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RESUMO

Os oOleos essenciais (OEs) vém sendo cada vez mais utilizados devido suas
inUmeras propriedades e ampla aplicabilidade em diversas areas, e por esse
motivo, se encontram em ascensdo no mercado. Entre suas inumeras
propriedades, a atividade repelente se mostra de grande importancia, visto que
0 uso de produtos naturais esta cada vez mais recorrente e 0s repelentes
comerciais ja existentes podem causar problemas a saude fisica e mental.
Contudo, por serem compostos majoritariamente por substancias volateis, 0s
OEs podem apresentar seu tempo de duracdo reduzido e, consequentemente,
sua biodisponibilidade, além de apresentarem irritabilidade na pele quando
usados em abundancia. O uso de sistemas microemulsionados € uma alternativa
promissora para minimizar essas peculiaridades. As microemulsdes (MEs) sdo
dispersbes compostas por uma fase aquosa, fase oleosa e um surfactante,
sendo este ultimo, um composto anfifilico que diminui a tensao superficial entre
as moléculas e une os sistemas. O uso de OEs em sistemas micremulsionados
para aumentar a biodisponibilidade e a atividade e para diminuir a irritabilidade
ja vem sendo aplicado. Para realizacdo desse estudo, foi feita uma revisao
bibliografica para a escolha de OEs com potencial atividade repelente, e um
surfactante compativel com o sistema, associando propriedades que permitam
futuramente o desenvolvimento de uma formulacao tépica. As MEs foram obtidas
por meio de titulacdo, com a adi¢do gradual de 0,2g do tensoativo, com auxilio
de balanca portatil, nas proporcdes 10:1 e 20:1 m/m A:O (adgua:06leo), pré-
estabelecidas de acordo com os limites de concentracdo seguros para 0 UusO
topico, até a formacdo da MEs. ApOs finalizadas, as amostras foram
homogeneizadas em Vortex por 1 minuto. Para avaliar as regides de formacao
das MEs, foram elaborados diagramas de fase ternarios utilizando o Software
OriginPro 2018. Para a analise da estabilidade dos OEs em meio
microemulsionado, testes de durabilidade (a 7°C e temperatura ambiente) foram
realizados, além de avaliacdo da estabilidade apds submissédo dos sistemas a
estresse térmico e centrifugacdo (10 min, 2000 rpm). Os OEs escolhidos foram
Litsea cubeba (litsea) e Cymbopogon nardus (citronela), por apresentarem
atividade repelente satisfatoria e de baixo custo, e o surfactante de escolha foi o
Tween 80®, pois apresenta compatibilidade com o sistema, além de ser usado



na literatura de forma recorrente em sistemas microemulsionados para este fim.
No presente trabalho foram obtidas 8 amostras para cada OE, sendo realizadas
4 réplicas para cada proporcdo. O valor médio de propor¢cdo obtido apos a
realizacdo das réplicas das amostras do OE de Litsea foi 10:1:20 m/m A:O:S
(agua:oleo:surfactante), obtendo o valor de +0,3 de desvio padrdo, e 20:1:23
m/m A:O:S (£ 0,9 de desvio padréo). Para o OE de citronela, os valores médios
obtidos nas réplicas foram as proporcdes 10:1:23 m/m A:O:S (£ 1,2 de desvio
padrao), e 20:1:17 m/m A:O:S (£ 0,7 de desvio padréo). O uso dos diagramas de
fase mostrou ser uma ferramenta tedrica simples e eficiente para analisar as
regides de formacao das MEs. O uso de OEs em sistemas microemulsionados
€ promissor, uma vez que as amostras realizadas séo reprodutiveis e

apresentaram boa durabilidade e estabilidade.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Microemulsées. Atividade repelente. Uso

tépico. Diagrama de fase ternarios.



ABSTRACT

Essential oils (EOs) have been increasingly used due to their numerous
properties and wide applicability in several areas, and for this reason, they are
on the rise in the market. Among its numerous properties, repellent activity is of
great importance, since the use of natural products is increasingly recurrent and
existing commercial repellents can cause physical and mental health problems.
However, as they are mostly composed of volatile substances, EOs may have a
reduced duration and, consequently, their bioavailability, in addition to presenting
skin irritability when used in abundance. The use of microemulsion systems is a
promising alternative to minimize these peculiarities. Microemulsions (MEs) are
dispersions composed of an aqueous phase, an oil phase and a surfactant,
which is an amphiphilic compound that reduces the surface tension between
molecules and unites the systems. The use of EOs in microemulsion systems to
increase bioavailability, activity and decrease irritability has already been
applied. For this study, a literature review was carried out to choose EOs with
potential repellent activity, and a surfactant compatible with the system,
associating properties that allow the development of a topical formulation in the
future. The MEs were obtained by means of titration, with the gradual addition of
0.2g of the surfactant, with the aid of a portable scale, in the proportions 10:1
and 20:1 m/m W:O (water:oil), pre-established according to safe concentration
limits for topical use, until the formation of MEs. After finishing, the samples were
homogenized in a vortex for 1 minute. To evaluate the regions of formation of
the MEs, ternary phase diagrams were prepared using the OriginPro 2018
Software. To analyze the stability of the EOs in microemulsion, durability tests
(at 7°C and room temperature) were performed, in addition to evaluation stability
after subjecting the systems to thermal stress and centrifugation (10 min, 2000
rom). The EOs chosen were Litsea cubeba (Litsea) and Cymbopogon nardus
(Citronella), for presenting satisfactory repellent activity and low cost, and the
surfactant of choice was Tween 80®, as it is compatible with the system in
addition to being used in the literature of recurrent form in microemulsion
systems for this purpose. In the present work, 8 samples were obtained for each
EO, and 4 replicates were performed for each proportion. The average value of
proportion obtained after carrying out the replicas of the Litsea EO samples was



10:1:20 m/m W:O:S (water:oil:surfactant), obtaining a value of 0.3 standard
deviation , and 20:1:23 m/m W:0O:S (+0.9 standard deviation). For citronella EO,
the mean values obtained in the replicates were the proportions 10:1:23 m/m
W:0:S (= 1.2 standard deviation), and 20:1:17 m/m W:O:S (£ 0.6 standard
deviation). The use of phase diagrams proved to be a simple and efficient
theoretical tool to analyze the regions of formation of MEs. The use of EOs in
microemulsion systems is promising, since the samples performed are

reproducible and showed good durability and stability.

Keywords: Essential oils. Microemulsions. Repellent activity. Topical use.

Ternary phase diagram.
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1 INTRODUCAO

1.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OEs) sao misturas lipofilicas complexas, formadas
majoritariamente por compostos aromaticos volateis, podendo possuir até 60
substéancias (ISO, 2021; TARIQ et al., 2019). Sua composic¢éo inclui terpenos,
sesquiterpenos, e substancias oxigenadas como alcoois, éteres, ésteres,
aldeidos, cetonas, fenois, éteres fendis e lactonas, que caracterizam a
volatilidade e, consequentemente, o odor desses produtos (NERIO; OLIVERO-
VERBEL; STASHENKO, 2010).

Os OEs podem ser obtidos através de diversas partes das plantas como
as raizes, sementes, cascas, caules, folhas e flores, e por diferentes técnicas de
extracdo adequadas a natureza de seus constituintes, tais como destilacdo por
arraste a vapor, hidrodestilacdo, extracdo a baixa pressdo e prensagem a frio
(PAVELA, 2015a) e, podem sofrer tratamento fisicos como filtracdo, decantacao
e centrifugacdo sem que ocorra alteracao significativa em sua composicéao (1ISO,
2021).

Por serem produtos do metabolismo secundario das plantas, os OEs
possuem, dentre outras funcdes, um papel importante na defesa contra micro-
organismos, apresentando muitas vezes atividade antibacteriana, antifingica,
inseticida e antiviral (PAVELA, 2015b). Sabe-se que a bioatividade de cada 6leo
depende da sua composicdo quimica e da propor¢cdo de cada substancia
presente, no entanto, a elevada complexidade dessas misturas, torna improvavel
0 conhecimento de todos 0s mecanismos responsaveis por suas propriedades
terapéuticas (REICHLING, 2010). Seu principal mecanismo esta relacionado
com a capacidade de se acumularem na parede celular, causando sua ruptura,
levando ao extravasamento do conteudo celular, desequilibrio da homeostase e
por consequéncia a morte celular, esse mecanismo interfere diretamente no
sistema nervoso dos vetores, induzindo sua morte (PAVONI et al., 2019a).

O uso desses 6leos ocorre desde a Idade Média e, atualmente, possuem
ampla aplicabilidade em segmentos como aromaterapia, alimentos & bebidas,

cosméticos & cuidados pessoais, produtos para o lar, além de outros usos
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industriais (SILVESTRE et al., 2019) e por este motivo cada vez mais ganham
destaque no mercado.

Atualmente, ha aproximadamente 3.000 Oleos essenciais reconhecidos e
10% destes possuem grande influéncia comercial (BAPTISTA-SILVA; BORGES;
RAMOS, 2020). O Brasil é destaque na producao dos 6leos essenciais, e esta
entre 0s cinco maiores produtores do mundo, por conta da producdo em larga
escala dos 0leos citricos (BIZZO; ANA MARIA; REZENDE, 2009). E importante
ressaltar também, que, no inicio do ano de 2020 (ultima analise de mercado
reportada), havia uma estimativa de crescimento para este mercado em torno de
5 a 8 % (Market analysis report. Report ID: GVR-3-68038-442-0, 2019). Este
crescimento e alta demanda do mercado atual se ddo também por conta da
busca cada vez maior por utilizacdo de extratos naturais no lugar de sintéticos
(BIZZO; ANA MARIA; REZENDE, 2009).

1.1.1 Atividade repelente dos Gleos essenciais

O Brasil € um pais com clima tropical predominante, e possui em sua area
grandes extensdes florestais na regido Amazonica e nas costas Leste, Sudeste
e Sul. As florestas bem como o clima tropical, facilitam a ocorréncia de
arboviroses provenientes da proliferacdo de artropodes (FIGUEIREDO, 2000).
As arboviroses mais conhecidas e recorrentes no Brasil s&o: zika, chikungunya
e dengue. Essas doencas sdo transmitidas principalmente durante o repasto
sanguineo pela saliva contaminadas desses artropodes (AVELINO-SILVA;
RAMOS, 2017).

Atualmente, a dengue € a arbovirose com maior taxa de incidéncia no
Brasil, em 2021 apresentou como média 235,8 casos por 100 mil habitantes, e a
regido mais afetada pela doenga é o centro-oeste, seguido da regido Sul,
Sudeste, Nordeste e Norte (BRASIL, 2021). Na Figura 1, estdo representadas
as taxas de incidéncia de dengue, chikungunya e zika distribuidas por municipio
no ano de 2021.
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Figura 1: Distribuicdo da taxa de incidéncia de dengue (A), chikungunya (B) e zika (C), por
municipio no Brasil, da semana 1 a 47 no ano de 2021.
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Fonte: BRASIL, 2021.

Além das altas taxas de incidéncia, essas arboviroses podem se
apresentar em formas graves, causando condicbes clinicas e sequelas
indesejaveis ao paciente, podendo ser também fatais (CAMPOS et al., 2018). As
estratégias para o controle desses vetores, podem ocorrer através do controle
mecanico, que sdo medidas para evitar a proliferacdo e eliminar os vetores;
controle biol6gico, baseado no uso de predadores ou patégenos com capacidade
de reduzir a populagao vetorial; e controle quimico, através do uso de produtos
quimicos, inseticidas (destinados ao local) ou repelentes (destinados ao uso
humano) para matar larvas e insetos (ZARA et al., 2016).

Conforme supracitado, os OEs possuem um papel importante na defesa
das plantas (PAVELA, 2015a). Em funcéo disso, sdo muitas vezes considerados
como uma alternativa no controle de insetos (NERIO; OLIVERO-VERBEL;
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STASHENKO, 2010). Alguns OEs funcionam ndo somente como repelentes, que
protegem apenas dos mosquitos adultos, mas também como larvicidas,
impedindo a sua proliferacdo ao combater diretamente as larvas dos mosquitos
(DIAS; MORAES, 2014).

A atividade repelente dos 6leos essenciais se caracteriza pela presenca
de monoterpenos e sesquiterpenos como: eugenol, limoneno, timol, terpinoleno,
citronelol, canfora, alfa-pineno, eucaliptol e citronelal (CHELLAPPANDIAN;
VASANTHA-SRINIVASAN; SENTHIL-NATHAN, 2018). Entre os diversos OEs
gue apresentam essa atividade, os que possuem maior destaque sdo Mentha
piperita (horteld-pimenta), Pogostemon cablin (patchouli), Cymbopogon nardus
(citronela), Eucalipto globulus (eucalipto), Zanthoxylum piperitium (pimenta-do-
Japao), Litsea cubeba (litsea) e Syzygium aromaticum (cravo-da-india) ( SOUZA
et al., 2019). Um estudo realizado em 2017 por Benelli e colaboradores mostrou
gue a atividade repelente de um oOleo essencial ndo depende somente dos
compostos majoritarios, mas também daqueles presentes em menor quantidade,
por conta do sinergismo entre os compostos. Por esse motivo, a atividade do OE
natural é muitas vezes maior do que a apresentada pelo composto principal
isolado.

Comparativamente, os repelentes de origem sintética sdo mais utilizados
que os de origem natural como os OEs. Esse fato pode ser explicado, pois,
apesar de haver uma tendéncia para a utilizacéo de produtos naturais, a grande
oferta dos produtos de origem sintética, aliada a maior durabilidade que estes
apresentam, torna-os mais acessiveis a populacdao (NUCHUCHUA et al., 2009).
A N, N-dietil-m-tuloamida (DEET) é uma das principais substancias sintéticas
utilizadas nas formulacbes de repelentes, devido seus o6timos tempos de
protecdo as picadas. Todavia, € necessario considerar que esta, assim como
outros repelentes desta natureza, podem oferecer riscos para a saude (AZEEM
et al., 2019). Em funcdo disso, é muito importante que se invista no
desenvolvimento de produtos com atividade repelente de origem natural, que
sejam menos danosos a saude humana.

A utilizacdo dos OEs como repelentes € promissora por serem
fitoquimicos seguros para o uso humano (CHELLAPPANDIAN; VASANTHA-
SRINIVASAN; SENTHIL-NATHAN, 2017), porém, ndo significa que podemos
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utiliza-los indiscriminadamente. Os OEs que possuem elevadas concentracdes
de alcool e ésteres sdo0 seguros para O USO, hOo entanto, 0S que possuem
concentracdes elevadas de cetonas, fendis e aldeidos, ndo devem ser aplicados
diretamente sobre a pele, por oferecerem possiveis efeitos adversos, para o0 uso
topico (ANDREI; PERES; COMUNE, 2006).

Com relacao ao uso dos OEs, € necessario considerar também algumas
peculiaridades. Por serem compostos majoritariamente por substancias volateis,
esses produtos tendem a ter um periodo de eficacia reduzido (NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010). Fotossensibilidade, além da sua
insolubilidade em &gua, também devem ser considerados (PAVONI et al.,
2019a). Neste contexto a utilizacdo de sistemas microemulsionados pode
contribuir para uma melhor administracdo desses 6leos, uma vez que por meio
deles é possivel facilitar a administrac@o de substancias hidrofébicas, proteger
as moléculas ativas contra degradacao em meio fisioldgico, fornecendo protecao
contra oxidacao, hidrélise enziméatica e também promover a liberagcédo controlada
no sitio de agédo e reduzir a volatilidade (CHAUHAN; THAKUR; SHARMA, 2019;
PAVONI et al., 2020).

1.2 SISTEMAS MICROEMULSIONADOS

As microemulsdes (MEs) sdo dispersdes de diametro de goticulas na faixa
dos nanémetros, composta por duas fases imisciveis entre si, usualmente uma
aguosa e a outra, a oleosa, sendo estabilizadas pela presenca de um solvente
anfifilico (surfactante), podendo ainda estar acompanhado de um co-surfactante
(LV; LIU; MA, 2017). A estrutura dos surfactantes contém uma parte polar e outra
apolar, que se ligam, respectivamente, aos meios aquoso e oleoso, reduzindo a
tenséo superficial do sistema.

Em comparacé&o com as emulsdes, as MEs possuem algumas vantagens,
tais como: estabilidade termodinamica, facilidade no preparo, longo prazo de
validade, baixo custo e baixa tensdo superficial (KALE & DEORE, 2017).

As MEs podem ser classificadas pela composicdo das suas fases,
conforme ilustrado na Figura 2. A orientagdo para os sistemas agua em oOleo
(A:0), 6leo em agua (O:A) e bicontinua depende da proporgéo entre as fases
polar e apolar, principalmente o equilibrio hidréfilo/lipéfilo (EHL), e propriedades
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fisico-quimicas do surfactante. (SJOBLOM; LINDBERG; FRIBERG, 1996;
OLIVEIRA et al, 2004). No caso da utilizacdo das MES com foco no
desenvolvimento de formulacdes para uso tépico, os sistemas do tipo 6leo em
agua (O:A) sdo as mais adequadas por possuirem maior capacidade de
veiculagdo (SANTANA; PERRECHIL; CUNHA, 2013; ZHU et al., 2020)

Figura 2: Esquema ilustrativo de microemuls®es do tipo (A) reversa ou A:O, (B) bicontinua e (C)
regular ou O:A.

e

@~ tensoativos
.~ parte hidrofébica
@ parte hidrofilica

Fonte: Adaptado de SANTANA; PERRECHIL; CUNHA, 2013

Além disso, para os OEs, as MEs do tipo O:A possuem 6tima capacidade
de solubilizagdo desses materiais e pode ser utilizada para aumentar a
estabilidade, a solubilidade e a biodisponibilidade, pois permitem a incorporacao
de varios tipos de compostos na fase interna oleosa (baixa constante dielétrica),
na regido interfacial (constante dielétrica intermediéria entre o 6leo e a 4gua) ou
na fase externa aquosa (alta constante dielétrica) (OLIVEIRA et al., 2004).

Além das vantagens supracitadas, as MEs apresentam estabilidade
fisico-quimica em relacdo as emuls@es tradicionais, facilidade de preparacéo e
ampliacdo (PAVONI et al., 2019b). Ultimamente as MEs vem ganhando espago
na aplicacdo como sistema de liberacdo prolongada, atuando como sistemas
reservatorios, proporcionando um efeito prolongado e como veiculo para
liberacdo de farmacos com estrutura mais lipofilica, principalmente as MEs do
tipo O:A, pois sua fase interna pode solubilizar uma parte consideravel de
farmaco lipossoluveis (FORMARIZ et al., 2005)

Para a representacdo das regides formadas nas microemulsoes,
geralmente séo realizados processos de titulacdo (Figura 3). Os resultados
podem ser tabulados em diagramas de fases, que é uma alternativa para propor
as regiodes limite de transi¢cdo das MEs (DA SILVA et al., 2009).
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Figura 3: Processo de formacé&o das dispersdes homogéneas espontaneas. As cores da
imagem sao apenas ilustrativas para compreensdo do processo e visualizacdo das separacdes

de fase.
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Fonte: Préprio autor.

Nesses diagramas (Figura 4), cada vértice do triangulo corresponde a
100% de um componente (fase oleosa, fase aquosa e solvente anfifilico).
Quando a MEs € formada pela adicdo de mais de trés componentes (devido a
introducdo de um co-surfactante), esses diagramas sdo denominados
pseudoternarios e o surfactante e o co-surfactante sdo considerados de forma

agrupada, e a razéo entre eles mantida constante (GUIMARAES, 2013).

Figura 4: Esquema ilustrativo de um diagrama de fases para sistemas ternarios
constituido por trés fases. Em sistemas pseudoternarios, ao menos um dos vértices constitui
uma combina¢&@o em propor¢ao fixa de mais de um componente. *Neste diagrama, considere

variaveis representadas por T (do inglés top), R (do inglés right) e L (do inglés left).
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Fonte: Préprio autor.
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Alguns estudos ja foram reportados na literatura abordando o
desenvolvimento e avaliacdo de formulacfes de sistema microemulsionados
com OEs, com o intuito de melhorar as propriedades dos Oleos (atividade
antifangica, antiviral, antibacteriana, repelente e larvicida), aumentar a atividade,
e minimizar os efeitos de algumas caracteristicas presentes nesses 6leos, como
alta capacidade oxidativa, alta volatilidade, baixa solubilidade, alta viscosidade,
aumentar a estabilidade e conservagcdo. Alguns deles ainda estudam a
probabilidade de aplicacdo tdépica das MEs com OEs. A Tabela 1 apresenta
alguns desses estudos realizados para avaliagdo da atividade, da estabilidade e
dos beneficios quanto ao uso de OEs em sistemas microemulsionados, nos
altimos anos. Pode-se observar também os OEs e os compostos anfifilicos
utilizados nesses estudos.

Como dito anteriormente, os OEs podem sofrer degradacdo pela
presenca de umidade, oxigénio, luz e calor, podendo afetar sua conservacéo. Os
OEs possuem em sua CoOmposicdo compostos organicos, que pode gerar
radicais livres por meio de quebras homoliticas, quando expostos a luz e calor,
que em decorréncia disso, essas espécies podem gerar compostos instaveis
(peroxidos, hidroperéxidos, entre outros) pela reacdo com outras moléculas
(GUIMARAES et al., 2008). Para diminuir as altas taxas de oxidac&o, Zhao e
colaboradores (2020) desenvolveram MEs com Gleo de krill, que é altamente
oxidavel, insolavel e viscoso, visando melhorar a manipulacdo e aumentar sua
conservacao, e os resultados mostraram que a MEs sdo estaveis e possui
caracteristicas que fornecem uma base para uma aplicacao futura.

Com a finalidade de intensificar a atividade do 6leo essencial de citronela,
Toledo (2020) realizou testes in vitro e in vivo com o 6leo sozinho e em MEs. Foi
observado uma melhora significativa na a¢do antifingica da citronela nos testes
in vivo da MEs. O sistema também proporcionou estabilidade da formulagéo e
uma melhor solubilizacdo. Testes reoldgicos também foram feitos para
fundamentar as propriedades das MEs, a partir de 0leos citronela, para posterior

aplicacéo topica anti-candida.
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Tabela 1: Avaliacdo do aumento da atividade e melhora da estabilidade de dleos essenciais em

meios microemulsionados realizados em estudos mais recentes.

Oleos essenciais/ Fase oleosa Compostos anfifilicos Referéncia

Hortela-pimenta, cravo, alecrim  Cremophor EL e 1,2- Lv, 2017

e quercetina propanodiol

Laranja Tween 80® e propanol Radi, 2017

Copaiba Dioleato de poligliceril-6 e PEG-  Neves, 2018

8 caprilico/glicerideos caprico

Anis, Ajowan e Tween 80® e Etanol Pavela, 2019

Crithmum maritimum

Capim-limao Tween 80® Li, 2019

Citronela, Hortela e Eucalipto Tween 80® Sieniawska,
2019

Lavanda Tween 80® e butilenoglicol Song, 2019

Alecrim, orégano e canela Tween 80® Davila-
Rodriguez,
2020

D-limoneno Gelucire® Mehanna,
2020.

Combava Tween 80® e propilenoglicol Pumival, 2020

Krill e Miristato de isopropila Tween 80®, Span 80® e etanol  Zhao, 2020

Citronela e 6leo de semente de  Polioxietileno, éter laurilico e Toledo, 2020

uva fosfatidolcolina de soja

Artemisia, Alpinia Tween 2®0 e etanol Mou, 2021

Melaleuca alternifélia Alquil poliglicosideo Vo, 2021

Alpinia Tween 80® e Etanol Khumpirapang,
2021

Canela Tween 80® e alcool anidro Shi, 2021

Fonte: Préprio autor.
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O uso de sistemas microemulsionados se mostra efetivo para intensificar
as propriedades dos OEs, e melhorar algumas de suas caracteristicas que
afetam a estabilidade e durabilidade nas formulac6es. Em 2021, Shi utilizou
microemulsdes com OE de canela para melhorar as taxas de decomposicao e
oxidagdo do 6leo puro. Para obtencdo das MEs, foi adicionado uma mistura de
Tween 80® e alcool anidro, como solventes anfifilicos em um sistema 2:3 (v/v)
de agua destilada e 6leo essencial, sob agitacdo. Apesar do OE de canela
apresentar uma maior atividade inseticida, as MEs apresentaram 100% de
repeléncia por 6 horas, boa estabilidade, incorporacdo e um excelente efeito de
liberacdo prolongada.

A utilizacdo de OEs em meios microemulsionados € uma alternativa
promissora em funcdo da sua eficacia e simplicidade para fins de formulacdes
de uso topico, incluindo atividade repelente. Esses sistemas podem ser
interessantes para melhorar a acdo destes produtos, uma vez que, por meio
dessa abordagem, a administracdo de substancias hidrofébicas torna-se mais
eficiente, promovendo sua liberacao controlada em meio fisiolégico, aumentando

o tempo de agéo e protegendo suas moléculas ativas de possiveis degradacdes.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Os oOleos essenciais sdo misturas lipofilicas com uma ampla
aplicabilidade em diversas areas, alguns possuem potencial atividade repelente
promissora. Todavia, estes 6leos possuem uma peculiaridade quando se trata
da utilizacdo topica: por serem muito volateis, podem apresentar uma
biodisponibilidade baixa e proporcionar um tempo de acéo e eficacia reduzidos.

A incorporacao desses produtos em meios microemulsionados € uma
alternativa para o desenvolvimento de produtos biossustentaveis, visto que
diminuem os impactos ao meio ambiente e a saldde humana, aumentam a
estabilidade dos OEs, protegem da degradacdo por oxidacédo, volatilizacdo e
aumentam a solubilizacdo e o seu tempo de acdo, ja que vem sendo muito

utilizado como sistema de liberag&o prolongada.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de microemuls@es em sistemas ternérios para a veiculacéo de
Oleos essenciais com potencial atividade repelente visando uma futura aplicacéo

em formulacdes de uso topico.

1.4.2 Objetivos especificos

A. Escolha dos Oleos essenciais com potencial atividade repelente
aliando custo e beneficio;

B. Desenvolvimento e otimizacdo dos parametros experimentais para a
utilizagdo de microemulsdes;

C. Analise critica dos resultados para escolha das condigcbes mais
promissoras;

D. Avaliacdo da estabilidade: durabilidade das amostras em
temperaturas ambiente e refrigerada em curto e longo prazo, estresse
térmico e o teste de centrifugacéo;

E. Avaliacdo dos resultados, de modo a tragar estratégias para

aplicabilidade futura em formulacdes de uso tépico.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Levantamento bibliografico

Uma pesquisa foi realizada com o intuito de escolher OEs com potencial
atividade repelente a serem utilizados. Para essa selecdo foi levado em
consideracéo a efetividade de repeléncia e espécies que nao sdo conhecidas
popularmente para esses fins. O critério para escolha do surfactante foi em
fungéo da afinidade com a pele, com o sistema e com 0 uso recorrente em meios
microemulsionados.

Foram utilizadas como plataformas de pesquisa o portal de periédicos
CAPES e PubMed. Para as buscas foram aplicadas as palavras-chaves em
inglés: “essential oil”, “repelent’, “microemulsions”, “nanosystem” e
“microencapsulation”.

Manuais de aromaterapia também foram utilizados como base de
pesquisa (BAUDOUX, 2019; WOLFFENBUTTEL, 2019) com o propésito de
determinar proporcdes iniciais seguras das MEs para o uso tépico, devido aos
limites de concentracdo de OEs estabelecidos que podem causar irritacdo na

pele.

2.1.2 Titulacéo para escolha da proporcdo das microemulsdes

Este trabalho se desenvolveu a partir de um projeto de pesquisa de
iniciacdo cientifica (Prociéncia/Pibic) aprovado pelo Instituto Federal de
Educacdo Ciéncia e Tecnologia (IFRJ) intitulado “Desenvolvimento e
caracterizacdo de micro- e nanoemulsdes em sistemas pseudoternarios de 6leos
essenciais com potencial atividade repelente”, e faz parte de alguns dos projetos
do grupo de pesquisa composto pelas professoras Alessandra Licursi e Rosana
Candida, e pelos alunos de iniciacao cientifica: Alice Cabral, Matheus Delduque,
Mariana Reis e Raphael Pais.

Para o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados: Vortex,
pipetas Pasteur, 0leos essenciais, béquer, surfactante, agua ultrapura, balanca
portétil e frascos com tampa de rosca para armazenamento das amostras, e para
a limpeza dos frascos, o alcool isopropilico (Figura 5). Ressalta-se que os

experimentos desse trabalho ocorreram durante a pandemia de Coronavirus
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(COVID-19), e foram seguidos todos os protocolos de biosseguranca

estabelecidas pela instituicao

Figura 5: Materiais utilizados para realizacdo das microemuls6es adaptados para o
rodizio de laboratérios durante a pandemia de COVID-19: Vértex, pipetas Pasteur, 6leos

essenciais, béquer, surfactante, agua ultrapura, alcool isopropilico, balanca portatil e frascos.

Fonte: Préprio autor.

As regides de formagao das MEs foram obtidas por meio de titulagéo
(Figura 6). O presente trabalho contou com o auxilio dos demais alunos de
iniciacdo cientifica acima descritos, para os estudos de verificacdo da
reprodutibilidade, com o parametro variante, o analista. Inicialmente, foram pré-
estabelecidas duas propor¢ées 10:1 (agua:6leo) m/m, onde foram pesados 1g
de agua ultrapura e 0,1g de 6leo essencial, e 20:1 (agua:6leo) m/m, com 2g de
agua ultrapura e 0,1g de 6leo essencial, apresentando uma faixa segura, visando
nao causar irritabilidade na pele (BAUDOUX, 2019; WOLFFENBUTTEL, 2019).
Cada anélise foi realizada em duplicata por dois analistas, fornecendo ao todo,
quatro resultados para cada propor¢cdo. Apds a percepcao visual da formacéo
das MEs, os frascos foram vedados com papel parafilm de modo a impedir a

perda por volatilizacdo, e envolvidas com papel aluminio, para proteger da luz.
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Figura 6: Fluxograma do procedimento de titulagéo de preparo das microemulsées.

Pesagem da

H
=
agua ultrapura + OE g,
(sistema bifasico)

o T
a

Adicao de 0,2g do P
surfactante Nt

Agitacdo manual

Apresentou

Analise visual da { — homogeneidade?

amostra ap6s 1 hora

Homogeneizagdo em
Vértex por 1 minuto

Fonte: Préprio autor.

2.1.3 Confeccao dos diagramas ternarios

Os dados obtidos nas titulagbes de cada dupla de analistas foram
organizados em planilhas no Excel (Figura 7), dado que, € um programa
recorrente para elaboracédo de planilhas e de facil manuseio dos dados. Os
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valores obtidos foram repassados em sua respectiva coluna, e a coluna
nomeada “sistema” dispde de trés opgdes de preenchimento: bifasico, turvo e
bicontinuo. A avaliacédo das fases deve ser feita no momento da titulacéo, para
a melhor exatidao das regides de formacao das MEs. A planilha contém duas
abas, nomeadas em “dados em massa”, indicada na Figura 7 (A) onde a massa
total é obtida através das somas das colunas A, B e C, e na segunda aba, Figura
7 (B), os dados séo apresentados automaticamente em porcentagem através de
férmulas.

Figura 7: (A) aba 1 da planilha montada em Excel a partir dos dados obtidos nas
titulagcbes dos bleos essenciais para avaliacdo das regifes de formacao das microemulsdes.
(B) aba 2 para converter os dados obtidos em massa para os valores em porcentagem.

A B C D E F
1 Oleo Surfactante Agua Sistema Massa Totall
2 0.00
3 0,00
4 0,00
3 0,00
6 0,00
7 0,00
8 0,00
9 0.00
Dados em massa Dados em porcentagem + 14
A B (& D E F
1 Oleo Surfactante Agua Sistema
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Dados em massa | Dados em porcentagem + <

Fonte: Préprio autor.

Para a confeccdo dos diagramas e posterior andlise das regides de
formacao das MEs, as planilhas citadas anteriormente foram transferidas para o
Software OriginPro 2018, e otimizadas de acordo com 0s parametros para a
construcdo do diagrama de fase pelo software (Figura 8).
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Figura 8: Dados das microemulsdes de 6leos essenciais exportados do Excel, para o preparo
do diagrama de fases ternario apos as titulagdes, no Software OriginPro 2018
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Fonte: Préprio autor.

As colunas A(Z), B(X) e C (Y), foram preenchidas com os dados da
planilha e, as fases das MEs: solucdo bifasica, turva e monofésica, foram
separadas por abas, para melhor organizacdo das amostras. Apos completar
todas as abas, os diagramas de fase ternarios foram gerados para cada OE.

2.1.4 Teste de reproducao

Os testes de reproducéo sao importantes para avaliar se as proporc¢oes
estudadas sdo suscetiveis para a producdo em larga escala e comercializagéo
sem perder sua estabilidade e propriedades. Este teste foi realizado apés o
conhecimento das regides de formacao das MEs, conforme descrito no item 4.2.

As proporcbes encontradas (item 2.1.2) foram repetidas em novas
amostras por etapa unica, sem a execucao da titulacdo. Apos a formacao da ME,
os frascos foram agitados em Vortex por um minuto. As amostras foram vedadas
com papel parafilme para impedir perda por volatilizacao, e envolvidas com papel

aluminio para proteger da luz.

2.1.5 Avaliagcédo da estabilidade
A avaliacdo das amostras realizadas nesse estudo ocorreu em trés

etapas: (i) testes de durabilidade, armazenando e observando as amostras em
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temperatura ambiente, ao abrigo da luz e umidade; (ii) estresse térmico, por meio

da verificacdo da estabilidade em baixa e altas temperaturas, e (iii) centrifugacao.

2.1.5.1 Teste de durabilidade

Apos as titulagbes, as amostras foram vedadas e envolvidas em papel
aluminio, para impedir a volatilizacéo e a exposicao a luz, e foram abrigadas em
um local livre de umidade e sem exposi¢ao solar, sendo examinados quanto a
sua caracteristica visual (sistema homogéneo, turvo ou bifasico) uma vez por

semana por um periodo de quatro meses.

2.1.5.2 Testes de estresse térmico

As amostras foram avaliadas em diferentes temperaturas: baixa e alta. As
amostras designadas a avaliacdo em baixa temperatura foram armazenadas sob
refrigeracdo (aproximadamente 7°C), e ao abrigo da luz, por uma semana,
posteriormente foram retiradas para o desgelo e analisadas quanto o aspecto
visual e estabilidade do sistema. Ja as amostras designadas a avaliacdo em altas
temperaturas, foram submetidas & um banho maria, ao mesmo tempo, onde a
temperatura aumentava gradualmente, durante 20 minutos, variando de 40°C
até 80°C, e analisadas quanto o aspecto visual e estabilidade do sistema apds o

resfriamento.

2.1.5.3 Centrifugacédo

Para avaliar a acdo de forcas fisicas e resisténcia a sedimentacao, as
amostras foram centrifugadas (Quimis®) por 10 minutos em 2000 rota¢cdes por
minuto (rpm). Posteriormente, as amostras foram avaliadas quanto a separacao

de fases, presenca de turbidez, sedimentacdo e mudanca na coloracéo.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.2.1 Escolha dos 0leos essenciais e surfactante.

Inicialmente, de acordo com as propriedades repelentes, foram pré-
escolhidos quatro 6leos essenciais: eucalipto, citronela, litsea e capim-limao.
Apos o aprofundamento teorico, associando custo e disponibilidade, entre outros

fatores, foram escolhidos os Oleos de Litsea cubeba (litsea) e Cymbopogon
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nardus (citronela) como pontos de partida para estudo. Ambos OEs foram
adquiridos no comércio local.
2.2.1.1 Oleo essencial de Litsea cubeba

Litsea é um arbusto que tem como origem a china e outros paises do
sudeste asiatico (Figura 9), possui diversos componentes que proporcionam
atividade antifingica, antibacterianos, anti-inflamatério, repelente e analgésicos,
além do seu uso na area de cosmeéticos (ZHOU et al., 2020). Dentro dos diversos
componentes presentes na estrutura dessa planta, o 3,7-dimetil-2,6-
octanodienal é o que mais se destaca no combate a mosquitos e acaros, sendo
um dos principais responsaveis pelo seu papel como repelente (PARK; LEE;
CHUNG, 2021). O ¢leo essencial de Litsea cubeba — Litsea (OEL) é obtido

atraves das folhas e frutos, extraidas da planta (PANTE et al., 2021).

Figura 9: Folhas e frutos da espécie Litsea Cubeba, parte extraida para a formulacédo de 6leos
essenciais.

Fonte: PAN, 2007.

2.2.1.2 Oleo essencial de Cymbopogon nardus
A citronela € um capim perene, 0 que significa que possui um longo ciclo
de vida, cresce em regifes tropicais e subtropicais, e sdo de origem da Asia, mas

também s&o comumente encontradas na Africa e América (Figura 10). De todas
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as suas propriedades, a mais reconhecida popularmente é a atividade repelente,
em sua estrutura, 0s ativos responsaveis por essa propriedade sao o citronelal,
citronelol e geraniol (ARPIWI; MUKSIN; KARTINI, 2020). O 6leo essencial de
Cymbopogon nardus - Citronela (OEC) é extraido a partir das folhas da planta
(TOLEDO et al., 2020).

Figura 10: Folhas da espécie Cymbopogon nardus (citronela)

Fonte: MOKKIE, 2014.

2.2.1.3 Surfactante ou Tensoativo

Para a escolha do surfactante, parametros como biocompatibilidade,
toxicidade, irritabilidade, afinidade com o meio de aplicacdo, foram avaliados.
Também foi analisado, por meio do levantamento bibliogréafico, os surfactantes
usados de forma recorrente em MEs similares as do presente trabalho.

Os surfactantes sdo moléculas que possuem em sua estrutura uma parte
apolar que geralmente tem origem em uma cadeia carbonica ciclica, linear ou
ramificada; e uma parte polar, que é formada por alguns atomos com polo
negativo ou positivo. A presenca de carga na molécula possibilita sua
solubilidade, devido a atracéo eletrostatica das cargas pelas moléculas de agua
(DALTIN, 2011).
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Essas moléculas podem ser classificadas em anidnicos, catiénicos, nao
ibnicos e anfoteros. Os surfactantes anibnicos, apresentam a parte hidrofilica
carregada negativamente, sdo amplamente utilizados em xampus, sabonetes e
em formulaces cosméticas no geral, porém possuem a acdo desengordurante
muito forte, sendo ideal sua associagdo com outra classe. Os surfactantes
catidnicos por sua vez possuem carga positiva, e podem ser mais toxicos que o
aniénico, tornando-o menos usual em formulacbes (ALLEN; POPOVICH;
ANSEL, 2013). Os surfactantes ndo ibnicos ndo apresentam tendéncia a
ionizacao e sao usualmente utilizadas em formulagdes, por n&o interagirem com
a “agua dura”, que é rica em sais de calcio e magnésio e outros minerais,
diminuindo o poder espumoégeno da formulacdo. Por dltimo, os surfactantes
anfoteros sdo os menos utilizados pois desempenham func¢des secundarias e
possuem alto custo (GASPERI, 2015)

O surfactante escolhido para a realizacdo das MEs desse estudo foi
monooleato de polioxietileno sorbitano, também conhecido como polissorbato 80
ou Tween 80® (Figura 11). Os polissorbatos séao utilizados de forma recorrente
em formulacbes cosméticas, orais e em produtos alimenticios (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). Atuam como surfactantes hidrofilicos e nao iénicos,
podendo ser empregado em diferentes preparacdes e ndo possuem relatos
significativos de efeitos adversos, sendo considerados seguros para 0 usO
humano (MEDICINES AGENCY, 2018).

Figura 11: Estrutura molecular Tween 80® (monooleato de polioxietileno sorbitano), usado
como surfactante nas microemulsées. As marcacdes w, X, y € z mostram 0s grupos de

oxietileno presentes na molécula.
HO 0 O\M OH
\/\foww 0 «

o g
Oy
@]
s
z

Fonte: MASTER UEGLY, 2010.
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Para fundamentar a escolha do Tween 80®, foi realizado uma busca por
estudos comparativos entre surfactantes. Song em 2021, analisou o
desempenho de diferentes surfactantes em MEs, no entanto o Tween 80® foi 0
que obteve melhor resultado solubilizando 6leos essenciais, além de ser usado
de forma recorrente em estudos de micro- e nanoemulsdes, corroborando a
escolha desse surfactante para o presente trabalho.

Em um primeiro momento, também se considerou a possibilidade do uso
combinado com co-sufarctante (como propilenoglicol). No entanto, ap0s testes
iniciais, as MEs alcangaram estabilidade e foram reprodutiveis somente com o
Tween 80®, e por este motivo 0s ensaios utilizando co-surfactante ndo foram

adiante.

2.2.2 Regido de formacao das microemulsdes

Para conhecer as regifes de formacdo das MEs foram realizadas
titulacbes do surfactante (Tween 80®) nas propor¢des 10:1 e 20:1 m/m
(agua:oleo) para os OEs de litsea e citronela, a formacao das MEs € demarcada
pela mudanca de sistema durante o processo de titulacdo, passando de turvo
para homogéneo. As amostras de cada propor¢cdo foram realizadas em
duplicatas por dois analistas, com o objetivo de verificar a reprodutibilidade dos
resultados, avaliando a influéncia das regides de formacdo das MEs quando
realizadas com diferentes analistas. ApoOs a tabulacdo das proporcdes obtidas, o
desvio padrdo amostral foi calculado, a partir da equacédo 1, a fim de medir o
grau de dispersdo entre os analistas e as amostras realizadas. Os valores do
desvio padrédo sdo necessarios para avaliar a precisao dos resultados obtidos
em cada analise, quando mais préximo de zero, significa que os valores obtidos

estdo préoximos ao valor médio das amostras (SKOOG, 2006).

Q) Sx=

Com esse estudo, obteve-se quatro resultados para cada proporc¢éo, as
amostras foram nomeadas 10:1_1 e 20:1_1 e suas duplicatas foram nomeadas

10:1_2 e 20:1_2. Dois analistas realizaram as titulacbes para o0 mesmo 6leo,
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totalizando 8 amostras para cada 6leo, sendo as andlises realizadas com quatro
réplicas para cada proporcdo. Na Tabela 2 e na Tabela 3 estdo descritas,
respectivamente, as propor¢cdes aproximadas obtidas nas titulacdes realizadas
por cada analista para o OEL e OEC, e os respectivos valores dos desvios
padrdo. Devido & pandemia de COVID-19 néo foi possivel a realizagdo de mais
réplicas para ambos os 0leos, e por este motivo ndo foi possivel fazer uma
avaliacdo estatistica mais criteriosa da média e da variabilidade entre os

analistas, por meio dos testeste F.

Tabela 2: Proporcdes aproximadas das microemulsées do 6leo essencial de litsea, obtidas pela
titulacdo de Tween 80® nas proporgdes 10:1 e 20:1 (agua:6leo) m/m, suas duplicatas e o
desvio padrao*, realizadas por dois analistas.

m/m Analista 1 Analista 2 Desvio padrdo
10:1 1 10:1:20 10:1:20 0,3
10:1_2 10:1:20 10:1:20
2011 1 20:1:21 20:1:22 0,9
20:1 2 20:1:23 20:1:24

* Desvio padréo calculado considerando todas as casas decimais fornecidas
pelo equipamento utilizado na pesagem,

Fonte: Préprio autor.

Tabela 3: Proporcdes aproximadas das microemulsfes do 6leo essencial de citronela, obtidas
pela titulagcdo de Tween 80® nas proporcdes 10:1 e 20:1 (agua:6leo) m/m, suas duplicatas e o
desvio padrao*, realizadas por dois analistas.

m/m Analista 1 Analista 2 Desvio padrdo
10:1. 1 10:1:22 10:1:23 1,2
10:1 2 10:1:21 10:1:24
20:1 1 20:1:17 20:1:18 0,7
20:1 2 20:1:18 20:1:17

* Desvio padréo calculado considerando todas as casas decimais fornecidas pelo
equipamento utilizado na pesagem.

Fonte: Préprio autor.

Uma caracteristica visual que difere as MEs das emulsdes, € a auséncia
de turbidez, por possuirem particulas de tamanho consideravelmente pequeno,
e serem opticamente transparentes (OLIVEIRA et al., 2004). Essa caracteristica

€ essencial para as titulacbes de obtencéo das regides de formacédo das MEs,
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uma vez que foi adicionado tensoativo até o sistema passar de turvo para
homogéneo, e pode ser observada nas amostras realizadas para os OEL, Figura
12, e para o OEC, na Figura 13. Inicialmente ndo era conhecido a massa de
surfactante suficiente para a producao das MEs desse estudo, portanto, visando
nao extravasar o volume dos frascos, as primeiras amostras das proporgdes 20:1
m/m (A:O) foram realizadas com a massa reduzida, sendo 1g de agua e 0,059
de OE, por esse motivo os frascos equivalentes as proporc¢des 20:1, (C) e (D),
na Figura 12, apresentar menor volume em comparagdo com a propor¢ao 10:1,
(A) e (D).

Figura 12: Microemulsdes de 6leo essencial de litsea (OEL) ap6s a Ultima titulagdo nas
proporgdes: (A) 10:1 m/m (agua:6leo) e (B) duplicata 10:1 m/m (agua:6leo); (C) 20:1
m/m(agua:oleo) e (D) duplicata 20:1 m/m (agua:o6leo).

(A) B) ©) (D)
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(

l S =

Fonte: Préprio autor.

Figura 13: Microemulsdes de 6leo essencial de citronela (OEC) apés a ultima titulagdo nas
proporcdes: (A) 10:1 m/m (agua:6leo) e (B) duplicata 10:1 m/m (dgua:6leo); (C) 20:1
m/m(agua:6leo) e (D) duplicata 20:1 m/m (agua:6leo).

(B) © (D)

e

(A)

Bz

Fonte: Préprio autor.
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2.2.3 Diagramas de fase ternarios

A construcdo dos diagramas de fase é uma ferramenta teérica para propor
as regides de formacao das MEs, pois por meio dele é possivel avaliar todas as
regides geradas, identificar a melhor combinacdo de componentes, e a
quantidade prevalente no sistema mais estavel das MEs. Para a elaboracao
desses diagramas, foi utilizado os dados de todas as titulacées, que foram
previamente tabulados em Excel. Nos diagramas, as mudancas de fase
conseguintes da adicao progressiva do surfactante Tween 80® sao demarcadas
pela mudanca da coloragéo dos pontos presentes no diagrama. Assim como, 0S
pontos se concentram mais a esquerda do diagrama, pois foi escolhido uma
proporcao onde a concentracdo de Oleo é baixa, visto que se pretende ter um
produto com capacidade de aplicacdo topica, sem causar irritabilidade. Na
Figuras 14 e na Figura 15 estdo os diagramas de fase ternarios das MEs dos

Oleos de litsea e citronela, respectivamente.

Figura 14: (A) Diagrama de fase ternario do 6leo essencial de Litsea cubeba (litsea), indicando
as regides de formacgéo das microemulsées. As mudancas de fases apresentadas durante o
processo foram classificadas por cores: sendo bifasico (formac¢éo de duas fases) o amarelo

mais claro, turvo laranja e solugdo homogénea em laranja mais escuro. (B) representa o
diagrama ampliado para melhorar visualizag&o das regides

(A) (B)
Formagéo de duas fases 0,00
Solugéo Turva 1,00
Solugdo Homogénea
0,25
&
A\
o 0,50
S ,
?‘Q ;
0,75
¥ 0,25
1,00
0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Oleo (%m/m)

Fonte: Préprio autor.



44

Figura 15: (A) Diagrama de fase ternario do 6leo essencial de Cymbopogon nardus (citronela),
indicando as regides de formacéo das microemulsdes. As mudancas de fases apresentadas
durante o processo foram classificadas por cores: sendo bifasico (formagdo de duas fases) o

verde mais claro, turvo em verde intermediario e solugdo homogénea em verde escuro. (B)
representa o diagrama ampliado para melhor visualizacdo das regifes.

(A)
Formacg&o de duas fases 0,00
= Solugdo Turva
= Solugdo Homogénea

1,00

1,00

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Oleo (%m/m)

Fonte: Préprio autor.

Nas areas indicadas pelas setas vermelhas na Figura 14(B) e na
Figural5(B), é possivel observar a melhor regido para formacdo das MEs de
cada OE. A diferenca nos padrdes visuais na formacdo de cada regido nos
diagramas, € perceptivel pois os OEs possuem diferentes componentes. Na
Tabela 4 sao apresentados alguns dos componentes quimicos mais recorrentes
na composicdo dos OEs de litsea e citronela, obtidos pela andlise por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrbmetro de massas (CG-EM) de
amostras extraidas diretamente da planta (PARK; LEE; CHUNG, 2021;
SCHERER et al.,, 2009). Vale ressaltar que alguns OE podem possuir
aproximadamente 100 substancias quimicas em sua composicdo, e as
proporcdes de cada uma dessas substancias, bem como sua recorréncia, pode
variar de acordo com o método de extracdo, parte da planta ou marca comercial
adquirida (ZHOU et al., 2020).
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Tabela 4: Componentes quimicos presentes nas folhas e frutos de Litsea cubeba e nas folhas
de Cymbopogon nardus em ordem decrescente (%) quanto a sua majoritariedade nas
espécies, analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Componentes quimicos (%) extraidos das plantas e analisados por CG-EM

Litsea cubeba % Cymbopogon nardus %
3,7-Dimethyl-2,6-octadienal 75,88 B- Citronelal 45,00
Limoneno 10,44 Geraniol 20,71
Eucalipitol 3,70 B-Citronelol 14,49
a -Pinene 1,55 Limoneno 3,37
B-Pineno 1,02 B-Elemeno 1,50
Sulcatona 0,93 Acetato citronelila 1,46
Geraniol 0,76 Acetato de geranila 1,40
Sabineno 0,72 A - Cardineno 1,27
a -Terpineol 0,69 Elemol 1,24
Piperitone 0,45 Geranial 0,67
Canfeno 0,40 Germaceno D 0,57
Oxido de beta carofileno 0,40 y - Cardineno 0,46
4- isopropilciclohexaol 0,27 a - Muroleno 0,38

Fonte: PARK; LEE; CHUNG, 2021; SCHERER et al., 2009.

2.2.4 Teste de reproducéao

Para atestar a reproducdo das condicfes encontradas ap0s a titulacéo,
as mesmas propor¢cdes foram realizadas em novas amostras visando uma
posterior producdo em larga escala. Na execucdo dessas amostras, as
proporcdes escolhidas foram baseadas nos resultados obtidos anteriormente
pelos analistas. Para o OEL, as amostras possuem as proporcdes 10:1:20 e
20:1:22 m/m agua:odleo:surfactante (A:O:S), que foram proporcées realizadas
nas titulacbes e que apresentaram formacdo de uma MEs homogéneas e
estaveis. Para o OEC, as amostras de reprodutibilidade foram realizadas com as
propor¢cdes 10:1:24 e 20:1:17 m/m (A:O:S), que sdo as composi¢des que tiveram
éxito na formacgéo das MEs na fase da titulagdo. Todas as amostras (Figura 16)
foram reprodutiveis e apresentaram estabilidade por no minimo 4 meses em

temperatura ambiente.
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Figura 16: Amostras do ensaio de reprodutibilidade onde (A) Microemulsdo com 6leo essencial
de litsea na propor¢éo 10:1:20 m/m (A:O:S); (B) Microemulsédo com 6leo essencial de litsea na
proporcao 20:1:22 m/m (A:0:S); (C) Microemulsdes com 6leo essencial de citronela na
proporcao 10:1:24 m/m (A:0:S) e (D) ) Microemulsdes com 6leo essencial de citronela na
proporcdo 20:1:17 m/m (A:O:S).

Fonte: Préprio autor.

2.2.5 Avaliagédo da estabilidade

Os testes realizados da estabilidade das amostras realizadas é extrema
importancia para observar a capacidade das MEs serem reproduzidas em
possiveis aplicacdes futuras. Os estudos relacionados a influéncia da
temperatura nas amostras, se mostrou muito necessario para as analises das
MEs. De acordo com (JOUBRAN et al., 1993), conforme citado por (ZHU et al,
2020), o uso de surfactantes ndo idnicos, como o Tween 80®, em sistemas
microemulsionados, tendem deixar a MEs mais sensiveis a temperatura, sendo
necessario para o estudo presente a avaliacdo do comportamento das amostras,
mesmo que esses efeitos sejam considerados muito complexos, comparados a
estabilidade das MEs.

As analises realizadas apresentaram resultados satisfatérios frente a
forcas fisicas, mudanca de temperatura e estabilidade da formulacdo a longo
prazo, todas as amostras produzidas ndo apresentaram turbidez ou mudancas
de fase. No Quadro 1 estédo descritos resumidamente as metodologias utilizadas

para cada teste e os resultados alcancados pelas amostras.
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Quadro 1: Metodologia realizada e resultados obtidos nos testes de estabilidade das
microemulsdes do 6leo essencial de Litsea cubeba e Cymbopogon nadus

Durabilidade Estresse térmico Centrifugacao

As microemulsbes foram | As microemulgbes foram | As microemulsbes foram
armazenadas ao abrigo da | refrigeradas (7°C) e | centrifugadas por 10
luz e umidade por um longo | posteriormente retirados | minutos em 2000 rpm.
prazo para o desgelo;

Submetidas ao banho-maria
com aumento gradual da
temperatura de 40 até 80°C.

Resultado obtido: as | Resultado obtido: as | Resultado obtido: as
amostras ndo apresentaram | amostras nao apresentaram | amostras ndo apresentaram
separacdo de fases ou | separacdo de fases ou |separacdo de fases ou
turbidez por 4 meses turbidez. turbidez

Fonte: Préprio autor.

2.2.5.1 Testes de durabilidade

As amostras dos Oleos de litsea e citronela foram preparadas no decorrer
do ano 2021. Apds sua producéo, foram armazenadas em temperatura ambiente
ao abrigo de luz e umidade por 4 meses. A avaliacdo da durabilidade das
amostras a longo prazo se mostrou importante para observar o comportamento
das MEs, ou seja, se ocorreu a alteracédo do sistema homogéneo em bifasico ou

turvo, apo6s a sua producéo.

2.2.5.2 Testes de estresse térmico

Visando avaliar a estabilidade das MEs diante de mudancas bruscas de
temperatura e/ou ambiente, as amostras foram monitoradas em condi¢des de
exposicdo em diferentes temperaturas. As MEs que foram submetidas a
refrigeracao (7°C) e as designadas ao banho-maria, com aumento gradual da
temperatura, a partir de 40°C até 80°C, por 20 minutos, foram observadas logo
apos a realizacdo dos testes e permaneceram visualmente estaveis, nao

havendo separacédo de fases, turbidez ou sedimentacéao.

2.2.5.3 Testes de centrifugacao
As MEs séo consideradas mais estaveis que as emulsdes, pois possuem

uma maior resisténcia a sedimentacdo, influenciando diretamente em sua
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estabilidade. Comparativamente, quando estdo sob agéo da gravidade ou de
forca centrifuga, as emulsdes se rompem, enquanto as MEs permanecem
estaveis (ROSSI et al., 2007). Para avaliar a relacdo desses sistemas
micrcoemulsionados com forgas fisicas, as amostras de todas as proporc¢des
estudadas nesse trabalho foram centrifugadas, sendo os resultados satisfatérios.

3 CONCLUSAO

Em virtude dos resultados obtidos, foi possivel concluir que o Tween 80®
atuou de forma eficiente como surfactante sem a necessidade do uso de um co-
surfactante, para realizacdo da MEs.

A técnica empregada para a construcao dos diagramas de fase ternarios,
usados para propor as regides de formacdo das MEs, se mostrou simples e
reprodutivel, sendo possivel avaliar com clareza as regiées do diagrama.

A troca de analistas corroborou com a analise dos resultados obtidos nas
titulacdes, e as MEs de ambos os dleos, litsea e citronela, geraram a mesma
regido de formagdo, mesmo sendo realizada por analistas diferentes, sendo
estes a Unica variante.

Os testes de reproducao e de durabilidade mostraram que as proporcdes
alcancadas nas titulacdes, podem ser comercializadas e usadas em producdes
em larga escala, ja que todas as amostras realizadas se mostraram estaveis por
um periodo de 4 meses.

Apds a observacdo das amostras nos testes de estresse térmico, em
baixa (7°C) e altas (de 40°C até 80°C) temperaturas, e centrifugacéo, ndo foram
observadas turbidez, precipitacdo, separacdo de fases, sedimentacdo ou
mudanc¢a na coloracdo da amostra, demostrando estabilidade preliminar das
formulag@es frente a forca fisica e alteracdes bruscas de temperatura.

O uso de sistemas microemulsionados se mostrou promissor para
formulacbes com Oleos essenciais de Litsea cubeba de Cymbopogon nardus,
visto que as amostras obtidas nesse estudo apresentaram boa solubilidade e
estabilidade, sendo favoravel para futuras formulagdes para uso topico com

potencial atividade repelente.
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4 PESPECTIVAS

Devido a pandemia de COVID-19, a etapa de caracterizacdo das MEs
prevista para esse trabalho ndo pbde ser realizada. Contudo, pretende-se,
quando possivel, retornar de forma segura para o laboratério e realizar as
andlises. A caracterizacdo das MEs pode ser realizada por meio de
espalhamento de luz dindmico, testes de condutividade, potencial zeta,
microscopia Otica, entre outros meétodos.

Pretende-se realizar testes de pH nas microemulsbes obtidas nesse
estudo, ja que, uma formulacao para uso tépico deve ter como pH ideal, um valor
préximo ao pH da pele, evitando assim irritacdo, queimadura, proliferacdo de
bactérias. Adicionalmente, auxiliara na conservacdo da formulacéo,
assegurando a eficacia dos componentes presentes na mesma (GASPERI,
2015). Mesmo que as MEs desse estudo tenham proporgdo segura para uso
tépico, pretende-se também, realizar testes de simulacéo para aplicacdo tépica

de modo a avaliar a toxicidade, e testes reoldgicos.
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5 PRODUCAO ACADEMICA

Este trabalho de conclusédo de curso faz parte de um projeto aprovado
institucionalmente denominado “Desenvolvimento e caracterizacdo de micro- e
nanoemulsdes em sistemas pseudoternarios de 6leos essenciais com potencial
atividade repelente” sob a coordenacido das professoras Rosana Candida e
Alessandra Licursi, e essa linha de pesquisa permitiu a participacdo e

apresentacao de trabalhos cientificos, em eventos como:

e 60° Congresso Brasileiro de Quimica, 2021 — online.
Apresentacdo oral: “Avaliacdo das regibes de formacdo de

microemulsdes de 6leos essenciais com potencial atividade repelente”.

e XIV Jornada Interna de Iniciacé@o Cientifica e Tecnoldgica, 2020 — online.
Apresentagdo do trabalho intitulado “Formagdo de microemul¢cdes sem
detergente em sistemas pseudoternarios como ferramenta analitica para

analise de 6leos essenciais citricos”

¢ XV Jornada Interna de Iniciacéo Cientifica e Tecnoldgica, 2021 — online.
Apresentacdo do trabalho intitulado “Desenvolvimento e caracterizacdo de

microemulsdes de 6leos essenciais com potencial atividade repelente”

e XV Jornada Interna de Iniciacé@o Cientifica e Tecnoldgica, 2021 — online.
Apresentacdo do trabalho intitulado “Avaliacdo da viabilidade da analise de
Oleos essenciais citricos em microemulsédo sem detergente por cromatografia

liquida com detecc¢éao fluorimétrica
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