma arvore de tamanho médio (8-12m) nativa
das ilhas Maluku no leste da Indonésia. Durante séculos o comércio de cravo e a busca deste
valioso material estimularam o desenvolvimento econémico daquela regido asiatica
(KAMATOU et al., 2016).

Atualmente, os maiores paises produtores de cravo sdo a Indonésia, india, Malasia, Sri
Lanka, Madagascar e Tanzania, especialmente a ilha de Zanzibar. No Brasil, ele é cultivado
principalmente no nordeste, no estado da Bahia nas regides de Valenga, Ituberuma, Taperouma
e Camamu, onde aproximadamente 8.000 ha s&o cultivados, produzindo cerca de 2500 t/ano
(OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2009). A Figura 1, exibe os mapas de ocorréncia

e fenologia em ambrangéncia continental.

Figura 1 - Mapas de ocorréncia (a) e fenologia (b)

|—) Hemistério Ocidental (—I |—) Llemisfério Oriental (—‘l Hemisfério Norte

Oceano Artico 25

“
<«

15 g Folha

Fenologia (%)

g Furopa z 1 7 % a Flor
Z. Amé % " 5 Fruto
S América doNorte Oceano Alintico Asia 8 05 B
5 g 0
£ ° 2
& L & F e S
América do Central S E Y & £
@ ) ql\e, &
T Afri > 9§
I J Hemisfério Sul
Oceano Pacifico Austrilia &
= América do Sul o Oceano indico p 5 4
2 Occano Adintico o 5
% _2 g\ Folha
E g = 2 Flor
2 - [<}
= =Y £
i o 14 Fruto
I [
Antérctida 0
&
I—) Hemisfério Ocidental <—{ |—> Hemisfério Oriental <—] &

=

™ L (b)

Fonte: Adaptado de (Leaflet | GBIF, OpenStreetMap)



22

Dada a sua fenologia, o cravo-da-india é frequentemente cultivado em areas costeiras em
altitudes maximas de 200 m acima do nivel do mar. A producdo de botbes florais, que é a
principal parte comercializada desta arvore, inicia apos 4 anos de plantio. Os botdes florais
mostrado na Figura 2, sdo coletados na fase de maturacdo antes da floragcdo. A coleta pode ser
feita manualmente ou mediada quimicamente utilizando um fitohormonio natural que libera

etileno no tecido vegetal, produzindo maturagéo precoce (FILHO, 2013).

Figura 2 - Botdes florais do Syzygium aromaticum in natura

A

Fonte: PI@ntNet gratuito, Daniel Barthelemy (1999)

4.2 Compostos quimicos isolados do OEC

Embasado em relatos, Neveu et al. (2010), o cravo representa uma das principais fontes
vegetais de compostos fendlicos como flavondides, acidos hidroxibenzoicos, acidos
hidroxicinamicos e hidroxifenil propenos. Constatou-se que rendimento de até 18% do OE
podem ser extraidos dos botGes florais da planta. O eugenol (C10H1202) € o principal composto
bioativo identificado no OEC, em concentragdes que variam de 9381.70 para 14650.00 mg por
100g de material vegetal fresco (NEVEU et al., 2010). Especula-se que proximadamente 89%
do 6leo essencial de cravo é eugenol e 5-15% ¢ acetato de eugenol e B-cariofileno (JIROVETZ
et al., 2006).

Levando em consideracdo os acidos fendlicos, destaca-se que o acido galico é o composto
encontrado em maior concentracgao (783,50 mg / 100 g de peso fresco) no OEC. No entanto,
derivados como taninos hidrolizaveis estdo presentes em maiores concentracbes (2375,8
mg/100 g). Outros acidos fendlicos encontrados sdo os acidos cafeico, ferulico, elagico e
salicilico, bem como, flavondides como kaempferol, quercetina e seus derivados (glicosilado)
também foram identificados em concentracfes mais baixas (SHAN et al., 2005).

Além desses, outro importante composto detectado no OEC em concentracfes de até

2.1% é o a-humuleno. Alguns compostos volateis também foram relatos em concentra¢fes mais
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baixas, tais como o B-pineno, limoneno, farnesol, benzaldeido, 2-heptanona e hexanoato de
etilo (CORTES-ROJAS et al. 2014).

Adicionalmente a isso, em uma investigacdo posterior, XU et al., (2016), obtiveram OEC
como um liquido amarelo transparente com rendimento de 12,8% (v/p). A composic¢ao quimica
do OE foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS).
No total, foram identificados 22 componentes, representando 95,80% da quantidade total.
Como esperado, o Eugenol (76,23%) foi o principal componente detectado, seguido por f-
cariofileno (11,54%), Oxido de cariofileno (4,29%) e Acetato de eugenil (1,76%),

respectivamente (XU et al., 2016). Assim, a Tabela 1, transmite o resultado obtidos de forma

resumida.
Tabela 1 - Composi¢do quimica do 6leo essencial dos botfes do cravo.
Composto Area de pico Composto Area de pico

(%) (%)
2-Pineno 0,02 Eugenol 76,23
a-Pineno 0,03 B-Cariofileno 11,54
Eucaliptol 0,14 ACariofileno 0,64
Salicilato de metila 0,06 (—)-b-Cadineno 0,12
Chavicol 0,09 B-Selinene 0,25
4-Alilanisol 0,13 a-Selinene 0,16
Anetol 0,11 Oxido de cariofileno 4,29
a-Muurolene 0,01 Jasmone 0,07
a-Copaene 0,05 Ledol 0,03
Valencene 0,01 Globulol 0,04
Acetato de eugenil 1,76 Cedrene 0,02

Fonte: (XU et al., 2016)

Para que haja uma compreensdo objetiva do potencial biotecnologico do OEC, a Tabela
2 também foi construida com base em relatos de pesquisadores, desta forma, apresenta 0s
principais compostos bioativos dos OEs, relacionando-se a estrutura quimica com as suas

respectivas bioatividades.

Tabela 2 - Classes de compostos bioativos

Compostos Exemplos Estruturas quimicas Bioatividades  Referéncias
/ (TONYALI
i et al., 2020)
Fenois eugenol, carvacrol, ~ _-° antimicrobiano
chavicol, timol, , anestésico,  SIMIONAT
imunoestimula O et al.
Eugenol nte (2019)

AN
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Esteres

Oxidos

Alcoois

Cetonas

Aldeidos

Hidrocarb

onetos

acetato de linalilo,
acetato de geraniol,
acetato de eugenol,
acetato de bornilo.

oxido de bisabolona,

oxido de linalol,

oxido de esclareol,

ascaridol.

linalol, mentol,

borneol, santalol,
nerol, citronelol,

geraniol

carvona, mentona,
pulegona, fenchone,

canfora, tujona,
verbenona

citral, mirtenal,
cuminaldeido,
citronelal,
cinamaldeido,
benzaldeido

pineno, sabineno,
cimeno, mirceno,

felandreno,

Limoneno; mirceno

/\/‘\/\/L
(©)

Oxido de linanol

o

anestésico,
anti-
inflamatorio,
antifangico

anti-
inflamatorio,
estimulante

Antimicrobian
0, anti-séptico,
anestésico,
anti-
inflamatorio

antiviral,
neurotdxico,
analgésico,
digestivo,
espasmolitico

Antiviral,
antimicrobiano
,hipotensor,
calmante,
antipiretico

antiviral,
antitumoral,
antibacteriano,
estimulante

(SYED et al.,
2020)

(KHAN et
al., 2013)

MONZOTE
et al., (2018)

SATYAL e
SETZER
(2020) Tu et
al. (2018)
BONDA et al
(2020)

ESMAEILI et
al. (2020)
DONG et al.,,
(2020)

NAZEM et al.
(2019)

TONYALI et
al., (2020)

(WANG et
al., 2019)
BORA et al
(2020)

SATYAL e
SETZER
(2020)

TU et al
(2018)

SIMIONATO
et al. (2019)

Fonte: Autor, 2022
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4.3 Atividade antioxidante do OEC

Segundo Pérez-jiménez et al., (2010), o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos, criou um banco de dados com o contetdo de polifendis e atividade antioxidante de
diferentes tipos de alimentos. Entre as especiarias investigadas, 0 cravo apresentou o maior teor
de polifendis e compostos antioxidantes. Destaca-se, portanto, o enorme potencial do cravo-da-
india como eliminador de radicais e como fonte comercial de polifendis (PEREZ-JIMENEZ et
al., 2010).

Nesta mesma ordem, um estudo comparativo, Shan et al., (2005), 26 especiarias foram
investigadas e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, seguida da analise in
vitro da atividade antioxidante total pelo método 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acidosulfonico), (ABTS). O Cravo (botdes) foi a especiaria que apresentou maior atividade
antioxidante e teor de polifenois, (168,660% 0,024) e de acido galico (14,380% 0,006 g)
(equivalentes/100g de peso seco) (SHAN et al., 2005).

Seguindo nessa perspectiva, agora com foco no impacto de ingredientes alimentares a
salde, a avaliacdo da atividade antioxidante do cravo também foi testada por varios métodos,
como o B-caroteno, tiocianato férrico, radical 1,1-difenil-2-picril hidroxila (DPPH), 2,2'-azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), (ABTS), outros. Concluiu-se que a atividade
antioxidante do cravo é comparavel ao hidroxitolueno butilado (BHT), um composto sintético
comumente empregado como conservante de alimentos (BAMDAD et al., 2006; GULCINA et
al., 2004, DUDONNE et al., 2009).

Neste sentido, a atividade antioxidante OEC em comparacdo com antioxidantes
sintéticos, com a eliminagéo do radical DPPH, foi convencionada na seguinte ordem: (OEC >
hidroxianisol butilado (BHT) > alfatocoferol > Trolox) provando o enorme potencial do OEC

como conservante de alimentos (GULCIN et al., 2012).

4.4 Atividade Antioxidante do Eugenol

A atividade antioxidante do eugenol foi testada por varios métodos com foco na relagéo
estrutura-atividade. Comparado ao (BHT), Trolox e a-tocoferol, o eugenol apresentou maior
atividade antioxidante na maioria dos métodos testados (DPPH, ABTS, N, N-dimetil-p-
fenilenodiamina (DMPD), outros. Observou-se que os polifendis vegetais sdo multifuncionais
no sentido de que podem atuar como agentes redutores, doadores de atomos de hidrogénio e
captadores de oxigénio (GULCIN, 2011).
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Nesta mesma linha de raciocinio, constatou-se que o eugenol permite a doacdo de um
atomo de hidrogénio e posterior estabilizacdo do radical fenoxil formando compostos estaveis
que ndo iniciam ou propagam a oxidacdo. De maneira mais clara, a molécula de eugenol,
exibida na Figura 3, possui uma interessante conjugacdo da cadeia carbénica com o anel
aromatico que poderia participar da estabilizacdo do radical fenoxila por ressonancia. Entéo,
foi proposta a hipétese de que o eugenol reduz dois ou mais radicais DPPH, apesar da
disponibilidade de apenas um hidrogénio de um grupo hidroxila. Além disso, a formacéo de
dimeros de eugenol (desidrodieugenol) com dois grupos hidroxila fendlicos originados de
radicais intermediarios de eugenil também foi proposto como mecanismo entre eugenol e
radicais DPPH (CORTES-ROJAS et al. 2014).

Figura 3 — Estrutura molecular do Eugenol

o Hidrogénio

Fonte: Autor, 2022

4.5 Atividade antimicrobiana do OEC

No levantamento bibliogréfico realizado, a atividade antimicrobiana do cravo-da-india
foi comprovada contra varias cepas de bacterias, fungos e virus, atraves do emprego de
diferentes formulacGes. Embasado nisso, a Tabela 3 foi construida com base nos principais

achados relatados.
Tabela 3 — Atividade microbiana do OEC

Formulagdo Patdgeno (bactéria) Acéo bactericida Referéncia
Eugenol+ Escherichia coli (E. coli)  inibicdo do crescimento (BURT &
carvacrol O157:H7 e Listeria em superficies de REINDERS, 2003;

monocitogenes alimentos
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PEREZ-CONESA
et al., 2006).

inibiu o crescimento (ALl et al., 2005)

Eugenol+ 31 cepas de
cinamaldeido Helicobacterpylori depois de 9 e 12h de
2ug/mL incubacao
Extrato (Escherichia coli, efeito bactericida (SOFIA et al.,
aquoso do Staphylococcus aureus e completo 2007).
OECem1le Bacillus cereus
3%
OEC+ Staphylococcus concentracfes (FU et al., 2007).
Alecrim epidermidis,Staphylococcus inibitérias minimas
aureus, Bacillus subtilis, E.  entre 0.062% e 0.500%
coli, Proteus vulgaris, (V/v)
Pseudomonas aeruginosa
Formulacéo Patogeno (fungo) Acao antifungica Referéncia
OEC Mucor sp. > Microsporum lise dos esporos e (RANA et al.,
(eugenol) gypseum > Fusarium micelas e ruptura de 2011; DEVI et al.,
monoliforme NCIM 1100 > membrana e 2010)

Trichophytum rubrum > deformacdo de

macromoléculas

induzidas por eugenol

Aspergillus sp. > outros

OEC Microsporum canis (KCTC  atividade maxima na (PARK et al.,
6591), Trichophyton concentragéo de 0.2 2007).
mentagrophytes (KCTC mg/mL com eficéacia de
6077), outros atée 60%
(Eugenol + Candida albicans atividade anticandida (CHAMI et al.,
Carvacrol) vaginal e oral 2004; GARG &
SINGH, 2011)
Formulacéo Patogeno (Virus) Acéo antiviral Referéncia
0 extrato Virus influenza A, virus potencial antiviral, (OSMAN et al.,
aquoso OEC  herpes simplex tipo 1, virus impacto antiviral 2019; SAEED et
al., 2021).

(eugeniina) da hepatite C
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OEC SARS-COV-2 Inibigdo da protease (REHMAN et al.,
(biflorina) principal (3CLpro) (- 2020).
8,5 kcal/mol)

OEC virus da Dengue (DENV). inibicdo das proteases (SALEEM et al.,
(Biflorina + DENV2 (89,6 e 58,9 2019).
isobiflorina) puM) e DENV3 (219 e

337 uM)

Fonte: Autor, 2022

4.6 Toxicidade e citotoxicidade do OEC

Segundo evidéncias, 0 6leo essencial de cravo é geralmente reconhecido como substancia
segura quando consumido em concentragdes inferiores a 1500 mg/kg. Por outro lado, a
organizacdo mundial da saude (OMS) estabeleceu que a quantidade diaria aceitavel de cravo
por dia € de 2.5 mg/kg de peso em humanos (GULCIN et al.,2012; BATIHA et al., 2020;
SAEED et al., 2021).

Como reforgo a isso, segundo relatos, Dolezelova et al., (2011), a toxicidade do 6leo de
cravo também foi testada em duas espécies de peixes de aquario, Danio rerio e Poecilia
reticulata, as concentragdes letais médias em 96 h eram (18,2 £ 5,52) mg/mL em Danio rerio
e (21,0 + 0,8) mg/ml em Poecilia reticulata (DOLEZELOVA et al., 2011).

Os achados de Guénette et al., (2007), também provaram que o eugenol é facilmente
absorvido quando administrado por via oral atingindo rapidamente o plasma e o sangue com
meia-vidas médias de 14,0 e 18,3 h, respectivamente. Além disso, o efeito cumulativo foi
hipotetizado e associado ao alivio da dor neuropatica ap6s administracdes diarias repetidas
(GUENETTE et al., 2007).

De forma mais ampla, em um artigo denso, Slamenova et al., (2009), os efeitos
citotoxicos (danificar células) e genotoxicos (danificar o Acido Desoxirribonucleico - DNA) do
eugenol e do borneol foram investigados. Sobre isso, a capacidade de modular a resisténcia
contra os efeitos nocivos do peroxido de hidrogénio (H202) sobre o DNA de diferentes cepas
de células humanas: celulas malignas do hepatoma (HepG2), células malignas do célon humano
(Caco-2) e ndo malignas de fibroblasto humanos (VH10). Com relagéo a toxicidade, o eugenol
apresentou fortes efeitos genotdxicos em células VH10, efeitos genotdxicos médios em células
Caco-2 e efeitos ndo danosos sobre as células HepG2. Constatou-se também que os efeitos

citotoxicos do eugenol foram mais fortes do que os do borneol (SLAMENOVA et al., 2009).
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Porém, segundo a inscricdo de Atsumi et al., (2005), embora haja muitos relatos sobre a
atividade antioxidante do eugenol, em alta concentracédo ele pode ser pré-oxidante (induzem o
estresse oxidativo). Em relacéo a isso, a citotoxicidade do eugenol a niveis intracelulares, para
uma linhagem de células submandibulares humanas (HSG) foi averiguada. Verificou-se que na
presenca de estresse oxidativo, o eugenol aumentou niveis de espécies redutoras de Oxigénio
em baixas concentrac6es (5-10 umol/L), mas diminuiu em altas concentra¢des (500 umol/L)
(ATSUMI et al., 2005).

4.7 Nanoemulséo (NE)

4.7.1 Conceitos relacionados as nanoemulsdes

Tem sido reportado frequentemente, abordagens microfluidicas de ruptura de goticulas
em nanoescala para a obtencdo de sistemas liquidos estruturados de ndo equilibrio Uteis,
principalmente, as industrias alimenticia e farmacéutica.

A partir desta perspectiva, as NEs sdo consideradas dispersdes bifasicas de dois liquidos
imisciveis termodinamicamente instaveis, que podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-
em-o6leo (A/O), estabilizados por surfactante anfifilico e emulsificantes, com particulas na faixa
de 10 -200 nm (KORMA et al., 2019; REHMAN, et al., 2019a; LIEW et al., 2020).

Estendendo esta convengdo para as emulsfes metaestaveis, NEs podem ser definidas
como emulsdes com tamanhos de goticulas na faixa (10-200 nm) (MASON et al., 2006), tendo
como precursores, variados métodos de preparagédo, destacando-se principalmente: ultra-som
(YAZGAN, 2020), cisalhamento (LIU et al.; 2021) e homogeneizacdo espontanea
(SUGUMAR et al., 2015), esta ultima é foco deste trabalho.

No que tange esse trabalho, convencionou-se que as NEs sdo sistemas liquidos
polifasicos, imisciveis (duas ou mais fases com ou sem emulsificador) contendo nanogoticulas
(Rmedio < 200 nm) possuindo boa estabilidade cinética, de aparéncia transparente ou
ligeiramente opaca (SUGUMAR et al., 2014).

Neste sentido, ao focalizar o potencial biotecnoldgico das NEs, considera-se que a
estabilidade fisica e a biodisponibilidade das substancias ativas encapsuladas sdo altamente
melhoradas, para evitar fendmenos convencionais de desestabilizag&o, tais como: cremosidade,
sedimentacdo, coalescéncia e floculagdo (CHOI & MCCLEMENTS, 2020). Além disso, a
atuacdo de um surfactante (T-80) na interface 4gua-6leo, garante a persisténcia das NEs a longo
prazo, apesar de sua metaestabilidade, ao impedir o movimento de coalescéncia das goticulas
(HOU et al., 2021).
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Em vista isso, a vantagem das NEs é o tamanho reduzido de gota (molhabilidade
elevada) o que permite rapida penetracdo dos componentes ativos, acrescentando a isso, a
possibilidade de dilui-las com &gua sem alterar a distribuicdo do tamanho das goticulas. Dentre
outras vantagens reportadas, inclui-se: a capacidade de serem filtradas, viscosidade
relativamente baixa e melhoria das propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, bem como
facilidade de producédo e aumento de escala (GUPTA, 2019; NAJAFI-TAHER et al., 2018).

Para além disso, as NEs possuem algumas propriedades fisicas interessantes que as
distinguem das emulsdes comuns. As emulsGes geralmente exibem uma forte dispersao
maltipla de luz visivel (efeito Tyndall) e, como resultado, apresentam uma aparéncia
esbranquicada (HUNTER,1986). Por outro lado, as estruturas nas NEs s&o muito menores do
que os comprimentos de ondas visiveis, parecendo opticamente transparentes (ZHANG et al.,
2015).

4.7.2 Técnicas para a preparacao das NEs

Como ja se sabe, a fabricacdo de NEs pode ser alcancada empregando dois métodos, as
técnicas de cima para baixo (top-down) e as de baixo para cima (bottom-up).

As técnicas bottom-up, compreendem a auto-organizacdo e auto-montagem de
moléculas para materiais de construcéo influenciados por inumeras caracteristicas como forca
ibnica, pH, calor e concentracdo. Nanoprecipitacdo, coacervacgdo, encapsulamento de fluido
supercritico sdo alguns exemplos. Esses métodos sdo considerados mais superiores porque tém
maior controle sobre o tamanho das particulas, bem como sobre a estrutura e consomem menos
energia (RASHIDINEJAD et al., 2020).

Por sua vez, as técnicas top-down incluem a exploracdo de ferramentas precisas, que
permitem a modelagem estrutural e reducdo de tamanho para a aplicacdo necesséria do
nanomaterial. Sdo exemplos, a extrusdo, homogeneizagéo, eletrofiacdo/pulverizacdo, nano
spray dryer e evaporacao de solvente de emulsificacdo, (ASHRAF et al., 2020; GARAVAND
et al., 2020).

Em relacdo a producédo das emulsdes, elas podem ser criadas de diferentes formas, tais
como, emulsdes simples (agua em 6leo (A/O), e 6leo em agua (O/A) e emulsdes duplas (6leo
em agua em Oleo (O/A/O) e agua em 6leo em agua (A/O/A). As NEs de 6leo em agua (O/A),
foco desta investigacdo, € uma mistura de mais de duas fases liquidas imisciveis em que um
liquido € disperso em outro e estabilizado por um emulsificante como camada protetora
(REHMAN et al., 2019b; REHMAN et al, 2020a).
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No entanto, para tornar reproduzivel uma NE estavel, considera-se que um grande
namero de fatores deve ser controlado. Isso inclui a selecdo de uma formulagcdo adequada,
controle na ordem de adi¢cdo dos componentes e aplicacdo de cisalhamento de maneira que haja
rompimento efetivo das goticulas (CHIESA et al., 2008).

Para que isso ocorra adequadamente, as moléculas da fase dispersa devem ser insoltveis
na fase continua de modo que o amadurecimento de Ostwald ocorra de forma controlada. A
supressdo deste efeito de desestabilizacdo pode ser alcangada por varios métodos, mas escolher
um liquido muito insoltvel para a fase dispersa é a solucdo mais relatada (FRANZOL &
REZENDE, 2015). A Figura 4 mostra a formacao das micelas pela interagdo dos componentes
da NE.

Figura 4 — Formagao de micelas nanométricas
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Fonte: Autor, 2022

4.7.3 Acdo antimicrobiana das NEs

Para melhorar a compreensdo sobre o mecanismo de atuacdo das NEs, a seguir sera
apresentada uma breve abordagem. Para tanto, a Figura 5 descreve de forma resumida os
possiveis formas de interacdo das NES em microrganismos. Assim, propde-se que a acao
combinada dos componentes bioativos encapsulados, pode potencializar a agdo antimicrobiana,

podendo causar:

a) danos a integridade da membrana celular bacteriana interagida, resultando em ruptura
completa (extravasamento), perda irreversivel de viabilidade (BORA et al., 2020;
(SUGUMAR et al., 2014);

b) aumento na permeabilidade da bicamada fosfolipidica celular devido a lipofilicidade dos

OEs e aumento da molhabilidade, permitindo a transferéncias dos componentes
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antibactericidas dos OEs, exercendo o efeito inibitorio sobre as bactérias (MOGHIMI et
al., 2016);

solubilizacdo parcial da membrana celular por acidos graxos, levando a liberacdo de
proteinas da membrana resultando no desacoplamento da fosforilacdo oxidativa ou inibicdo
da absorc¢éo de enzimas e nutrientes, levando a bacteriostasia (DESBOIS & SMITH, 2010);
eliminacdo de radicais livres e um efeito inibitério reduzindo a sintese de ergosterol,
prejudicando a formacdo de tubos reprodutivos (MUTHAIYAN et al., 2012);

alteracdo no potencial de membrana e inibicdo da sintese da parede celular, resultando no
decrescimento celular (ZHANG et al., 2016);

inibicdo das reacGes intracelulares e processos de reparo e transcricdo do DNA levando a
oxidacdo das células (MITH et al., 2014);

destruicdo da estrutura do DNA impedindo a expressdo génica levando a lise celular
(MUTHAIYAN et al., 2012);

diferencas potenciais entre os dois lados da célula interagida, resultando em dissolucéo e
morte celular por perturbar os sistemas de transporte de elétrons (MUTHAIYAN et al.,
2012; ZHANG et al., 2016);

afetacdo do metabolismo energético (liberacdo, transferéncia e utilizacdo de energia-ATP),
inibindo o crescimento celular (NI et al., 2021);

reducdo de enzimas-chave pela inibicdo da via embden-meyerhof-parnas (EMP) (CUI et

al., 2018);

k) quimerismo no DNA, levando a inibicéo da atividade biologica (WANG et al., 2019).

Figura 5 - Mecanismo de interacdo das NEs
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4.7.4 AplicagOes das NEs

Recentemente, algumas pesquisas foram conduzidas com sucesso através da adi¢do das
NEs em biopolimeros. Sobre isso, alguns relatos de pesquisadores serdo abordados nos
paragrafos seguintes.

Partindo disso, tem sido sugerido que a incorporacédo de bioativos lipofilicos em NE tem
varios beneficios. Porém, a estabilidade dos OEs por um longo periodo de tempo é a principal
restricdo que limita seu uso mais amplo de aplicagbes. Assim, tornou-se emergente a
incorporacdo dos OEs em sistemas de NEs e usados para aplicagdes industriais como
antioxidantes naturais para reduzir a estabilidade oxidativa e aumentar a atividade antioxidante
desses sistemas (RASHED et al., 2021).

Com o foco na crescente preocupacdo com a saude, NEs contendo OEs tem sido
amplamente utilizadas nas industrias devido a capacidade de superar os problemas citados
acima. Para além disso, as NEs como sistema de entrega, pode melhorar a baixa estabilidade
dos OEs, manter a atividade dos componentes bioativos e minimizar seus efeitos sensoriais
(caracteristicas organolépticas), devido melhor difusdo das NEs, o que as tornam candidatas
ideais para serem utilizadas em sistemas alimentares, como bebidas, sopas, molhos e xaropes
(REHMAN, et al., 2021; SALVIA-TRUJILLO et al., 2014).

Além dessas observag0es, estruturalmente o tamanho de particula nas NEs, faz surgir
algumas caracteristicas distintivas, como a maior estabilidade contra a agregacgéo de goticulas
e separacdo gravitacional, podendo ser utilizadas em muitas aplicacbes farmacéuticas para
encapsulamento, prote¢do, ou para fornecer compostos bioativos hidrofilicos e lipofilicos de
alta eficiéncia (MCCLEMENTS, 2015; ROOHINEJAD & GREINER, 2017).

Além das solugcbes mencionadas anteriormente, devido a possibilidade de
biocompatibilidade com polimeros utilizados como material de parede, ha a comprovada
eficiéncia antioxidante das NEs de OEs em substituicdo a aditivos sintéticos. Essa descoberta
estd ganhando cada vez mais interesse como material de escolha em formulagdes para
encapsulamento (ADRAR et al., 2016; SAID et al., 2016).

Em relacéo a isso, cita-se um exemplo em que NEs a base de hidroxipropilmetilcelulose
foram equipados pelo método de emulsificacdo espontanea e ultrassonicacao, resultando em
menor tamanho de gota, 169+23 nm, apresentando atividade antioxidante aproximadamente 46
e 69 % maior do que os tratamentos de controle (LEE et al., 2014).

Nesta mesma linha, um antigo contemporaneo ao anterior, Rehman, et al.,(2019),

revisou extensamente a formulacédo e fabricacdo de NEs a base de biopolimeros aprisionadas
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de OEs, abrangendo a discusséo sobre a viabilidade de carregamento de OEs em sistemas de
entrega de NEs incorporadas com diversos tipos de biopolimeros, e seu potencial antioxidante
como estratégia de preservacdo para retardar e/ou interromper o processo de oxidagdo em uma
ampla gama de aplicac@es de produtos alimenticios (REHMAN et al., 2021).

Adicionalmente ao que foi levantado sobre as NEs, sabe-se que elas podem ser usadas
como curativos ndo toxicos e ndo aderentes. Elas atuam como uma barreira protetora devido a
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades mecénicas e fisico-quimicas,
capacidade de biorreabsorcao e custo relativamente baixo. De maneira andloga, sdo adequadas
para barreiras biolégicas e biomédicas para a exploracdo de componentes bioativos
direcionados em locais alvo no corpo (SHANMUGAPRIYA, et al.; 2019).

Partindo dessa perspectiva, NEs foram utilizadas para tratamentos alternativos contra
feridas cutaneas diabéticas para acelerar a cicatrizacdo e equilibrar o estresse oxidativo, além
disso, introduziram alta porosidade e alta umidade nos ambientes da ferida, permitindo assim a
remocado do excesso de exsudato da ferida e obtengdo de isolamento térmico. Em particular, o
uso de NEs para o tratamento de diabetes aumentou devido a reducao transitoria da glicose no
sangue, diminuicdo da inflamacdo prolongada, reducdo de exsudatos e aumento do sistema
antioxidante e acdo da insulina (MOSTAFA et al., 2015).

Devido as suas inumeras vantagens, essa tecnologia pode ser especificada para sua
aplicacdo em embalagens ativas projetadas para assegurar a vida Util dos alimentos e/ou para a
sua incorporacdo em filmes curativos de alto desempenho, podendo ser criada pela
incorporagdo de antimicrobianos, antioxidantes, filtros de luz, inibidores de transporte,
modificadores de textura, dentre outros ingredientes funcionais (ACEVEDO-FANI et al.,2015).

4.7.5 Nanoemulsdes aplicadas em embalagens alimenticias

O armazenamento prolongado dos alimentos pode ter um impacto negativo na sua
qualidade, o que forca o uso de conservantes sintetizados quimicamente. Porém, esses aditivos
sintéticos apresentam riscos potenciais a saide humana e ao meio ambiente, portanto, o
desenvolvimento de embalagens inteligentes tornou-se, atualmente, o foco de pesquisadores
(SEDAGHAT DOOST, et al., 2020).

Em relacdo a isso, as aplicacdes atuais das NEs em embalagens ativas de alimentos
incluem sua aplicacdo em varios alimentos na forma de filmes e revestimentos. De tal modo, a
adicdo de OE tem efeito sobre a microestrutura do material de embalagem final, aumentando
as propriedades de tracdo, barreira bioldgica e Optica e, melhoria das propriedades
antibacterianas e antioxidantes dos materiais de embalagem (SHARMA et al., 2021)
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Vantajosamente, as técnicas antigas estdo sendo modificadas pela incorporacao desses
compostos ou extratos antimicrobianos naturais para a melhoria das propriedades bioldgicas
dos materiais de embalagens. Nesse sentido, as NEs sdo fortes candidatas, o que permite
destacar que a incorporacdo de compostos ativos em polimeros sintéticos e sua aplicacdo em
formulacdes de revestimentos pode ser uma estratégia valiosa para melhorar a vida de prateleira
de alimentos embalados (NI et al., 2021).

Embora novas soluc@es sejam projetadas, o principal problema das embalagens ativas é
controlar a rapida migracdo dos compostos ativos para aumentar a eficiéncia das embalagens
durante a vida de prateleira. A migracdo de compostos ativos em substancias biodegradaveis
estd relacionada a composicdo dos alimentos, o que é um complicativo. Portanto, as
concentracdes liberadas ndo devem ser muito altas ou muito baixas para evitar efeitos adversos
nas propriedades sensoriais e toxicologicas, deve-se administrar a uma taxa controlada
(JUGREET et al., 2020).

Com o foco nisso, novas embalagens ativas foram preparadas consistindo de filmes
biopoliméricos construidos para formar uma rede de gel com propilenoglicol como
plastificante, contendo uma mistura de 6leo essencial de tomilho, &cidos organicos e surfactante
ndo ibnico (Tween®80). Os resultados do estudo mostraram que foi possivel obter
nanogoticulas com eficacia para a liberagao nos filmes (ALMASI et al., 2021).

Assim, biopolimeros (polissacarideos e proteinas) de origem vegetal, animal e
microbiana tém sido amplamente utilizados para fabricar materiais de embalagem comestiveis,
biocompativeis, biodegraddveis, renovaveis e atoxicos para produtos alimenticios
(MOHAMED et al., 2020).

A esse respeito, um estudo recente, Shen et al., (2021), reportou a incorporacao de NEs
carregadas de (OEC) e outros ingredientes, ao fluido base do filme de pululano-gelatina em trés
niveis (0,2%, 0,4% e 0,6%). Os tamanhos de goticulas da NE carregados com OEC foram 15,93
nm. O indice de polidispersividade (PDI) da NE estavel, foi de 0,262. Os resultados mostraram
a compatibilidade melhorada entre pululano-gelatina e nanocarreadores com adicdo de o6leo
essencial (SHEN et al., 2021).

Nesta mesma linha, um outro retatério, GHANI, et al., (2018), concluiu que a
incorporacdo de NEs a base de OE de orégano fabricadas por ultra-som com um tamanho de
gota nanométrico em filmes bioativos a base de polissacarideos de soja soltvel, melhorou
extensivamente a atividade fisica de barreira e antioxidante dos filmes (GHANI, et al., 2018).

Reporta-se ainda, solu¢cdes nas quais nanocarreadores biodegradaveis tém sido

utilizados para a incorporacao de diversos OEs. Nanocarreadores biopoliméricos carregados
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com OE foram utilizados como antioxidantes e antimicrobianos em embalagens ativas de
alimentos (PEREZ-CORDOBA et al., 2017). Neste sentido, Cui, et al., (2018), preparou uma
formulacdo de embalagens de frango cru com uma membrana de nanofibra de quitosana
contendo lipossomas de 6leo de Tea tree, que inibiu Salmonella em 99,9% apds quatro dias de
tratamento sem afetar a qualidade sensorial (CUI, et al., 2018).

De forma anéloga, foi avaliado o efeito de manutencdo da frescura do isolado de
proteina de soro de leite de manjerona carregado com uma nanoemulsdo de decapagem. Os
resultados mostraram forte efeito antioxidante e também a manutencéo do frescor, o que mostra
seu valor potencial como uma embalagem ativa (ALMASI, et al., 2020).

Adicionalmente a isso, uma pesquisa comparativa, avaliou filmes de amido a base de
NE preparada a partir do OE de Zataria multiflora e cinamaldeido que apresentou maior
atividade antioxidante, em comparacdo com a NE convencional, em hambdrgueres de carne
bovina durante o armazenamento por 20 dias. Considerando o tamanho de gota da NE
empregada, constatou-se que os compostos fenolicos do OE inibiram a formacdo de radicais
livres e aumentou a estabilidade oxidativa o que resultou na regressao da etapa inicial de
oxidacdo e formacao de peréxidos (AMIRI et al., 2019; GHADETAJ et al., 2018).

4.7.6 Nanoemuls@es aplicadas em filmes curativos

Nos ultimos anos, pesquisas relacionadas as propriedades medicinais dos OEs tornaram-
se cada vez mais popular. Entre elas, o sistema de liberacéo de nanodrogas, fornecendo valores
de referéncia para os OEs como medicamentos, como o controle continuo da liberacdo de
drogas na penetracdo tecidual profunda com tamanho de nanoparticulas, a captacdo celular e a
protecdo da terapia medicamentosa no local a niveis extracelulares e intracelulares
(MEHDIZADEH & MOGHADDAM, 2018).

Sobre isso, considera-se que a cicatrizagdo de feridas € um processo dindmico que possui
uma resposta restauradora natural com o restabelecimento da integridade e funcionalidade do
tecido lesado. Nesses casos, as NEs podem ser usadas para promover e iniciar a cicatrizacdo de
feridas dérmicas e epidérmicas com base em processos fisiologicos altamente regulados usando
varios tipos de células e vias para restaurar a integridade e a hemostasia (manutencdo da
circulacdo sanguinea) do tecido (BOATENG et al., 2008).

Atualmente, o encapsulamento do OE tem se mostrado um método viavel e eficaz,
principalmente para regular a taxa de liberacdo do fArmaco, proteger as substancias ativas da
interacdo ambiental, reduzir sua volatilidade e aumentar sua atividade biolégica (SEDAGHAT
DOOST et al.,2020, YUAN et al., 2019).
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Em relacdo a esse aspecto, muitos sistemas de entrega, incluindo NE em filmes
carregados de OE com alta biodegradabilidade e biocompatibilidade foram relatados, incluindo
NPs a base de polimeros e de lipidios (NI et al., 2021). Por exemplo, biopolimeros como
alginato, pectina, amido e quitosana sdo principalmente conhecidos por serem as matrizes
bioadesivas potenciais. Neste sentido, as NEs carregadas de OEs fabricadas através de
biopolimeros bioadesivos podem expandir o tempo de atuacao, bem como a absor¢édo dos OEs.
Essas evidéncias sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos biopolimeros séo
altamente atraentes para que possam ser usados como biomateriais em pesquisas desse tipo
(GARAVAND et al., 2020).

Deste modo, a modificacdo de biopolimeros via processo quimico ou bioguimico é
facilmente possivel por causa de seus grupos de superficie (hidroxila, amino e carboxila),
resultando em uma ampla gama de derivados funcionais. Predominantemente, esses derivados
desempenham um papel importante no estabelecimento de ligag6es ndo covalentes com tecidos
bioldgicos compreendendo epitélios e membranas mucosas, resultando em bioadeséo (LIU et
al., 2008).

Assim, inimeros biopolimeros de proteinas e polissacarideos tém sido aplicados para a
fabricacdo de diferentes tipos de NEs, que séo cargas bem organizadas para liberacdo
controlada de OEs em locais alvo/infectados devido a sua perfeita estabilidade em diferentes
condi¢cdes (REHMAN et al., 2021).

4.8 Nanoparticulas de prata (Ag-NPs)

A disseminacéo de bactérias multirresistentes traz custos para o sistema de salde e para
o0 Produto Interno Bruto (PIB) devido ao alto investimento em terapias para tratamento dessas
infeccBes. Mais recentemente, houve uma notdria demanda por nanomateriais em diferentes
aspectos da industria médica, um caso especifico, cita-se 0 novo cenario disparado pela
pandemia do virus SARS-Cov-2 (COVID-19) (ANVISA, 2021a; SUBRAMANYA et al, 2021).

Partindo desse aspecto, ha seis anos a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou
a primeira lista de “agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibioticos. A lista foi
elaborada em uma tentativa de orientar e promover a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos
antibidticos. Essa pesquisa € dividida em trés categorias de acordo com a urgéncia da
necessidade de novos farmacos: critica, alta e média prioridade (ANVISA, 2021b; OPAS,
2017).

Levando isso em consideracdo, o Gréfico 1, exibe um progndstico comparativo, em

termos de Brasil, em relagéo a bacterioses que geralmente assolam a populacéo. Os dados foram
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coletados utilizando a ferramenta Google Trends, a resposta € dada pelo nimero de entrada na

internet ao tema relacionado.
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Fonte: Autor, 2022

Conforme os dados levantados, verificou-se um notério interesse pelo assunto,
destacando-se principalmente pneumonia, tétano e leptospirose, que tenderam a um aumento
entre 09/2021 e 01/2022. Isso pode indicar uma demanda por tratamentos alternativos, e que
eles possam ser mais baratos e seguros para atenuar os incovenientes supracitados, porque em
muitos desses casos, a automedicacdo é uma opcdo fortemente requerida, embora néo
recomendada.

Partindo desse aspecto, relatos anteriores consideram as Ag-PNs fortes aliados no
combate a microbios persistentes a drogas. Elucidacfes feitas consideram que a atividade
antimicrobiana das Ag-NPs pode estar relacionada a geracao de radicais livres (DURAN et al.,
2016). Denotou-se ainda, que as Ag-NPs se ligam ao DNA e bloqueia a transcri¢cdo ou sao
adsorvidos aos componentes da superficie celular interrompendo a respiracdo bacteriana
(sintese do trifosfato de adenosina - ATP) (ASHA RANI et al., 2008; LIM et al., 2015).

Nesta mesma perspectiva, aponta-se que a prata catidnica pode se ligar a componentes
carregados negativamente de proteinas e acidos nucléicos, causando mudancas estruturais e
deformacGes nas membranas das células bacterianas e acidos nucleicos (GITIPOUR et al.,
2016; ABU-YOUSSEF et al., 2010; RAMSTEDT et al., 2007). Além de tudo isso, os ions da
prata catidnica interagem com uma série de grupos funcionais doadores de elétrons: tiois,

fosfatos, hidroxilas, imidazois, indois e aminas (KUMAR et al.; 2008).
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E se é assim, pode-se esperar que uma performance antimicrobiana superior pode ser
induzida quando se associa nanoparticulas de prata as nanoemulsdes, afim de obter um efeito
sinergético combinado (Ag-NPs + NEs), advindo de forma especifica, tanto pela acdo dos
componentes bioativos do OE, quanto pela atuacdo das Ag-NPs, que também possuem
excelente acdo antimicrobiana, isto é, nanoparticulas de prata sdo comuns entre agentes
antimicrobianos que apresentam forte citotoxicidade contra uma ampla gama de
microrganismos (NAJAFI-TAHER et al.,2018, MELO et al, 2020; MACIEL et al., 2019).



5 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1 Materiais
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Os materiais listados na Tabela 4, foram utilizados sem purificacdo prévia neste trabalho.

Tabela 4 — Materiais utilizados

Reagentes

obtencéo

Fornecedor

Oleo essencial de cravo botdo
(Eugenia caryophyllus) 10mL

Tween®80 (Polissorbato) 1L,
TO9799RA

Oleo de Canola Purilev®.
(Brassica napus L.) 900ml

Citrato de Sédio Acs 500G

Polivinilpirrolidona (PVP) K-
30 250G

Nitrato de prata PA ACS
250G, SOL.0,028571N

destilacdo a vapor dos botdes

tensoativos hidrofilicos e lipofilicos
(alto HLB)

sementes de canola

Citrato de Sdédio Tribasico
Dihidratado(CsHsNas07.2H20)
solugéo a 5% a 25°C

Terra flor, Brasil

Exodo cientifica, Brasil

Cargill Agricola, Brasil

ACS Cientifica, Brasil

ACS Cientifica, Brasil

Exodo Cientifica, Brasil

Fonte: Autor, 2022

5.2 Preparagdo das Nanoemulsdes (NEs)

As NEs do OEC e OCan foram preparadas pela mistura da fase oleosa na fase aquosa

nas razdes (8:2, 7:3, 10:0) v/v, respectivamente, adaptando o método top-down reportado por

(LIEW et al., 2020), ajustou-se as cargas oleosa e aquosa, conforme exibido na Tabela 5.

Tabela 5 - Proporg¢des do (OEC) para (OCan) a 5% (v/v)

Amostras OEC (mL) OCan (mL) Tween 80 (mL) H20 (mL)
(8:2) viv 2,0 0,5 7,5 40
(7:3) viv 1,75 0,75 7,5 40
(10:0) viv 2,5 0 7,5 40
%(v/v) 5% 15% 80%

Fonte: Autor, 2022

A fase oleosa, perfez 5% (v/v) dos 6leos (OEC + OCan) e 15% (v/v) de surfactante (T-

80), ao passo que a fase aquosa, integralizou 80% (v/v) de &gua destilada. Os volumes da fase

oleosa foram adicionados em um béquer e submetidos a agitacdo por 1000 rpm a 25°C por 30

min (Figura 6).
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Figura 6 — Etapas de preparacdo das NEs para as amostras (8:2, 7:3 e 10:0) v/v
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Fonte: Autor, 2022

5.3 Sintese das Ag-NPs

125 mL de uma solucédo aquosa de AgNOz (0,01M) foram aquecidos até a ebulicdo, sob
agitacdo. Em seguida, foram adicionados 300 pL da solucdo aquosa de Polivinilpirrolidona
(CsHaNO)n a 1% (p/v). Na sequéncia, 5 mL de Citrato de Sodio (1% p/v) foram adicionados a
uma taxa de 1mL / min até a ebuli¢do, formando uma coloragdo amarelo-pélida. Esta suspensdo
foi imediatamente resfriada em um banho de gelo. As etapas de preparacdo foram executadas

conforme indicado na Figura 7.

Figura 7 — Sintese das Ag-NPs
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5.4 Preparagdo dos nanofluidos

As nanofluidos foram obtidos pela mistura dos componentes (NE + Ag-NPs + H20) v/v
em baldes volumétricos de 100 mL. Foram medidos volumes previamente determinados da
amostra (8:2), conforme exibido na Tabela 6. Em seguida, adicionou-se volumes de (15, 20 e
30) mL das Ag-NPs para cada um deles, e finalmente, aferiu-se com agua destilada os volumes
restantes até completar 100 mL. Na sequéncia, a mistura foi agitada manualmente até a

completa homogeneizagao.

Tabela 6 — Obtencéo dos nanofluidos a partir da amostra (8:2) e Ag-NPs

Amostras NEs (mL) Ag-NPs (mL) H20 (mL)
NE 60 + Ag-NPs 20 +H20 20 60 20 20
NE 70 + Ag-NPs 20+H2010 70 20 10
NE 70 + Ag-NPs 30 70 30 -
NE 80 + Ag-NPs 20 80 20 -
NE 85 + Ag-NPs 15 85 15 -

Fonte: Autor, 2022

5.5 Caracterizacdo das NEs e nanofluidos
5.5.1 Analise visual

O aspecto visual das amostras foi avaliado em trés tempos especificos: imediatamente
apos a preparagdo das NEs e nanofluidos (t-0), ap6s 30 (t-30) e decorrido 60 (t-60) dias. Foi
feito o registro fotografico para cada tempo respectivo, utilizando um Galaxy Tab S6 Lite,
modelo SM-P615, China.

5.5.2 Medicéo de turbidez

A turbidez das NEs foram avaliadas pela intensidade de transmitancia a 600 nm usando
um espectrofotdometro SHIMADZU (Modelo U-1800, Toéquio, Japdo) em triplicata. A
quantidade de luz que atravessava as amostras foi medida e a percentagem de transmitancia
lirans(%) para cada uma delas foi registrada e decodificada por um software (UV-probe 2.43).

Agua destilada foi usada como branco.

5.5.3 Leituras de absorbancia (Abs)

Os espectros de Abs foram coletados através da varredura para uma faixa de 300 a
600 nm usando um espectrofotdbmetro SHIMADZU (Modelo U-1800, Toquio, Japdo). As
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intensidades de Abs que varreram as amostras foram detectadas nos tempos t-0, t-30 e t-60, e
decodificada por um software (UV-probe 2.43) integrado ao aparelho. As leituras foram feitas

em uma cubeta de quartzo a temperatura ambiente (25£2°C), utilizando agua como branco.

5.5.4 Medicao de Potencial hidrogenibnico (pH)

O pH das NEs foi avaliado em triplicata através de medi¢fes de um PHmetro - Modelo
(TOA ION meter IM-40s, Japao) submergindo o bulbo do aparelho em cada fluido, respeitando
0s respectivos tempos de armazenamento (t-0, t-30 e t-60). O medidor de pH foi calibrado com

uma solucdo tampéo de pH 7,0 e 4,0 antes de cada medicdo.

5.5.5 MedicGes reoldgicas: Viscosidade dinamica

Para a determinacdo da viscosidade dinamica utilizou-se um Viscosimetro rotacional
HAAKE Viscotester, Modelo (VT 550). Foi utilizado a configuracdo cilindros coaxiais copo
SV e cilindros SV1. As amostras foram inseridas a uma temperatura constante de 28°C a uma
taxa de cisalhamento entre 0 a 600s™ em tempos de 180 s. A analise e os resultados foram
programados e obtidos, respectivamente, utilizando o software computacional do equipamento
(Thermo Scientific™ HAAKE™ RheoWin™ Measuring and Evaluation Software).

5.6 Caracterizacao das Ag-NPs
5.6.1 Microscopia Eletrnica de transmissédo (TEM)

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo foram adquiridas em um
microscopio eletronico de transmissdo (Jeol, model JEM-2100) com aceleracéo de voltagem de
200 kV.

5.6.2 Distribuicdo de Particulas

A distribuicdo aproximada de tamanhos para uma regido da amostra foi estimada com
0 uso do Software livre Image-J. Foram extraidas distribui¢des de tamanhos em unidades de
area (nm?), transformando unidades de pixels para unidades de diametro (nm) e, em seguida,
uma contagem estatistica foi iniciada para estimar as areas das NPs isoladamente. Como
resultado, o histograma da distribuicdo foi plotado com o uso do Software Origin-2019,

ordenando os dados de forma crescente e normalizando a contagem.



44
5.6.3 Banda de ressonancia plasmonica de superficie (BRPS)

A andlise de espectroscopia (UV-Vis) foi utilizada para verificar a formagédo e
estabilidade das Ag-NPs, utilizando um espectrofotdmetro SHIMADZU (Modelo U-1800,
Téquio, Japdo) em modo de varredura (300 a 800 nm). As amostras foram lidas em uma cubeta
de quartzo a temperatura ambiente (25£2°C), utilizando 4gua como branco. A estabilidade das

NPs foi avaliada quanto a intensidade de absorbancia nos tempos (t-0), (t-30) e (t-60).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Caracterizacdo das NEs

6.2 Diagnostico visual para as NEs

A Figura 8 apresenta 0 aspecto visual para as amostras nos respectivos tempos: apos a
emulsificacdo (t-0), decorrido 30 dias (t-30) e ap06s 60 dias de armazenamento (t-60). Apds a
obtencdo, as NEs 8:2 e 7:3 exibiram um carater homogéneo e transparente. Apds 30 min de
emulsificacdo, mostraram-se altamente estaveis até 60 dias, ou seja, ndo foi observada
separacdo de fase ou formacdo de creme, o que pode ser um indicativo de que ndo houve
alteracdo no didmetro médio das gotas. Inversamente aos resultados relatados, a amostra 10:0
apresentou coloracdo branca leitosa apds a obtencéo e separacao de fase completa apos um dia

de armazenamento.

Figura 8 — Aspecto visual para as amostras 8:2, 7:3 e 10:0, nos tempos 0, 30 e 60 dias.
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Fonte: Autor

Os resultados estdo coerentes com investigacGes anteriores que sugerem NES com
tamanho médio de particula inferior a 100 nm apresentam aparéncia transparente (CHEN &
ZHONG,2022; LIEW et al., 2020; PANDEY et al., 2020), essa transparéncia também foi
observada em nossas amostras bem como sugerido na Figura 8, em t-0, t-30 e t-60 dias.

Além disso, logo apos o gotejamento da fase oleosa das respectivas razdes sob agitacdo
constante, o efeito de espalhamento Rayleigh € observavel nas amostras 8:2, 7:3 através da
manifestagdo de uma coloracdo azulada transparente advinda, possivelmente, de goticulas
nanométricas quando espalham luz, com a manutencdo da coloragcdo logo apds agitacdo,

conforme exibido na Figura 9. N&o observavel para a amostra 10:0.
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Figura 9 — Aspecto visual das NEs ap6s emulsificacéo.

Fonte: Autor, 2022

Isso esta de acordo com uma investigacdo reportada, Hulst, 2012, em que deduziu-se
que no limite em que as nanogoticulas sdo muito menores que o comprimento de onda da luz
incidente, encontram-se no regime de 'espalhamento Rayleigh'. Isto €, NEs compostas por
goticulas na faixa 400 nm parecem transparentes azuladas devido a dominancia da luz de baixo

comprimento de onda, pois a luz azul é preferencialmente espalhada (HULST, 2012).

6.2.1 Medicéo de turbidez

A turbidez foi medida e expressa em percentuais de transmitancia a 600 nm para cada
uma das amostras avaliadas, nos tempos t-0, t-30 e t-60, respectivamente, conforme indicado

no histograma, Grafico 2.

Gréfico 2 - Medigao de turbidez a 600 nm nos tempos de armazenamento t-0, t-30 e t-60
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Os valores elevados para aquela faixa (600 nm), foram observados entre intervalos
marginais proximos a 97%, localizados em 96,8% e 96,5%, sendo que os melhores valores
foram expressos, respectivamente, para as amostras 7:3 e 8:2 em (t-0), alterado de forma ténue
ao avancar para (t-30), e de maneira leve ao mudar para (t-60). Inversamente a isso, um declinio
expressivo de transmitancia foi observado para a amostra 10:0, o que pode indicar um potencial
elevado de turbidez, e por extensdo, tamanho de particula e indice de polidispersidade
aumentados.

Atualmente, ja se sabe que a instabilidade de NEs se deve a fatores como o MO,
coalescéncia, floculagdo e formagao de creme. Desta forma, a restricdo imposta pela auséncia
do OCan na amostra 10:0, pode ter contribuido para reducdao de turbidez, uma vez que na
auséncia ou na minimizacéao da atuacdo desse inibidor, as gotas metaestaveis trabalham a favor
do (MO), induzindo goticulas maiores da fase dispersa, crescerem a custa de goticulas
menores?, resultando em um aumento de turbidez decorrente da coalescéncia das goticulas pelo
(MO) (KUMAR et al., 2022).

Isso condiz com investigacGes publicadas, (LIU, et al., 2021, LIEW, et al., 2020), ja
que turbidez é uma propriedade dependente principalmente da composi¢do do 6leo e do
tamanho médio de particula, considera-se que ela tende a um aumento proporcional ao
crescimento do diametro médio das particulas, pois @ medida que o raio da gota se aproxima de
100 nm, as nanoemulsdes aparecem turvas e, acima disso, na faixa de submicrons, elas
aparecem brancas devido ao espalhamento multiplo significativo (MASON et al. 2006).

Além disso, para as amostras 7:3 e 8:2, a transparéncia Optica foi mantida para os trés
tempos de armazenamento, de forma analoga aquelas caracteristicas observadas anteriormente
(ZHANG et al., 2015), o que pode fornecer um bom indicador qualitativo de polidispersidade
(MASON et al., 2006). Portanto, conforme sugerido, a alteracdo da turbidez pode ser um bom

indicativo de alteracdo da instabilidade das NEs.

6.2.2 Leituras de absorbancia (Abs)

As leituras dos espectros de absorbancia para as NEs foram realizadas com o intuito de
observar possiveis alteracfes no comportamento espectral. O Grafico 3 apresenta 0s espectros

referentes aos tempos de armazenamento (t-0, t-30, t-60) dias.

! Considera-se que as pressdes extremas na interface das goticulas, reduz o tempo total de um experimento devido as
taxas de engrossamento mais rapidas advindo da difusdo das goticulas menores que estdo sob maiores pressdes de
Laplace (Mason, et al. 2006).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/flocculation
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Em t-0, os valores de Abs foram expressivos para regido de 300 nm, alcancando um

pico méximo a 366 nm com magnitude de 0,996 para a amostra 7:3, com decaimento continuo

conforme avancava para a faixa de 600nm, alcangando um valor minimo de 0,011.

Gréfico 3 - Espectros de absorbancia para as NEs nos tempos (0, 30 e 60) dias.
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Para a mesma amostra, 7:3, as intensidades maximas e minimas em t-30, geraram

valores de magnitude 0,969 contra 0,015, respectivamente. Para a leitura em t-60, os valores

encontrados variaram de 0,986 a 0,018, conforme a varredura avangava para a regido de 600

nm. A amostra 10:0, apresentou espectros desordenados em intervalos discrepantes de dificil

previsdo e altamente instaveis, possivelmente pela auséncia do inibidor do MO.

Para efeito de comparacdo, a Tabela 7, traca as estimativas de intensidades minimas e

méaximas de valores de Abs para as amostras nos tempos investigados.
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Tabela 7 — Valores maximos e minimos de Abs para os tempos, t-0, t-30 e t-60

Tempo t-0 t-30 t-60

Amostra Abs Max/  Abs min./ Abs Abs min./ A Abs Abs
A (nm) A (nm) max./ A (hm) (nm) max./ A(nm) min./ A (nm)
(7:3) 0,996a366 0,011a600 0,969a371 0,015a600 0,986a372 0,018 a600

(8:2) 0,976a370 0,017a600 0,957a374 0,018a600 0,959a375 0,025 a600
(10:0) 0,863a493 0,843a600 0,978a396 0,389a600 0,996 a500 0,861 a600

Fonte: Autor, 2022

6.2.3 Medicéo de pH

As medic¢des do pH demonstraram que ndo houve alteragéo significativa das NEs nos
tempos de armazenamento t-0, t-30, t-60. Sendo observavel para a amostra 8:2, uma média do
pH igual a (5,33; 5,29 e 5,25), respectivamente. Para a amostra 7:3, foi observado variacdes
minimas nos valores médios do pH (5,37; 5,46; 5,25) nos trés tempos avaliados. Para a amostra
10:0, os valores do pH para os respectivos tempos foram, (5,23; 5,50; 5,21). O Grafico 4
confirma os resultados relatados.

Grafico 4 — MedicGes de pH para os tempos de armazenamento, t-0, t-30 e t-60.
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Fonte: Autor, 2022

A elevacdo do pH observado para as amostras 7:3 e 10:0 em t-30, pode ser atribuido a
desprotonacdo dos grupos (‘OH), que aumenta a conjugacdo entre dois anéis benzénicos
(KUMAR et al., 2022).
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Os resultados obtidos para a viscosidade das NEs, coletados nos tempos de

armazenamento t-0, t-30 e t-60, foram plotados e exibidos no Gréafico 5, respectivamente.

Gréfico 5 — Medigdes de viscosidade dindmica nos tempos t-0, t-30 e t-60.
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No tempo t-0, & medida que a taxa de cisalhamento avancava de 100 para 600s?, é

observado um decaimento de viscosidade para a amostra 8:2, variando de 0,63 a 0,47 Pa.s?, e

para 10:0, decaiu de forma mais intensa de 0,38 a 0,18 Pa.s™’. Para a amostra 7:3, na mesma

condicdo cisalhante, é observado uma elevagdo gradual de viscosidade, quantificada em

intervalos de extremidades 0,026 a 0,076 Pa.s™.
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De forma anéloga ao tempo t-0, no tempo t-30, nas mesmas condi¢des relatadas
anteriormente, revelou decaimento de viscosidade para as amostras 8:2 e 10:0 quando a taxa
cisalhante percorreu de 100 para 600s™, localizados em intervalos extremos de valores
expressos em 0,59 a 0,39 Pa.s™ e 0,39 a 0,16 Pa.s, respectivamente.

Os valores demonstrados para a amostra 7:3 no tempo t-30 oscilaram minimamente a
partir da extremidade inferior para a superior da taxa cisalhante (100 para 600s) alcancando
valores extremos em 0,077 e 0,078 Pa.s™.

Para t-60 a amostra 7:3 apresentou viscosidade relativamente invariavel, quase que
constante, com oscilagdes minimas localizadas nas extremidades 0,34 e 0,32 Pa.s, a medida
que avangou de 100 para 600s™. Para as amostras 8:2 e 10:0, sendo mantida a mesma condicéo,
experimentou uma declinagdo mais significativa de viscosidade, observada entre 0,70 a 0,49
Pa.ste 0,82 a 0,33 Pa.s™, respectivamente.

Conforme os resultados elucidados, observam que em cargas oleosas mais elevadas, as
amostras 8:2 e 10:0, apresentaram comportamento ndo newtoniano (pseudoplastico), nos
tempos t-0, t-30 e t-60, isto &, a viscosidade diminui com 0 aumento da taxa cisalhante. Para a
amostra 7:3, nas mesmas condicdes relatadas, os resultados foram inversos, ou seja, a medida
que a taxa de cisalhamento aumentava, é observavel uma elevagdo gradual de viscosidade.

Isso fornece a condicdo de que para cargas oleosas mais baixas, a viscosidade tende a
uma estabilidade mais significativa. O que estd de acordo com o que foi demonstrado nos
estudos de reologia de NEs do tipo 6leo em agua reportado recentemente (AL-SAKKAF &
ONAIZI, 2022).

6.3 Sintese das Ag-NPs

Conforme os resultados elucidados, constatou-se que para a sintese das Ag-NPs, uma
condig&o ideal, estabelecida empiricamente, precisa ser respeitada. 1sso envolve a preparacao e
lavagem criteriosa e esterilizacdo da vidraria, ja que qualquer impureza pode servir de sitio de
agregacdo, até a condicao ideal para o resfriamento da solucéo.

Desta forma, a Figura 10, € referente as Ag-NPs ap0s as sinteses, onde é demonstrado
varios estagios de agregacdo? para diferentes condicGes de preparacdo. Nessas condicdes,

inclui-se o fornecimento de temperaturas (£ 95 a £120 °C) e tempos (30 a 45 min a 100 rpm)

2 As cores variando de amarelo palido, Figura 10 (a), (b) e (c) para um tom de laranja mais intenso, (d) e (e),
indicam a agregacdo das NPs suspensas na solucdo, isto €, uma cor mais intensa para o laranja, sugerem NPs
agregadas com tamanhos maiores se comparadas a (a) e (b), uma vez que uma cor mais intensa tendendo para o
laranja sugere tamanhos de particulas maiores suspensas na solugéo.
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variantes, sob resfriamento ambiente ou forcado (banho de gelo). Os melhores resultados
demonstrados na Figura 10 (a), (b) e (c), sugerem que o fornecimento da temperatura deve ser
de até (95-105 °C, £ 2) por um tempo critico de até (38 min, £ 2) a 100 rpm, sob resfriamento

imediato.

Figura 10 — Soluc@es contendo Ag-NPs em varios estagios de agregacdo

Fonte: Autor,2022

Isto é, constatou-se que a agregacdo das Ag-NPs pode ser induzida pela extrapolacéo de
um tempo critico (38 min) de exposicdo a uma temperatura superior a 105 °C na auséncia do
banho de gelo, mas também pela presenca de impurezas, possivelmente em (d) (€). Os melhores
resultados foram para aquelas condi¢des expostas em (a) e (b), uma vez que fornece os critérios
oOpticas exigiveis (amarelo palido) na identificacdo de formacdo das Ag-NPs, bem como foi
convencionado em investigacdes anteriores (NAJAFI-TAHER et al., 2018; KHAN et al., 2019;
LIM et al., 2015).

6.3.1 Caracterizacdo das Ag-NPs
6.3.2 Microscopia eletrénica de transmissédo

A morfologia das Ag-NPs foi avaliada através da aquisi¢dao de imagem de MET. A Figura
11 exibe a imagem de MET para as Ag-NPs (b), assim como a distribuicdo para os tamanhos
de particulas (c).

A Figura 11 - (a) quando um raio de luz é retroprojetado, o efeito Tyndall é observavel,
isto é, o atravessamento do facho sem desvio da luz, que é um espalhamento elastico de luz por
particulas dispersas em um coloide, o que indica particulas em suspensdo na solucédo, o que

pode ser comprovado pela imagem de MET (b).
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Figura 11 - (a) Ag-NPs apds a sintese, (b) MET para as Ag-NPs, (c) distribuicéo de tamanhos de NPs
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A Figura 11-(b) confirma que as Ag-NPs estdo em dimensdes nanométricas e com
formato predominantemente esférico, ja a Figura 11 - (c) exibe a distribuicdo de tamanho de
particulas para uma regido da amostra onde o valor demonstrado para essa regido foi igual a
228,05 com desvio + 1,223. Esses resultados estdo de acordo com os observados anteriormente
(WU et al., 2018, FENG et al., 2014).

6.3.3 Banda de Ressonancia Plasmonica de superficie (BRPS)

O Gréfico 6 apresenta os espectros de absorbancia da amostra, apés 0, 30 e 60 dias. Foi
observado a manutencdo do pico caracteristico da intensidade da banda plasménica das Ag-
NPs por volta 420 nm nos tempos t-0, t-30 e t-60 dias.

Grafico 6— Analise de espectroscopia para as Ag-NPs nos tempos t-0, t-30, t-60
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Esses resultados estdo em consonancia com pesquisas recentes que demonstraram a
formacéo de Ag-NPs correlacionando a banda de ressonancia plasmonica (KATTA & DUBEY,
2020; VILAS et al., 2014). Para além disso, NPs com abs maxima de banda ocorrendo em 450
nm para Ag-NPs foi observada em que as Ag-NPs foram sintetizadas a partir de extrato aquoso
da Syzygium aromaticum, também foram relatados (VINICIUS et al., 2020).

Além disso, ao registrar a formacdo de Ag-NPs na amostra, as varreduras também
revelaram boa estabilidade no armazenamento ao identificar picos (BRPS) poucos espagados,
0 que indica um potencial de estabilidade para um tempo de 60 dias, iSso porque observa-se
que a posicdo do pico em direcdo ao comprimento de onda ndo mudou significativamente.
Como ndo ha mudanca consideravel na posicao do pico, o tamanho das NPs também pode ter
tido uma estreita distribuigdo para o tamanho de particula conforme exibido na imagem de MET
anteriormente (PARAMESWARAN et al., 2021).

Constatou-se também que conforme o tempo de armazenamento aumenta, o valor de
Abs diminui independentemente do comprimento de onda. Foi convencionado que a agregacao
de NPs diminuird a Abs na posicao do pico (BRPS), se simultaneamente, o valor de absorgéo
aumentar em outro comprimento de onda (AMENDOLA et al., 2010). Também com agregacdo
ocorrendo na amostra, espera-se que o pico (BRPS) tenha um comportamento mais alargado,
isto €, mudanca no tamanho dos NPs teria mudado a posicao do pico (BRPS) (LEE et al., 2014).
N&o foi observado nada condizente para as duas situacOes relatadas, portanto, o processo de
agregacdo pode ser descartado como a razéo para a diminuicdo do valor de absor¢do (WU et
al., 2018).
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Adicionalmente, podemos ver que a posi¢cdo de pico (BRPS) quase permanece na
mesma posicdo. Assim, a mudanga no tamanho das particulas para a diminui¢&o no valor das
absorcBes também foi descartada. A possivel diminuicdo pode ser devido a diminuicdo do
namero de particulas em determinado volume, ou seja, pode ser devido ao assentamento das
particulas. Com a diminui¢do da concentracdo das particulas, o valor da Abs diminuird e,
portanto, pode ser atribuido ao assentamento das particulas (PARAMESWARAN et al., 2021).

6.4 Caracterizacdo dos Nanofluidos (NF)

6.4.1 Diagnostico visual para os (NF)

O aspecto visual dos (NF) estdo expostos na Figura 12, (da esquerda para a direita): (NE
70 mL:H20 30 mL), (NE 80 mL: AGNPs 20 mL), (NE 60 mL:AGNPs 20 mL: H20 20 mL),
(NE 70 mL: AGNPs 20 mL: H20 10 mL) e (NE 85 mL: AGNPs 15mL) avaliadas apés a
preparacéo (t-0), decorrido 30 (t-30) e 60 (t-60) dias de armazenamento.

Figura 12 - Aspecto visual para os nanofluidos nos tempos 0, 30 e 60 dias.

(t-0 dias) (t-30dias) (t-60dias)

Fonte: Autor, 2022

Em vista os resultados, um fluido viscoso foi obtido pela adicdo das Ag-NPs as NEs
com posterior diluicdo em agua. Nota-se que ndo ha uma alteracdo significativa na cor dos
fluidos nos tempos de armazenamento t-0, t-30 e t-60, conforme verificado também para as
NEs.

As amostras (NE 85 mL: AGNPs 15mL) e (NE 80 mL: AGNPs 20 mL) tiveram
melhores desempenho no armazenamento quanto ao aspecto visual, mantendo a natureza do
aspecto até 30 dias de armazenamento com auséncia de sedimentag&o.

Porém, para algumas delas (NE 70mL:H20 30mL, NE 60 mL: AGNPs 20 mL: H20
20 mL, NE 70 mL: AGNPs 20 mL H20 10 mL) foi observado uma répida sedimentacéo apos
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aadicdo das Ag-NPs as NEs em t-0, tornando-se mais intensa conforme avangou para 0s tempos
t-30 e t-60.

Isso pode ser atribuido a diminuicdo das interacdes eletrostaticas entre as goticulas da
NE (LIU et al., 2020). Tem sido demonstrado que existe uma repulsdo de forcas eletrostaticas
entre particulas revestidas acima e abaixo do ponto isoelétrico (Pl), que impedem a
agregacdo (MCCLEMENTS, 2015). No entanto, no PI, a interacdo eletrostatica € insuficiente
para superar a fraca atracdo de van der Waal e hidrofobica, resultando em aglomeracao de
particulas (QIAN, 2012).

Em conformidade com isso, demonstrou-se que as NEs s&o estaveis a floculacéo acima
e abaixo de PI devido a fortes forgas repulsivas eletrostaticas dentro do sistema. Porém, no (PI)
ou préximo a ele, as forcas repulsivas eletrostaticas sao reduzidas e forcas atrativas de van der

Wall fracas que desencadeiam a sedimentacdo (SHARMA et al., 2022).

6.4.2 Caracterizacdo dos NF por BRPS e I]

O grafico 7 exibe as leituras dos espectros de absorbancia para os nanofluidos no

intervalo de 300 a 600 nm para um tempo de armazenamento de 30 dias.

Gréfico 7 - Espectros de Abs para os nanofluidos
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Pode-se observar que dentre os fluidos preparados, a amostra (NE 85+ Ag-NPs 15)
exibiu um pico (BRPS) sinuoso na regido de 400-500nm, o que pode indicar que os ions citrato
foram adsorvidos de forma eficiente na superficie das Ag-NPs para formar camadas duplas,
evitando assim a agregacdo das Ag-NPs, comprovando a presenca de NPs (WU et al., 2018).

Essas descobertas convergem com resultados semelhantes observados em um relatério
anterior, Melo et al., (2020), que determinaram através de imagem de MET, que Ag-NPs
exibiram morfologia esférica livres de agregacdo (MELO et al., 2020).

Adicionalmente a isso, no Grafico 8 é apresentado as leituras de viscosidade para as
amostras (NE 85+ Ag-NPs15) e (NE 80+ Ag-NPs20).

Grafico 8 — Medicao de viscosidade para os nanofluidos
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Fonte: autor

Para a amostra (NE 80+ Ag-NPs 20), a viscosidade decai com o aumento da taxa de
cisalhamento, apresentando um pico de viscosidade maxima em 0,28 Pa.s%. Ja para a amostra
(NE 85+ Ag-NPs15) a viscosidade decaiu levemente com a taxa de cisalhamento, com valores
relativamente mais baixos, revelando valores variantes com uma resisténcia maxima a 0,075
Pa.s%. Isso indica que ndo houve alteracéo significativa na viscosidade dos nanofluidos quando
comparados com as que foram relatadas para as NEs.

Em virtude disso, em baixas cargas oleosas, os nanofluidos também tendem a uma
estabilidade mais significativa, o que indica que para essas nonogoticulas o encapsulamento é
mais eficiente. 1sso estd em consonancia com os estudos demonstrativos (WU et al., 2018;
VINICIUS et al., 2020).
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel a obtencdo de forma satisfatéria das NEs
do 6leo essencial do Cravo-da-india através do método da emulsificacdo espontanea.

A andlise visual ndo verificou mudanca significativa no aspecto visual das NEs, nos
tempos 0, 30 e 60 dias. Sendo observado a manuntencao do efeito Tyndall nos trés tempos
avaliados.

As leituras de trasmitancia, revelaram uma boa estabilidade das NEs nos trés tempos
avaliados com um indice reduzido de turbidez no armazenamento. O mesmo comportamento
na estabilidade foi observado para os espectros de Absor¢édo para a regido 300 a 800 nm.

As medic¢Oes de pH e viscosidade mostraram variagcdes marginais com avanco do tempo,
0 que indica a estabilidade das NEs durante o periodo de tempo analisado.

Além disso, foi possivel obter Ag-NPs de forma eficaz, usando como redutor citrato de
sodio. O que foi comprovato pelas imagens de MET geradas para as Ag-NPS.

As leituras de Abs detectaram picos caracteristico de banda plasménica a 421 nm,
confirmando a presenca de particulas nanométricas. A intensidade de abs reduziu a longo prazo
de forma minimizada.

Os nanofluidos obtidos através da associacdo NEs com as Ag-NPs exibiram estabilidade
a curto prazo, porém picos na regido de 400 nm foram detectados a médio prazo.

Diante disso, constatou-se que durante o armazenamento, ndo houve uma influéncia
significativa nas propriedades fisico-quimicas das NEs e NFs quando submetidos a cargas
oleosas mais baixas, 0 que sugere que para essa condi¢cdo, a amostra 7:3 apresentou uma
estabilidade mais significativa, quando comparada as 8:2 e 10:0.

Os resultados apresentados, as NEs e nanofluidos obtidos nessa pesquisa exibem o
potencial de serem utilizados como constituintes de filmes para revestir embalagens resistentes
a degradacdo de alimentos e a proliferacdo de microrganismos, ou seja, como aplicacGes

antimicrobianas ou antioxidante.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes futuras, essa pesquisa pretende:

— Identificar os compostos quimicos do OEC por Cromatrografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS);

— Caracterizar as NEs através das técnicas experimentais: potencial zetta, Indice de
polidispersividade, microscopia eletronica de transmissédo (MET) e espalhamento dinamico da
luz;
— Caracterizar os nanofluidos e as Ag-NPs através das técnicas experimentais: potencial zetta,
indice de polidispersividade, microscopia eletronica de transmisséo, espalhamento dinamico da
luz);

— Verificar a agdo antimicrobiana in vitro das NEs e dos nanofluidos.
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