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RESUMO

Com o aumento da expectativa de vida da populagédo mundial e o crescimento no
namero de idosos, tornam-se cada vez mais frequentes os casos de lesbes
cutaneas.Um dos principais fatores que agrava esse quadro clinico e prolonga o
tempo de cicatrizacdo das feridas € a infeccdo bacteriana local, tornando
necessario umtratamento eficaz para essas situacbes. Entretanto, a falta de
produtos com eficacia cientificamente validada dificulta o tratamento dessas
lesdes. Nesse contexto, a utilizacdo de 6leos vegetais, que possuem propriedades
antibacterianas e cicatrizantes intrinsecas, mostra-se como uma alternativa
promissora para o tratamento de feridas, potencializando a eficicia de ativos que
podem atuar de forma sinérgica. O Oleo vegetal de canola possui atividade
antibacteriana, anti-inflamatéria e acelera a cicatrizacao e regeneracao dos tecidos,
enquanto o mirceno, é um terpeno que tem potencial antibacteriano, anti-
inflamatérioe antioxidante. O objetivo desse estudo foi desenvolver nanoemulsées
(NEs) a basede 6leo de canola para incorporacao do mirceno e analisar as suas
caracteristicas fisico-quimicas. As formulac6es foram obtidas por técnicas de baixo
cisalhamento a temperatura ambiente, realizando-se testes de variacdo para
estabelecer as melhores concentracdes de 6leo de canola e tensoativos Tween80
e Span80. As NEs contendo 2,5% de 6leo de canola e 0,5% de mirceno obtidas ao
final do estudo de otimizacdo, apresentaram tamanho de goticula de
aproximadamente 75 nm; indice de polidispersao de 0,217; potencial zeta de - 16,0
mV e pH de 5,4. A formulacdo se mostrou estavel durante todo o estudo de
estabilidade (28 dias), mantendo seu aspecto macroscopico homogéneo e um
perfil monomodal de distribuicdo de didmetro das goticulas. A formulacéo obtida se
mostrapromissora e tem potencial para ser testada em relagdo a sua atividade

antimicrobiana e antioxidante

Palavras-chave: Sistema de liberagdo. Nanoemulsdo. Antimicrobiano. Antioxidante.



ABSTRACT

With the increase in life expectancy of the world population and the growth in the
number of elderly people, cases of skin lesions are becoming increasingly frequent.
One of the main factors that worsens this clinical picture and prolongs the healing time
of wounds is local bacterial infection, making effective treatment necessary for these
situations. However, the lack of products with scientifically validated efficacy makes
the treatment of these injuries difficult. In this context, the use of vegetable oils, which
have intrinsic antibacterial and healing properties, appears to be a promising
alternative for treating wounds, enhancing the effectiveness of active ingredients that
can act synergistically. Canola vegetable oil has antibacterial, anti-inflammatory
activity and accelerates tissue healing and regeneration, while myrcene is a terpene
that has antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant potential. The objective of this
study was to develop nanoemulsions (NEs) based on canola oil to incorporate
myrcene and analyze its physicochemical characteristics. The formulations were
obtained using low shear techniques at room temperature, carrying out variation tests
to establish the best concentrations of canola oil and Tween80 and Span80
surfactants. The NEs containing 2.5% canola oil and 0.5% myrcene obtained at the
end of the optimization study had a droplet size of approximately 75 nm; polydispersity
index of 0.217; zeta potential of - 16.0 mV and pH of 5.4. The formulation proved to
be stable throughout the stability study (28 days), maintaining its homogeneous
macroscopic appearance and a monomodal profile of droplet diameter distribution.
The formulation obtained shows promise and has the potential to be tested in relation

to its antimicrobial and antioxidant activity.

Keywords: Release system. Nanoemulsion. Antimicrobial. Antioxidant
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1. INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgéo do corpo e é a principal barreira de defesa contra fatores
externos (Tottoli et al.,2020).Portanto, a conservagao da integridade dessa barreira
protetora é de extrema importancia.Nesse contexto, feridas sdo descritas como
interrupcdes na continuidade do tecido do corpo, podendo variar em extenséo e sendo
causadas por traumas fisicos, quimicos, mecanicos ou desencadeadas por condi¢cdes
médicas. Constata-se que quando a fase inflamatoria de cicatrizacéo é prolongada, a
ferida pode se tornar crbnica, afetando a qualidade de vida de muitos individuos.
Assim, entende-se que diante da presenca de uma lesdo, é essencial realizar
tratamentos que tém como objetivos a ferida contra a entrada de micro-organismos,
gue podem causar infeccdes e estimular o processo de recuperacéo (Potter,Perry et
al 2014)

De acordo com declaracéo feita pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),nos
ultimos anos, as infec¢des bacterianas tornaram-se uma grande preocupacao global,
atingindo inclusive os individuos vitimas de lesdes cutaneas .Todavia, de acordo com
o relatério anual da OMS ,0 desenvolvimento e a comercializacdo de novos
medicamentos topicos antibacterianos e cicatrizantes para tratamento de infeccdes
cutaneas tém sido lentos, enquanto os patdgenos continuam a se adaptar e evoluir
rapidamente (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE ,2022).

Os tratamentos convencionais de feridas se limitam apenas a reparacdo da
ferida e ndo na restauragao do tecido lesionado, técnicas conhecidas como “restitutio
ad integrum”(Borena et al., 2015). Nesse sentido, a higienizacdo da ferida, o
desbridamento e a aplicacéo de curativos tem sido a forma principal de tratamento de
feridas.Além disso outros métodos convencionais de tratamento sdo o uso de
antibidticos realizado por meio da aplicacdo de pomadas antibiéticas locais ,terapias
celular e de enxertos na pele (Diaz et al., 2021). No entanto, todas estas terapias
acima mencionadas ndo séo satisfatérias para todos os tipos de feridas, concluindo
dessa maneira que existe uma necessidade urgente de desenvolvimento de novas

terapias(Kolimi et al., 2022).

Na busca por tratamentos eficazes, a nanotecnologia aparece como alternativa
,otimizando as propriedades dos ativos presentes em 0leos vegetais e essenciais,

com o objetivo de produzir medicamentos topicos cicatrizantes e antibacterianos



(Ferreira et al., 2021). Por sua vez, o processo de preparo de nanoemulsao revela-se
como uma alternativa para aprimorar as propriedades de 6leos selecionados, esta
técnica permite a incorporacao estratégica de ativos, desencadeando uma revolucao
no tratamento de diversas condicfes de saude. Diante disso, torna-se plausivel o
desenvolvimento de nano nanoemulsdes para tratar feridas cutaneas e prevenir

infeccbes (Maurya et al., 2021).

Tendo em vista que os produtos naturais sdo fontes potentes de uma ampla
gama de substancias com atividade biologica, a inclusdo de dleos de origem vegetal
com propriedades antioxidantes e cicatrizantes em nano emulsdes representa uma
abordagem promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos para tratar
lesBes (Oliveira, 2020).Dentre os 6leos vegetais, 0 6leo de canola, obtido a partir das
sementes da planta Brassica napus L., € conhecido por suas propriedades quimicas
e biolégicas notaveis (Tolentino et al., 2014).

O tratamento de feridas pode ser realizado com aplicagdo topica de
nanoformulacdes contendo ativos cicatrizantes, que proporcionem a reducdo da
inflamacéo, efeito antioxidante, e efeito antimicrobiano. Nesse ambito, o B-mirceno é
um monoterpeno com propriedades antioxidantes,antimicrobianas e anti-inflamatérias
(Paduch et al., 2007).Dessa forma, devido as propriedades benéficas do 6leo de
canola e do mirceno, torna-se interessante a producdo de uma nanoemulsao
cicatrizante que una as propriedades do 6leo vegetal e do terpeno com objetivo de

prevenir infec¢cdes em feridas e melhorar a cicatrizacao.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cicatrizacao de feridas

A hemostasia € o primeiro estagio e pode durar até dois dias, nesse estagio
ocorre o fechamento da ferida por coagulacdo devido a constricdo dos vasos
sanguineos e a formacdo de um tampdo plaquetério e a liberacdo de fatores de
crescimento que iniciam o proximo estagio que é a inflamacgdo. Em seguida, o estagio
da inflamacé&o envolve a migracao de células imunes, como neutréfilos e macréfagos,
gue removem bactérias e detritos da ferida e também envolve a liberacdo de citocinas
e fatores de crescimento que estimulam a angiogénese e a proliferacao celular.
Necessariamente, a proliferacdo celular € o estagio em que ocorre reconstrucao da
ferida com novos tecidos por meio da granulacéo, epitelizacdo, contracédo da ferida e
sintese de colageno.Por conseguinte ocorre o estagio da remodelagcdo, que é o
processo de maturagéo e reorganizacdo do tecido cicatricial.Portanto, Naturalmente, o
processo cicatricial de feridas é didaticamente dividido em quatro fases: hemostasia,

inflamacdo, proliferagédo ou granulagéo e transformagéao ou maturacéo (Carlos et al., 2007).

O tratamento de feridas em pacientes necessita da aplicagdo de um ativo, ou
da acdo sinérgica de ativos que promovam a cicatrizacdo dessas lesfes,
proporcionando principalmente, reducédo da inflamacéo, efeito antioxidante, e efeito
antimicrobiano(Comino-sanz et al., 2021).0s tocoferdis presentes no 6leo de canola
sao formas de vitamina E com propriedades antioxidantes que tem potencial protetor
de feridas contra os radicais livres incluindo espécies reativas de oxigénio que podem
prejudicar as células e retardar o processo de cicatrizacao(Skowron et al., 2018). Por
sua vez, a vitamina E € um antioxidante lipofilico formado por um grupo de 8
moléculas lipidicas isoméricas, com estrutura caracterizada por anel 6 cromano polar
e cadeira lateral prenil. Essa estrutura da vitamina E possibilita a doacdo de um
hidrogénio do grupo hidroxila do anel aos radicais lipidicos dando origem ao tocoferil.
A fracdo alfa presente no tocoferol € antioxidante e anti-inflamatorio (Keller; Fenske,
1998).0s acidos graxos 6mega 3 (acido linolénico) e 6mega 6 (acido oleico) presentes
no 6leo de canola, séo bem conhecidos por suas propriedades anti-inflamatorias e de

regeneracao tecidual (GIL, 2002; ISHAK et al., 2019a). Além disso, também atuam



como uma barreira de protecao dos tecidos mais internos, mantendo a hidratagéo da
pele ao impedir a perda de 4gua transepidermal (MANHEZI; BACHION; PEREIRA,
2008). Concomitantemente, os &cidos graxos também inibem a producdo de
eicosandides proé-inflamatérios, espécies reativas de oxigénio e citocinas,
influenciando assim a resposta inflamatoria e possivelmente a cicatrizacao de feridas
(PERINI et al., 2010).

Atualmente, ja existem testes de efeito protetor dos &cidos graxos,como
observou Declair V; A aplicacéo topica de acido linoleico 1,69 resultou em sucesso
ao ser utilizada para prevenir Ulceras de pressdo em pacientes hospitalizados
(Declair,V et al; 1997).Ademais, as atividades antioxidantes associadas ao 6leo de
canola,também estd associada a presenca de acido sindptico e seus
derivados (Zacchi; Eggers, 2008).De modo geral, o 6leo de canola possui compostos
gue tem potencial cicatrizante, antioxidante e protetor, que podem ser benéficos para
tratamento tépico em feridas;O ativo que atuar4 em sinergia com o 6leo de canola,é
0 mirceno, um monoterpeno volatil,com propriedades anti-inflamatorias e analgésicas
(Rao; Menezes; Viana, 1990) .Como foi abordado posteriormente na literatura, o
mirceno atua reduzindo da producdo de oxido nitrico produzido por polissacarideos
em macréfagos e realizando a supressdo de genes inflamatérios (Basu; Hazra,
2006).Assim,o efeito anti-inflamatorio e analgésico na ferida, diminuir4 o desconforto

do paciente, enquanto a cicatrizacdo esta em andamento.

2.2 Feridas crbnicas e agudas

Feridas agudas e crbnicas sao distinguidas principalmente pela sua duracédo e
processo de cicatrizacdo. As feridas agudas séo tipicamente causadas por eventos
traumaticos, como cortes ou queimaduras, e tém uma duracao limitada. Elas seguem
um processo de cicatrizacdo bem definido e costumam cicatrizar em um periodo
relativamente curto(Rokosik;Dwiecki;Siger, 2019). Por outro lado, as feridas crénicas
persistem por um longo periodo de tempo, muitas vezes devido a condi¢des médicas
subjacentes, como diabetes ou doencas vasculares. O processo de cicatrizacao
nessas feridas fica comprometido, resultando em uma duragdo prolongada e
cicatrizagdo incompleta (Al-Mubarak; Al-Haddab, 2013). As feridas cronicas séo

caracterizadas pelo acumulo de macréfagos pré-inflamatorios, consequentes de uma

4



resposta inflamatéria desregulada.Além disso, também ocorre excesso de
metaloproteineases(Caley;Martins;O’toole,2015).  Algumas  metaloproteineases
podem retardar a cicatrizacdo de feridas ao inibir a proliferacdo celular.Portanto o
acumulo de metaloproteineases liberadas por macréfagos pode dificultar o processo

da cicatrizacao,retardando o fechamento da ferida crénica (Mohan et al., 2002).

2.3 Infec¢des cutaneas e formagéo de biofilme antibacteriano

As infecgBes de feridas representam uma preocupacao significativa na area da
saude, pois podem levar a complicacdes sérias, como a cronificacdo da ferida e
infeccdo com criacdo de biofilme bacteriano.O tempo alongado de cicatrizacao,
acontece principalmente devido a desregulacdo imunoldgica, que consequente de
problemas de saude enfrentados pelo individuo.A desregulagdo causa um acumulo
de macréfagos e liberacdo de metaloproteinases que impedem o inicio da fase
proliferativa da (Raziyevaraz et al., 2021).Entdo acontece uma inflamacédo continua
gue impede a finalizacdo da cicatrizacdo, gerando um ciclo de inflamacéo continua e

risco infeccioso (Apolinario et al., 2023).

Quando o periodo de cicatrizacdo sofre um prolongamento as feridas tornam-
se crbnicas. Um principal 6bice nesse cenéario é a formacao de biofilmes bacterianos,
peliculas microbianas que aderem a superficie da ferida, causando infeccbes e
dificultando o progresso da cicatrizacao (Raziyevaraz et al., 2021).Ha4 um conjunto
crescente de evidéncias que sugerem gue os agregados de biofilme bacteriano
desempenham um papel no atraso na cicatrizacao de feridas cronicas (Malone et al.,

2017).

7

O biofilme bacteriano, por sua vez, é formado por um conjunto de
microorganismos complexos como bactérias e fungos, que se agrupam e secretam
matriz extracelular que cria um ambiente protetor que torna dificil a eliminacdo dessas
bactérias por meio de antimicrobianos (Cowan, 2011).Além disso, os tipos de feridas
cutaneas mais associadas ao biofilme incluem queimaduras, Ulceras de pressao,
infeccdes de sitio cirurgico e Ulceras de pé diabético (Borojeny et al., 2020). Nesse
sentido,uma das bactérias mais associadas a infeccdes de feridas € o Staphylococcus
aureus, uma especie de bactéria Gram-positiva conhecida por sua capacidade de

colonizar a pele e mucosas humanas (Tong et al., 2015).Quando ocorre um ferimento



na pele, especialmente se houver contaminacéo, o S. aureus pode invadir os tecidos

subjacentes e causar infecgéo.

O tratamento de feridas infectadas é um desafio clinico e o manejo inclui a
drenagem adequada do conteddo purulento da ferida, a cultura e sensibilidade aos
antibidticos para orientar a terapia antimicrobiana, e o uso de antibiéticos
eficazes(Kwak et al., 2017).0 atraso na cicatrizacdo da ferida a torna vulneravel a
infecgdes e aparecimento de biofilmes bacterianos. Biofilmes bacterianos sao um
tecido composto por microorganismos que se forma em cima da ferida aberta. Os
microorganismos que compdem o biofiime produzem matriz extracelular,tornando
dificil sua eliminacéao(Clinton;Carter;Frykberg;Banks ,2015).0 tratamento preventivo
contra infec¢Bes e formacédo de biofilmes em feridas é de enorme importancia. Por
conseguinte, as infeccdes de feridas representam um desafio significativo para a
pratica clinica. Dessa forma, a pesquisa continua é necessaria para entender melhor

0s mecanismos infeccdo em feridas e desenvolver novas estratégias terapéuticas.

2.4 Caracteristicas gerais da Brassica napus L.

A planta canola, Brassica napus, € uma espécie pertencente ao género Brassica.
Ela é comumente conhecida como canola ou colza e faz parte da familia
Brassicaceae, também conhecida como Cruciferae, familia boténica caracterizada
por flores de quatro pétalas que se assemelham a uma cruz, dai o nome "Cruciferae"
(Embrapa Brasil,2021). A canola é uma oleaginosa desenvolvida a partir do meio do
cruzamento interespecifico que ocorreu de forma espontanea entre a Brassica rapa
L., syn. Campestres e a Brassica oleracea (Embrapa Brasil,2021) A canola era
originalmente cultivada na Europa e na Asia ha séculos, para producdo de 6leo. No
entanto, no passado, o seu alto teor de acido erucico era potencialmente téxico para
0 consumo humano e animal, limitando seu uso (Aukema;Campbell, 2011,
Maheshwari;Kovalchuk, 2016). Entdo ocorreram hibridizacdes e melhorias genéticas
especificas com objetivo de reduzir os niveis de acido erlcico e glucosinolatos que

eram considerados indesejaveis(Aukema; Campbell, 2011).

A Brassica napus L. apresenta raiz do tipo pivotante, caule ereto, folhas carnudas,
lisas e de coloracdo verde-azulada, sendo que as folhas inferiores apresentam

peciolos, ja as superiores estéo ligadas diretamente ao caule. A inflorescéncia € do



tipo rdcimo, ou seja, os pedicelos das flores ficam distribuidos em diferentes alturas
na mesma haste floral. Tem flores de quatro pétalas e coloracdo amarela, o fruto é
uma vagem deiscente do tipo siliqua, que pode medir entre 5 e 10 cm, a siliqua (seca)
apresenta uma ponta curta de formato conico (Canola Growers Manual [Manitoba
Canola Growers]).Atualmente, o 6leo de canola € amplamente utilizado na culinaria
devido a sua composicdo saudavel de &cidos graxos monoinsaturados e poli-
insaturados. E utilizado para fritar, refogar, cozinhar e preparar saladas, e também é
utilizado na producdo de alimentos processados e de biocombustiveis
(Aukema;Campbell, 2011).A extracdo do 6leo de canola € um processo que possibilita
a obtencdo do 6leo vegetal a partir das sementes de canola. Primeiro, as sementes
sdo colhidas e limpas para remover impurezas, depois elas séo trituradas para
obtencao do 6leo, o0 aquecimento é aplicado para facilitar a extracdo, também podem
ser utilizados solventes para ajudar na extracdo (Portillo-Lopez et al., 2021). Entéo, o
Oleo é refinado por precipitagdo com agua e acido organico para remover gomas e
acidos graxos livres. Por fim, o 6leo é entdo separado da massa de sementes e
refinado para obter um produto final de alta qualidade (Kouba; Mhemdi;Vorobiev,
2016).

2.5 Composicado quimica do 6leo de canola e propriedades

7z

O Oleo de canola é um componente, utilizado principalmente no setor
alimenticio. Um dos principais componentes do éleo de canola é o acido a-linolénico,
gue varia em concentracdo de 6% a 14% (Nandasiri et al., 2020) .Outro componente
significativo € o &cido oleico, que compreende de 50% a 65% do 6leo de canola
(Kouba; Mhemdi; Vorobiev, 2016).0 6leo de canola também se destaca por conter
baixos niveis de acidos graxos saturados, sua quantidade de 4cidos graxos saturados
é inferior a 7%.Além disso, a propor¢ao de a-:y-tocoferdis no 6leo de canola é
geralmente de 1:2.0s tocoferdis presentes no 6leo de canola sado formas de vitamina
E com propriedades antioxidantes que ajudam a proteger as células do corpo contra
danos causados pelos radicais livres (Skowron et al., 2018). Outro destaque € a
proporcédo de formas livres para esterificadas de fitoesterdis, que é de 1:1 no éleo de
canola. Ademais, o 6leo de canola apresenta uma propor¢édo de dois para um (2,1)
entre os acidos graxos linoleico e linolénico(Nandasiri et al.,, 2020).Além das
propriedades antioxidantes do Oleo de canola,os acidos graxos presentes sdo bem
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conhecidos por suas propriedades antiinflamatorias e de facilitagdo da regeneracao
tecidual (Ishak et al.; Paik;Tong;Smolenski,2023).

Um estudo foi realizado para avaliar as propriedades fisico-quimicas e testar a
atividade antibacteriana do 6leo de canola pelo método de difusdo em disco, e apés
a medicao do diametro da zona de inibicdo ao redor do disco impregnado com o 6leo,
foi possivel comprovar que o 6leo de canola possui potencial atividade antimicrobiana
contra os quatro microrganismos testados, sendo mais eficaz contra Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis (Batool et al.,2018).Ademais, o estudo concluiu
gue o o6leo de canola tem boas qualidades fisico-quimica, como baixo indice de
acidez, baixo indice de peréxido, alto indice de iodo, alto indice de saponificacao,
baixa densidade, baixa viscosidade e alto ponto de fumaca (Batool et al., 2018).

2.6 Mirceno

Ultimamente, tem-se observado que o vasto "dominio quimico" de compostos
presentes em fontes naturais, como Oleos essenciais e extratos de plantas tem
ganhado destaque em pesquisas atuais. Nesse contexto, os metabdlitos secundarios,
estdo sendo estudados como candidatos promissores para producdo de novos
medicamentos agentes antimicrobianos, antioxidantes e anti-inflamatorios (Jalal et
al., 2021).Nesse sentido, podemos caracterizar o Bmirceno como um monoterpeno,
substancia organica volatil e natural originada a partir de plantas e frutas como
tomilho, manga, cannabis e em algumas ervas aromaticas, como o alecrim e a erva-
cidreira (Gomes-Carneiro et al., 2005).Atualmente, variadas linhas de pesquisa tem
estudado as potenciais propriedades do [(-mirceno como antioxidante, anti-
inflamatorio e antimicrobiano. Nesse sentido, varios resultados que comprovam essas
atividades medicinais foram encontrados, apesar de serem necessarios mais estudos

aprofundados para confirmacao.

Primeiramente, foi concluido que o Mirceno possui propriedades analgésicas
significativas (Rao; Menezes; Viana, 1990) e também atua como protetor das
mucosas gastricas ao desencadear a ativacao de antioxidantes essenciais, incluindo
GSH, NO, SH, GPX e GR,inibindo a formacdo de JUlceras
(Bonamin;Rocha;Tavares,2020). Além disso, a literatura cientifica sustenta as

propriedades anti-inflamatérias do mirceno, destacando significativa redugdo na



producdo de oxido nitrico induzida por lipopolissacarideos (LPS) em macréfagos
(Tavares et al., 2010). O efeito € acompanhado pela reducéo da ativacdo de NF-kB,
JNK e p38 induzida por IL-1B, assim como pela supressdo da expressao de genes
inflamatorios, como INOS, e catabodlicos(Rufino et al.,, 2015).Além dessas
descobertas, o B-mirceno também revelou propriedades antibacterianas notaveis
demonstrando eficacia contra as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Salmonella entérica (Wang; Chen; Hou, 2019). Apesar dos estudos citados,ainda sao

necessarias mais pesquisas a respeito das propriedades medicinais do beta mirceno.

A atuacao dos terpenos melhora a permeacédo de tensoativos na ao alterar a
permeabilidade através de ligacBes de hidrogénio entre as (Amin et al., 2008).
(Schafer et al., 2023).Portanto, espera-se que uma nanoemulséo de 6leo incorporada
com terpeno tenha um efeito de aumento de permeacao durante o uso tépico. Por
fim, além de eficazes potenciadores da permeacao de ativos na pele , os terpenos
também sado considerados seguros para uso (GRAS) pela Food and Drug
Administration (Chen et al., 2016).

2.7 Nanoemulsodes

As Nanoemulsfes (NEs) sdo sistemas coloidais com goticulas de tamanhos
variaveis de 20 a 400 nm, compostos por duas fases distintas, a externa ou meio de
disperséo, e ainterna ou meio disperso (Rai et al., 2018). Portanto fundamentalmente,
as nanoemulsbes consistem em sistemas compostos por trés elementos: fase
aquosa, fase oleosa e uma combinacdo de emulsificantes (emulsionante/co-
emulsionante). As nanoemulsfes do tipo O/A possuem agua em maior quantidade,
atuando como meio de dispersdo, enquanto o Oleo estara disperso nesse meio
aquoso, em contrapartida as nanoemulsdes A/O tem 6leo em maior quantidade, como
meio de dispersdo e agua dispersa no meio. J4, nos sistemas multiplos, sao
encontrados os dois tipos de nanoemulsfes no sistema, podendo ser A/O/A ou O/A/O,
dessa forma as goticulas das diferentes fases coexistem no meio(He; Wang; Zhang,
2003).

Devido a fatores devido a fatores termodinamicos e cinéticos, a nanoemulséo
pode desestabilizar e sofrer fendbmenos como, agregacao de gotas, amadurecimento

de Ostwald e coalescéncia. Nesse sentido, a agregacdo de goticulas tem como



consequéncia a separacédo de fases (BouchemalL et al.,, 2004). No entanto, para
manter a estabilidade e prevenir a agdo desses fendmenos é necessério selecionar o
tensoativo eficaz por meio do sistema de Griffin, também conhecido como Sistema de
Classificacdo de Hidrofobicidade de Griffin. A escolha € feita com base nas
caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo em relagdo a fase dispersa
(geralmente uma fase oleosa) e a fase continua (geralmente uma fase aquosa) da
emulsdo (Rocha,et al; 2010).No sistema Griffin, substancias prioritariamente mais
polares, com maior afinidade pela agua, possuem valores de Equilibrio Hidrofilo
Lipofilo (EHL) mais elevados, préximo a vinte, enquanto substancias mais apolares,
com caracteristicas lipofilicas, possuem EHL mais baixo, proximo a zero. Nesse
sentido, NEs do tipo O/A sdo formadas pela adicdo de tensoativos com EHL na faixa
de 8-14; enquanto em sistemas A/O sao utilizados tensoativos com EHL entre 3-8.
Dessa forma, utilizando o sistema, é possivel atribuir um valor de EHL especifico ao
Oleo e é feita uma mistura de tensoativos com objetivo de obter o EHL aproximado da
fase oleosa (BAJERSKI et al., 2016).

Diversos métodos de producdo de nanoemulsbes podem ser
empregados,esses métodos sdo classificados como alta energia e baixa energia.
Como métodos de alta energia podemos citar: Os métodos que utilizam
homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores ou homogeneizadores
ultrassoénicos para produzir as nanoemulsdes,enquanto que os métodos de baixa
energia,como emulsificacdo espontanea e método por inversdo de fases tem como
mecanismo de producdo a alteragdo dos compontentes ,como &gua,bleo e
tensoativos (Mcclements;Ra0,2011). Podemos concluir que independentemente de
seus métodos de producado, as nanoemulsdes possuem inimeras vantagens, como
permitir a biodisponibilidade de substancias bioativas lipofilicas (Marsuki; Wahab;
Hamid, 2019).Além disso, as nanoemulsdes possibilitam a encapsulacdo de
bioativos para proteger contra a oxidagao e volatilizacado (Mcclements; Rao; 2011). O
desenvolvimento de medicamentos em escala nanométrica, tem capacidade de
melhorar a solubilidade, estabilidade e direcionamento de ativos cicatrizantes e

antimicrobianos (Patra et al., 2018).

Nesse contexto, esta sendo elaborado um estudo revisdo com o propdsito de
documentar a prevaléncia de nanoemulsfes antimicrobianas na literatura, com

enfoque em nanoemulsdes derivadas de 0leos essenciais e vegetais, que tem sido
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destaque em pesquisas atuais. A tabela elaborada para o estudo de revisdo encontra-
se como ANEXO 1 desse trabalho. A partir da analise dos dados da reviséo, nota-se
gue existem diversos Oleos com atividade antibacteriana que podem ser utilizados
como matriz de nanosistemas. Predominantemente, as cepas testadas foram
S.aureus, S.epidermidis e E.coli; enquanto os testes realizados foram em grande
maioria por agar difusdo(TAVARES et al., 2023a).

Assim, as NEs podem ser uma rota promissora para o desenvolvimento de
medicamentos antibacterianos, incluindo aqueles focados em cepas resistentes.
Porém, sdo necessarios mais estudos quanto a associacao de ativos antibacterianos
a essas NEs, bem como uma analise mais aprofundada quanto a relacdo entre o
tamanho de goticula e acdo antimicrobiana, dependendo da via de administracao. A
partir desse levantamento de dados preliminar, foi elaborado um resumo expandido
para o evento “3rd International Electronic Conference on Antibiotics” que foi

publicado (Tavares et al., 2023).

2.8 Método de emulsificacdo por inverséo de fases

As nanoemulsGes produzidas por inversdo de fases podem ser feitas pelo
método de fase transicional ou pelo método catastr6fico. O método de inversédo de
fase de tipo transicional ocorre por mudancas na formulagdo, como alteracdo de
parametros fisico-quimicos do tensoativo, na fase oleosa ou na fase aquosa, as quais
podem alterar a afinidade do tensoativo pelas fases, enquanto o método catastrofico
acontece apoés alteracdo nos compostos presente, mantendo-se constante 0s
tensoativos (Mcclements;Rao, 2011).

Vale destacar que o método de formacdo da nanoemulsdo por método de
inversdo de fases pode variar; por exemplo, a composicdo pode ser mantida
constante enquanto a temperatura é alterada (temperatura de inversédo de fase ou
método PIC) ou a temperatura pode ser mantida constante e a composi¢cao pode ser
alterada (Mcclements;Rao, 2011). Durante o processo de produgcdo de NEs por
inversao de fases do tipo catastrofica, inicialmente ocorre a adicdo da fase aquosa
em uma fase organica contendo 0Oleo e tensoativos. A partir disso, goticulas de agua

sdo formadas no interior da fase oleosa e apdés o aumento no numero dessas
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goticulas, ocorre a formacdo de emulsdes multiplas e depois a inversdo de fases,
resultando em uma nanoemulséo (Brooks; Richmond, 1994).

2.9 Nanoemulsdes de 6leo de canola presentes na literatura cientifica

O desenvolvimento de nanoemulsdes de 6leo de canola ja é presente na
literatura cientifica. Em um estudo conduzido Smolenski e colaboradores (2023),
,nanoemulsdes de Oleo de canola foram preparadas por um método de alta energia,
utilizando um sonicador. Em contrapartida, o preparo de nanoemulsées por métodos
de baixa energia sdo considerados mais econdmicos. No estudo supracitado, utilizou-
se as razdes de 18% de surfactante Tween 80 e 8% de concentracao de 6leo de
canola. Em comparacdo com o desenvolvimento da nanoemulsdo de 6leo de canola
contendo mirceno,pode-se perceber que necessitou-se de uma menor quantidade de
Tween80 para produzir a nanoemulsdo. Contudo, foi necessério utilizar uma

associacao de Tween80 e Span80 para atingir os resultados esperados.

Outro artigo produzido por Khalid e colaboradores (2023), buscou incorporar a
vitamina D em nanoemulsfes de 6leo de canola, as hanoemulsdes foram preparadas
apos a criacdo de um diagrama de fases pseudo-ternario para selecdo das
concentracfes dos tensoativos e de 6leo. Nesse sentido,em comparacdo com as
concentracfes selecionadas no artigo supracitado,neste estudo foi necesséario uma
guantidade menor de tensoativos e de 6leo para atingir a formacao de nanoemulsées

estaveis.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Obter e caracterizar um sistema nanoemulsionado de 6leo de canola com
mirceno por técnica de baixo cisalhamento determinando a composicdo adequada

das fases aquosa, oleosa e surfactantes que possibilitem uma formulacéo otimizada.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolvimento da nanoemulsdo branca de 6leo de canola para incorporar o
mirceno
o Variacao da proporcao de tensoativos;
o Variacao da concentracdo da mistura de tensoativos;
o Variacdo da concentragdo do oOleo de canola;
o Variacdo da concentracdo e incorpora¢cdo do mirceno.
e Escalonamento da formulacéo.
e Caracterizacao fisico-quimica das formulacgdes:
o Andlise do diametro hidrodindmico de goticula pelo espalhamento
dindmico de luz (Dynamic Light Scattering);
o Andlise do indice de polidisperséo (IPd);
o Analise do potencial zeta por mobilidade eletroforética;
o Andlise do pH das formulacoes;
o Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

e Estudo da estabilidade das nanoemulsdes desenvolvidas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os insumos utilizados no estudo foram o 6leo de canola (Cargill), Polisorbato
80 (Tween 80®, Sigma Aldrich - Sdo Paulo, Brasil), Moonooleato de Sorbitano (Span
80®, Sigma Aldrich - Sado Paulo, Brasil), Mirceno (Sigma Aldrich - S&o Paulo, Brasil),
Glicerina (DinAmica — S&o Paulo, Brasil) e agua purificada (> 0,1 uS, COT < 0,50
mg/L) pelo aparelho de osmose reversa, modelo OS50 LX (Gehaka, Sdo Paulo,

Brasil).

4.2 Preparo das nanoemulsdes por agitagcdo magnética

As nanoemuls@es foram obtidas por meio do método de inversao de fase (MIF)
com gotejamento da fase aquosa (FA), composta por agua purificada, utilizando
seringa de 10 mL. A fase oleosa foi composta por: 6leo de canola, glicerina,
Polisorbato 80 (Tween 80®) e Moonooleato de Sorbitano (Span 80®). Tween 80® e
Span 80® séo tensoativos nao idnicos e possuem, respectivamente, EHL 15 e EHL
4,3 (Régo, 2019). Os tensoativos selecionados, Tween 80 e Span 80 tem capacidade
de formar um filme interfacial estavel, otimizando os processos de producédo de
nanoemulsdes (Hou; Papadopoulos, 1997). A fase oleosa da formulacéo foi pesada
em balanca analitica utilizando béqueres padronizados de 25 LI. Foram adicionadas
barras magnéticas aos béqueres para homogeneizacao das fases durante 3 minutos
em agitador magnético (Gehaka, Brasil). Depois, foi realizado o gotejamento da FA
no béquer contendo a FO. Esse gotejamento acontece sob agitacdo em velocidade

de 1500 rpm e apéds fim do gotejamento a agitacao continua durante 30 minutos.

4.3 Preparo das nanoemulsdes por agitagdo mecanica

A formulacéo otimizada da nanoemulsao foi escalonada para 100 g, produzida
em um agitador mecanico de hélice RW 20 digital (IKA, Alemanha) equipado com

propulsor de 4 laminas ( R1342). Durante o preparo, a fase oleosa foi homogeneizada
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inicialmente por 10 minutos a 600 rpm, depois a fase aquosa foi gotejada sob a fase
oleosa enquanto a agitacdo estava a 1.200 rpm com auxilio de uma bureta por 10
minutos. Apds a finalizacdo do gotejamento, as formulacdes continuaram sob
agitacdo por 30 minutos. O mirceno foi adicionado a 0,5% apOs o preparo da
nanoemulsdo branca, que sofreu agitacdo mecanica por 10 minutos para

incorporacao do terpeno.

4.4 Diametro das particulas e indice de Polidisperséo (IPd)

Os valores do IPD, indicam homogeneidade da distribuicdo de tamanhos,
podendo variar de 0 a 1. Entdo,os valores proximos de 0 pressupdem um sistema
monodisperso, e valores maiores que 0,7 indicando uma distribuicdo com tamanhos
de gotas muito variados (Nemem et al. 2011). Os valores de IPD das nanoemulsdes
brancas foram de 0,195+ 0,014e apds incorporacdo do mirceno o IPD resultou em
0,217+ 0,040. As amostras foram diluidas em proporcdes variaveis usando agua
purificada e em temperatura de 25 °C. Entdo,o aparelho Malvern Zetasizer Nano ZS
(Malvern Ins. Ltd, Reino Unido) do Laboratério de Sistemas Dispersos — LaSiD, do
Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)
foi utilizado para obtencdo do diametro médio das particulas e do indice de
polidispersdo por meio da técnica de espalhamento dinamico de luz (EDL), utilizando
um comprimento de onda de 659 nm e angulo de deteccdo de 173° das
nanoemulsdes.Entdo, os resultados da analise formam disponibilizados no software

Zeta Plus® Particle Sizing.

4.5 Potencial Zeta (PZ)

O potencial zeta (¢) € definido como a distancia medida a partir da superficie
da particula. Na superficie de uma particula existe uma camada fortemente ligada ao
nucleo, a camada de Stern e outra mais difusa, a camada de Goy-Chapman.Ao se
movimentar, as cargas das particulas vao se separar da camada de Goy-chapman e
a forca que torna possivel essa remocéo das particulas é definida como potencial
zeta(Komaiko; Mcclements, 2016),0 potencial zeta possui grande importancia na
estabilidade das nanoemulsdes, pois influencia as interagfes eletrostaticas entre as

particulas dispersas e é influenciado por uma combinacao de fatores relacionados as
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particulas coloidais e as condi¢cdes do meio dispersante, como a temperatura, 0
surfactante, a carga das particulas ,ph e a concentracdo de ions (Shakeel et al.,
2013)Pode-se concluir que um alto potencial zeta estd associado a uma maior
estabilidade coloidal, enquanto um baixo potencial zeta pode levar a instabilidade da
nanoemulsdo, com aglomeragcdo e separacdo de fases(De Clermont-
Gallerande.,2001)

A andlise do potencial zeta pode prever a estabilidade de nanoemulsdes.
Dessa forma, e importante avaliar o resultado da analise do PZ para descobrir se
existem demasiadas forcas repulsivas, pois estas tém potencial para evitar
fendbmenos de separacdo de fases (Fronza; Campos; Teixeira, 2004).A leitura do
potencial zeta foi realizado pelo aparelho Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Ins.
Ltd, Reino Unido) com avaliacdo da mobilidade eletroforética das goticulas com a
aplicacdo de uma forca de campo de 5,9 V cm-1 de acordo com a equacao de
Helmholtz-Smoluchowski (Equacdo 2) Nesse sentido, em triplicata, as amostras
sofreram diluicdo de 1 de nanoemulséo para 99 de agua e posteriormente foram lidas
em temperatura ambiente (25 °C) e os valores foram expressos em média + desvio

padrao (n = 3).

4.6 Potencial hidrogenidnico

A leitura do pH, foi realizada com o pHmetro de modelo Gehaka PG 2000, em
temperatura ambiente (25 °C), no Laboratério de Tecnologia e Biotecnologia

Farmacéutica - Tecbiofar, do departamento de Farmacia da UFRN.

4.7 Variacdo da proporcao de tensoativos

A formulacgéo foi produzida em duplicata contendo 5% do 6leo de canola, 10%
de glicerina e 5% da mistura de tensoativos, foi utilizada para esse teste variacdes de
Tween 80® e Span 80® nas seguintes proporgdes: 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e
100:0. Durante a formacdo das nanoemulsbes o tween 80, apesar de ser um
tensoativo hidrofilico, estava presente inicialmente na fase oleosa, e apds a adicao

da fase aquosa, suas moléculas sofreram migracdo para a fase mais favoravel.
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Todavia,é importante destacar que a migragdo do tween 80 para a fase aquosa deve
ocorrer em tempo ideal para evitar uma desordem na interface das emulsdes internas
(Mcclements; Decker; Weiss, 2007).Apos 24 horas, o aspecto visual das amostras foi
analisado encontrando cremagem em todas as duplicatas, porém um halo menor na
proporcao de 75:25 e 85:15. Entao as leituras de diametro e IPd foram realizadas
para essas amostras para detectar a melhor entre as duas duplicatas, por fim

selecionando a proporcéo de 75:25 para dar continuidade aos experimentos.

4.8 Variacdo da concentracao de 6leo de canola

A variacao da concentracéo de 6leo de canola foi de 1%,2,5%,3,5%,7% e 10%
usando a formulacdo composta por 10% de glicerina e 5% da mistura de tensoativos,
desta 75% de Tween 80® e 25% de Span80®. Depois, todas as amostras em
duplicata foram analisadas visualmente, apds 24 horas da producdo e foram

avaliados o IPD e o diametro das particulas das formulacfes preparadas.

4.9 Variagdo da concentragdo de Mirceno

A variagéo da concentracéo de Mirceno foi de 1% e 0,5% usando a formulacdo
composta por 10% de glicerina e 5% da mistura de tensoativos, desta 75% de Tween
80® e 25% de Span80®, e 2,5% de 6leo de canola. Foram feitas 4 duplicatas,pois
guatro foram colocadas na geladeira e 4 deixadas em temperatura ambiente, sendo
cada duplicata em concentracdes diferentes de mirceno.

4.10 Estabilidade fisico-quimica das NEs

As formulagdes preparadas por agitagdo mecénica foram observadas durante
um periodo de 4 semanas em que foi realizada a analise macroscépica e a leitura do
didametro hidrodinamico, IPd e potencial zeta no equipamento Malvern Zetasizer Nano
ZS (Malvern Ins. Ltd, Reino Unido). Todas as analises foram realizadas em triplicata

e os resultados séo apresentados como média * desvio padréo.

4.11 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
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A técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier foi
utilizada para analisar e identificar os compostos quimicos da nanoemulsdo com base
na absorcédo da luz infravermelha. O feixe de luz infravermelha passa através da
amostra e gera um espectro, do qual pode-se criar um grafico que vai representar
picos de absorcdo de compostos, fornecendo informagdes sobre a interagdo quimica
dos compostos (Coates, 2000). Nesse sentido,a regido de infravermelho do espectro
eletromagnético encontra-se no comprimento de onda entre 2.500 nm e 25.000 nm
(numero de onda entre 4.000 cm -1 a 400 cm -1 ). As frequéncias das radiacfes
nesta regido correspondem em energia as frequéncias vibracionais naturais das
ligacdbes nas moléculas orgéanicas,tornando possivel comparar 0s espectros
conhecidos e desconhecidos,com objetivo de identificar os compostos presentes na

amostra (Hong et al., 2021).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Desenvolvimento da nanoemulsao

As nanoemulsfes 6leo em agua (O/A) foram formuladas mediante o0 método
de inversdo de fases, método de baixa energia por agitacdo magnética. Os
tensoativos escolhidos para esse processo foram o Polisorbato 80 e 0 monooleato de
sorbitano , enquanto a glicerina foi selecionada como cossolvente. A selecdo de
glicerina como cossolvente tem como objetivo evitar a separacao de fases e aprimorar
a integridade da formulacéo. Como evidenciado em estudos anteriores, o cossolvente
desempenha um papel crucial na reducdo da tensao interfacial 6leo/agua e na
diminuicao do grau de segregacao entre os compostos apolares. I1sso resulta em uma
melhoria na taxa de difusdo dos tensoativos para a fase aquosa durante o processo
de inversdo de fase (De Medeiros et al., 2020; Streck et al., 2016). Para encontrar as
concentracfes de 6leo, co-surfactantes e surfactante que resultassem na otimizacao
da formagédo da nanoemulsdo, pode ser utilizado um diagrama de fases pseudo-
ternario, semelhante ao elaborado por Khalid et al., 2023 (Figura 1).Todavia, néo foi
preciso utilizar na formulacdo da nanoemulsdo de Oleo de canola contendo
mirceno,pois as concentracbes selecionadas foram de acordo com experiéncias

anteriores desenvolvidas em pesquisas sobre nanoemulsdes.

Figura 1. Diagrama de fases pseudoternarias.

-S/Co-s

WATER

Fonte: Khalid et al., 2023.

Embora varias formulacdes pudessem ser escolhidas a partir da regido de

formacdo de nanoemulséo presente no diagrama de fases, apenas algumas
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concentragbes de Oleo e tensoativos foram selecionadas para teste durante o
desenvolvimento da nanoemulsdo no presente trabalho. A selecdo das
concentracOes testadas se baseou em nanoemulsdes de 6leo de canola presentes
na literatura e no diagrama de fases. Apds a selecéo das concentracdes, iniciou-se a
producéo das NEs pelo método de inverséo de fases. A inverséo de fases acontece,
de inicio pela difusdo da fase aquosa em uma fase oleosa, formando em seguida
emulsdes multiplas O/A/O pela difusdo da fase oleosa em goticulas de agua estas
goticulas comecam a sofrer coalescéncia, causando a inverséo de fases e formacéo
da nanoemulséo final (De Medeiros et al., 2020).Em seguida, apds os resultados
satisfatorios dos testes, foi utilizado um agitador mecénico com impelidor tipo hélice

com finalidade de aumentando a sua reprodutibilidade.

O agitador em hélice tem um melhor cisalhamento que o oferecido pelo
agitador magnético,além disso,as concentracbes apos o0 escalonamento foram
fatores que contribuiram para otimizacdo da nanoemulsdo;A formacdo da
nanoemulsdo é composicado-dependente e se forma por auto-associacado, entdo ao
utilizar o agitador mecéanico em hélice pode-se obter vantagens, devido a maior taxa
de cisalhamento durante a agitacdo, o que leva a reducao do tamanho de goticula e
do IPD, além de uma melhor reprodutibilidade e facilidade de padronizacdo dos

processos.

5.2 Variacado da proporcéo de tensoativos

Os testes de variagdo de proporgcao foram realizados com concentracédo de
Oleo fixada em 5% e de glicerina 10%. Como critério de selecao, para a determinacao
da proporcao de mistura de tensoativos para obtencdo das nanoemulsfes a serem
produzidas, ndo foram selecionadas as concentracbes de O6leo de canola e
tensoativos que promoveram a separacoes de fases nas nanoemulsdes. A cremagem
resultante da instabilidade fisico-quimica ocorre quando a mistura de tensoativos nao
conseguem estabilizar o sistema nanoemulsionado e as goticulas de 6leo sobem,
devido sua menor densidade (Asadinezhad et al., 2019). Devido a isso, foi escolhida
como proporgdo de tensoativos a que apresentou visualmente um menor halo de
cremagem: a de 75 de Tween 80® para 25 de Span 80® (Figura 2). Em seguida,

essa proporgéo foi fixada para realizacao dos testes de concentracéo dos tensoativos.
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Na tabela 1, é possivel visualizar os dados relacionados aos testes de proporcéo de

tensoativos.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das formula¢des de nanoemulsao de éleo de canola obtidas
a partir da variagcdo da razdo entre Tween 80® e Span 80®, mantendo fixas as porcentagens de déleo
(5%), mistura de tensoativos (5%) e glicerina (10%).

Notas : Tween ®: polisorbato 80; Span ® : Moonooleato de sorbitano; DP: desvio padrao; IPD : indice
de polidispersdo; NR : Ndo realizado. Todas as analises foram realizadas 24 horas apds o preparo das
amostras. Os valores obtidos sdo expressos em média + desvio padrdo (n = 2).

Figura 2. Aspecto macroscopico das formulagfes apds variagdo da propor¢éo de tensoativos.

— -

Autoria prépria (2023).
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5.3 Variagédo da concentragdo da mistura de tensoativos

Visando encontrar a melhor concentracdo de tensoativos capazes de

Razdo
Amostra Tween: Aspecto Diametro (nm) + DP IPD + DP

Span Visual

A 100:0 Cremagem NR NR

B 85:15 Cremagem 142,3+24,7 0,285+0,033

C 75:25 Cremagem 129,7+2,7 0,267%0,050

D 50:50 Cremagem NR NR

E 25:75 Cremagem NR NR

F 15:85 Cremagem NR NR

G 0:100 Cremagem NR NR

estabilizar as nanoemulsbes que seriam produzidas pelo método EIP, foram
realizados testes de variacdo da concentracdo de tensoativos. Inicialmente, a
concentracéo de dleo foi fixada em 5% e os tensoativos testados foram Tween 80 e
Span 80. Os resultados apresentados foram obtidos 24 horas apés producdo das
nanoemulsdes. Observou-se instabilidade nas formulacdes em que foram utilizadas
concentracfes de tensoativos muito abaixo ou muito elevado em relacdo a

concentracao de 6leo de canola.

Vale salientar que 0s tensoativos Sao responsaveis por estabilizar a
nanoemulsédo, reduzindo a tendéncia de agregacao entre moléculas e aumentando a
dispersibilidade (Chong et al.,, 2018; Komaiko; Mcclements, 2016). Entdo é
indispensavel encontrar a concentracdo de tensoativo mais apropriada para
estabilizar a nanoemulséo.Os tensoativos n&o-ibnicos como Tween 80, sao
surfactantes com capacidade de realizar adsorcdo nas superficies das
goticulas,resultando em uma protecdo contra a agregacdo das gotas (Kralova;
Sjoblom, 2009).

Como critério de selegéo, para a determinagdo da faixa de concentracdo de
tensoativo para obtencdo das nanoemulsdes a serem produzidas nos estudos

posteriores, ndo foram selecionadas as concentragcbes de tensoativos que
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promoveram cremagem nas nanoemulsbes.Entdo foram feitos testes fixando a
propor¢cdo de tensoativos a 75:25 e utilizando a mistura de tensoativos nas
concentracdes de 1%,2,5% ,3,5%,5% ,7,5% e 10%.

E importante realizar a variagdo de concentracio de tensoativos por que 0s
tensoativos sdo 0s compostos responsaveis pela estabilidade das nanoemulsdes,
esses compostos anfifilicos criam uma pelicula interfacial que estabiliza o sistema
(Fernandez et al., 2004). Além disso, a varia¢do da concentragdo possibilita encontrar
o melhor valor de EHL (Nagy et al., 2022).

Todas as nanoformulaces sofreram cremagem. Por sua vez, a cremagem é
resultado das diferencas de densidade entre as fases aquosa e oleosa, que
consequentemente faz as goticulas de menor tamanho da fase oleosa subirem, em
relacdo a fase aquosa (Cassol et al; 2016).Por fim, observou-se um menor halo de
cremagem e estabilidade na nanoemulsdo branca contendo 5% de mistura de
tensoativos e 75:25 de proporcao (Figura 3). Assim, corrobora-se que a selecao do
tensoativo e sua concentragcdo ideal tem grande importancia na estabilidade das
nanoemulsdes. Na tabela 2 pode-se observar a caracterizacdo fisico-quimica das

nanoemulsdes durante os testes de variacdo da concentracdo de mistura tensoativos.

Figura 3. Aspecto macroscépico das formulacdes apos
variacdo da concentracdo da mistura de tensoativos.
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| eavedtaar, i e
7,5% MT |
5% oleo

1% MT 5% MT
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5% 6leo &

Fonte: Autoria propria (2023).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das formula¢des de nanoemulsdo de éleo de canola obtidas
a partir da variacdo da concentragao da mistura tensoativos, mantendo fixas a proporg¢ao de
tensoativos sendo a proporgdo entre Tween 80 ®: Span 80 © (75:25) e glicerina (10%) .

Amostra MT (%) Aspecto visual
H 1,0 Cremagem
| 3,5 Cremagem
J 5,0 Cremagem
K 7,5 Cremagem
L 10 Cremagem

Notas: MT: mistura de tensoativos. Todas as analises foram realizadas 24 horas apds o preparo das
amostras. Os valores obtidos sdo expressos em média + desvio padrdo (n = 3).

5.4 Variacdo da concentracéo do 6leo de canola

Objetivando as melhores condi¢des para obtencdo de nanoemulsdes estaveis,
formulacdes de nanoemulsées O/A foram produzidas, variando-se a concentragao de
Oleo de canola. Vale destacar que a concentracdo de 6leo de canola tem fundamental
importancia, pois altera diretamente o tamanho de goticula e seu IPD. Durante o teste
da variacdo da concentracdo de Oleo de canola, foi observado que, o tamanho de
particula na propor¢céo de 2,5% de 6leo de canola e 5% da mistura de tensoativos €

a ideal, apresentando o menor indice de polidispersédo e menor tamanho de goticula.
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Entdo,foram fixadas a propor¢cédo de 75:25 de Tween80 e Span80,5% de con-
centracao da mistura de tensoativos e 10% de glicerina. Durante os testes de variacao
da concentracado de 6leo de canola as concentracdes de 6leo testadas 1%; 2,5%; 5%;
7,5%; 10% resultaram em cremagem. Obteve-se apenas uma amostra estavel na
concentragao de 2,5% de 6leo de canola, enquanto as outras concentra¢des sofreram
cremagem. As cremagens resultantes no teste da concentracdo do 6leo aconteceram
porque as concentracdes utilizadas eram inadequadas para estabilizar o sistema
nanoemulsionado. A qualidade de uma nanoformulacdo depende de muitos
fatores,como a viscosi-dade do 6leo, o equilibrio lip6filo-hidrofilo do tensoativo e a
miscibilidade do 6leo (Enger; Ferreira ; Koester, 2008).

A maioria dos 6leos comestiveis tem densidade menor que a da agua, motivo
de possiveis cremagens. Todavia, esse fendbmeno deve ser evitado para ndo causar
floculacdo ou coalescéncia, resultando na separacédo de fases (Mcclements; Decker;
Weiss, 2007). Dessa forma, o teste da variacdo da concentracédo do 6leo de canola
possibilita descobrir quais concentracdes de 6leo podem ser usadas sem que ocorra
instabilidade fisico-quimica na formulacdo, o que € imprescindivel no
desenvolvimento de uma nanoemulsédo. Pode-se analisar visualmente a variacao da
concentracdo de 6leo de canola apos 24 horas na Figura 4 e na Tabela 3 podemos
observar as caracteristicas das nanoemulsdes apés 24 horas.

Figura 4. Aspecto macroscépico das formulacdes apés variagdo da concentracao de
Oleo de canola.

10% Canola

5% Canola 2,5% Canola

2,5% o6leo
5% MT

Fonte: Autoria propria (2023).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das formulacGes de nanoemulsdo de éleo de canola obtidas
a partir da variagdo da concentra¢do de 6leo, mantendo fixas a mistura de tensoativos (5%), sendo a
proporg¢do entre Tween 80 ®:Span 80 © (75:25) e glicerina(10%) .
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Amostra Oleo de Aspecto visual Diametro (nm) + DP IPD + DP
canola (%)

H 1,0 Cremagem NR NR
| 2,5 Homogéneo 64,8+0,9 0,258+0,017
J 5,0 Cremagem NR NR
K 10,0 Cremagem NR NR

Notas: DP: desvio padrdo; IPD: indice de polidispersdo; NR : Nao realizado. Todas as analises foram
realizadas 24 horas apds o preparo das amostras. Os valores obtidos sdo expressos em média *
desvio padrdo (n = 3).

5.5 Variacdo da concentracdo do mirceno

Os terpenos possuem uma gama de propriedades biolégicas, incluindo as
acOes antimicrobiana, fungicida, antiviral, antihiperglicémica, anti-inflamatéria e
antiparasitaria. Apesar disso, apresentam desafios durante sua incorporacgédo, devido
sua volatilidade e hidrofobicidade. Todavia, os tensoativos podem ajudar na
solubilizacdo dos terpenos, possibilitando sua incorporag¢do (Liu;Chang;Hung,
2011).Sendo assim, com as concentracdes fixas de 2,5% de 6leo de canola e 5% de
mistura de tensoativos e 10% de glicerina, foram feitos testes de incorporacdo do
mirceno. O método de incorporacado se procedeu com a adicao dos terpenos apés a
formacdo da nanoemulsdo, seguida por agitacdo por 10 minutos. Entdo foram
preparadas triplicatas com 1% de mirceno e com 0,05% para andlise apds 24
horas.Como resultado percebe-se que a nanoemulsdo que continuou estavel foi a

gue continha a concentracao inicial de 0,05% de mirceno.

O mirceno € um terpeno volatil em altas temperaturas, entdo foi realizado um teste
comparativo onde uma amostra foi colocada na geladeira e outra em temperatura
ambiente para analisar os efeitos da temperatura na hanoemulsao de 6leo de canola
com mirceno.As amostras que ficaram em temperatura ambiente continuaram com

estabilidade.Todavia,as amostras da geladeira sofreram com a cremagem.

De acordo com a analise visual, é aceitavel constatar que a temperatura exerce algum
impacto para a estabilidade das amostras. A temperatura baixa pode afetar a
viscosidade da fase aquosa da nanoemulsdo, podendo ocorrer separacéo de fases
devido a imiscibilidade de fases com diferentes viscosidades (Sun et al., 2023).Além
disso,em temperaturas mais baixas, a solubilidade de alguns compostos lipidicos ou

emulsionantes pode diminuir, levando a separacdo de fases (Yang et al.,
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2021).Portanto, € de grande importancia estudar a influéncia da temperatura na
estabilidade da nanoemulsdo. Abaixo,na figura 5, podemos perceber as
caracteristicas visuais da nanoemulsdo contendo mirceno.Ademais, A analise do

tamanho do IPD das formula¢gdes podem ser observados na tabela 4.

Figura 5. Teste de armazenamento da NEMIR a temperatura ambiente
(esquerda) e em geladeira (2 a 4°C) (direita).

Geladeira

Fonte: autoria propria (2023).

A analise fisico-quimica das nanoemulsbes preparadas variando a
concentracdo de mirceno esta detalhada na tabela 4:

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas das formula¢des de nanoemulsdo de éleo de canola obtidas
a partir da variagdo da concentragdo de mirceno, mantendo fixas a mistura de tensoativos (5%),
sendo a proporgdo entre Tween 80 ®:Span 80 © (75:25) e glicerina(10%) e de 6leo de canola (2,5%).

Amostra Mirceno Aspecto Diametro (nm) IPD = DP PZ(mV) pH
(%) visual + DP +DP
H 1,0 Cremagem NR NR NR NR
| 0,5 Homogéneo 75,40+ 4,89 0,217 -16,0+ 5,39
10,040 0,8

Notas: DP: desvio padrdo;IPD: indice de polidispersdo; PZ : potencial zeta; pH : potencial
hidrogenibnico; NR : Ndo realizado. Todas as andlises foram realizadas 24 horas apés o preparo das
amostras. Os valores obtidos sdo expressos em média * desvio padrdo (n = 3).

5.6 Escalonamento da formulacao

Com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade do preparo das NEs foi
realizado um escalonamento de 10 g para 100 gramas.

As caracteristicas fisico-quimicas das formulac¢des obtivas no agitador mecéanico
estao presentes na tabela 5.
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Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas das formula¢cdes de nanoemulsdo de éleo de canola branca e
com mirceno obtidas por agitacdo mecanica.

Formulagao Diametro (nm) + DP IPd + DP PZ (mV) £ DP pH £ DP
NEB 70,83 +£1,09 0,195+ 0,014 -15,2+2,0 5,30 £ 0,02
NEMIR 75,40+ 4,89 0,217 £ 0,040 -16,0+0,8 5,39+0,01

Notas: DP: desvio padrao; IPd: indice de polidispersdao; PZ : potencial zeta; pH : potencial
hidrogenibnico. Todas as analises foram realizadas 24 horas apds o preparo das amostras. Os valores
obtidos sdo expressos em média + desvio padrdo (n = 3).

5.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise da amostra por técnica de espectroscopia FTIR possui desafios como
a limitacdo de analise de misturas. Dessa forma, quanto mais complexo for a
composicdo da amostra, maior é a dificuldade de interpretacdo do espectro e
atribuicdo das bandas (Hong et al., 2021). De acordo com os resultados obtidos
(Figura 6), ndo € possivel afirmar a presenca do composto mirceno, pois 0 seu pico
pode estar sobreposto pelo pico dos compostos constituintes da glicerina e do 6leo
de canola. Dessa forma, como perspectiva futura, serdo feitas analises por

cromatografia gasosa para determinar a presenca do mirceno.

Figura 6. Grafico de FTIR dos insumos presentes na composi¢dao das nanoemulsdes e das
nanoemulsGes branca (NEB) e com mirceno (NEMYR).
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5.8 Estabilidade das nanoemulsdes de 6leo de canola contendo mirceno

Foram produzidas duas triplicatas com 100 gramas, sendo 3 NEs brancas e 3
NEs contendo mirceno. As nanoemulsdes foram analisadas apdés 24 horas no
equipamente Zetasizer. As nanoemulsdes com Tween 80 e Span 80 obtiveram
diametro por volta de 74 nm, adequando-se assim os padrées de nanoemulsédo. O
potencial zeta de todas as amostras foi negativo, sendo de -15,2 £ 0,014 o da NE
Branca e de — 16,0 = 0,8 o da NE com mirceno.. Todas as nanoemulsdes formadas
se mantiveram visualmente estaveis ap6s 4 semanas (Figura 7). Um estudo
publicado anteriormente por A Khalid e contribuintes, realizou o desenvolvimento de
nanoemulsdes de 6leo de canola brancas resultou em tamanhos de goticulas entre
60,12 a 62,27, porém, as nanoemulsdes incorporadas com vitamina D obtiveram
tamanhos de goticulas de 93,92 a 185,5, que foram analisados por 28 dias.

Figura 7. Didmetro de goticula e indice de polidispersdo das nanoemulsdes brancas (A) e
nanoemulsdes com micerno (B) ao longo de 28 dias de estudo.
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Fonte: Autoria propria (2023).
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Sabendo-se que o tamanho das goticulas em escala nanométrica influencia a
estabilidade, sendo o tamanho menor o mais estavel (Baril et al., 2012). Em contraste,
os resultados obtidos durante a analise da estabilidade da nanoemulséo de 6leo de
canola contendo mirceno manteve a mesma faixa de tamanho das NEs brancas 74
nm. As diferentes necessidades de quantidades de tensoativos para estabilizar as
nanoemulsdes de 6leo de canola podem estar associadas ao cossolvente. A glicerina
foi adicionada apenas no sistema da nanoemulsdo de 6leo de canola com
mirceno.Em comparacdo com a nanoemulséo desenvolvida por Al Khalid, a producao
da nanoemulsdo contendo vitamina D prosseguiu sem a adicdo de um cossolvente.
Vale ressaltar que o cossolvente desempenha um papel crucial na reducéo da tenséo
interfacial 6leo/agua, tornando o sistema mais estavel e melhorando a taxa de difusdo
dos tensoativos para a fase aquosa durante o processo de inversdo de fase (De
Medeiros et al., 2020; STRECK et al., 2016). Ao longo das semanas de estudo da
estabilidade, o potencial zeta de ambas as nanoemulsdes em questdo permaneceram

negativos.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo, formulagbes de nanoemulsGes de Oleo de canola para
incorporacao do terpeno mirceno foram analisadas por varios parametros. O uso de
5% de mistura de tensoativos, 2,5% de 6leo de canola e 10% de glicerina resultou
em uma nanoemulsdo estavel e com propriedades nanométricas bem definidas,
obtida a partir de uma técnica de baixo cisalhamento. A incorporagéo do mirceno na
concentracdo de 0,5% apresentou-se potencial para como alternativa para o
tratamento de feridas. Como perspectivas futuras, pretende-se realizar a
guantificacdo do mirceno através de cromatografia gasosa, analisar a morfologia das
nanoemulsdes através de microscopia eletrbnica de transmissao e realizar os testes

antioxidante e antimicrobianos in vitro.
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ANEXO 1

Table 2. Main findings from the articles consulted.

o Mé T h
Agente antibacteriano Metodor . Cepas . efod’o . Resultados amanho Ref.*
Nanotecnoldgico microbiolégico (nm)
z . Emulsificagao e Clove essential oil: 15.45 + 0.05 mm
Oleo essencial e cravo espontanea S-aureis Agar difusao Clove bud emulsion: 21.83 + 0.05 mm 11.73£032  [18]

Oleo essencial de segurelhal.
monocytogenes: MIC 0.78 mg/mL
MBC 1.56 mg/mL
S. aureus and S. haemolyticus: MIC and
MBC 1.56 mg/mL
E. coli and P. aeruginosa: MIC and MBC
3.12 mg/mL
K. pneumoniae and S. marcescens: MIC
MBC 0.78 mg/mL
NE:
Microdilui¢ao L. monocytogene, S. aureus: MIC 0.78 118.40 + 0.61 [19]
MBC 1.56 mg/mL o
S. haemolyticus: MIC 1.56 mg/mL and
MBC 2.30 mg/mL
E. coli: MIC 0.39 mg/mL and MBC 0.78
mg/mL
K. pneumoniae and S. marcescens: MIC

Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus hemolyticus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa and Serratia

Oleo essencial de Sequrelha Sonicador

and
MBC 0.78 mg/mL
P. aeruginosa: MIC and MBC 4.6
mg/mL
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Oleo essencial de tomilho e (TV)

Sonicati
Syzygium aromaticum (SA) oneation

Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanni, Pseudomonas aeruginosa

SA-NE (mg/mL):
Methicillin-sensitive S. aureus:
MIC/MBC =0.125
Methicillin-resistant S. aureus:
MIC/MBC > 0.125
Carbapenem-resistant A. baumannii:
MIC/MBC =0.03
Carbapenem-resistant K. pneumoniae:
MIC/MBC =0.03
Carbapenem-resistant P. aeruginosa:
MIC/MBC > 0.125
E. Coli: MIC/MBC > 0.125
TV-NE (mg/mL):
Methicillin-sensitive S. aureus:
MIC/MBC = 0.125
Methicillin-resistant S. aureus:
MIC/MBC > 0.125
Carbapenem-resistant A. baumannii:
MIC/MBC =0.03
Carbapenem-resistant K. pneumoniae:
MIC/MBC =0.03
Carbapenem-resistant P. aeruginosa:
MIC/MBC > 0.125
E. Coli: MIC/MBC = 0.125

SA-NE: 106.0
+0.2
TV-NE: 110.0
+29

Macrodilui¢ao

[20]

Oleo essencial de canela (CEO) Sonicador

Klebsiella pneumonia

CEO: MIC = 0.05% and MBC =0.1%.

NE: MIC = 0.025% and MBC = 0.05% 2218+ 1195

Agar difusao

Oleo essencial de
tomilho

Emulsificagao por
inversao de fases

S. epidermidis
C. acnes

Oleo de tomilho: 0.026 g/mL (C. acnes)
and 0.053 g/mL (S.epidermidis) (2 MIC
of the selected EO)

NE tomilho: ~10: CFU/mL
NEB: 10- CFU/mL

Oleo de tomilho
microdilui¢do
NE: in vivo (orelha de
rato)- contagem de
coldnias(CFU)

77.32

[22]
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Neomycin ointment: No zone of
inhibition
NE 0.1% garlic oil + 0.005% neomycin
sulphate:
B. spizizennii: 30.33 mm
S. enterica: 25.33 mm NE garlic oil:
Oleo esséncial de Alho e . Bacillus spizizenii, S. aureus, E. coli and . E. coli: 22.33 mm 297.9
. Sonicador . Agar difusao . .
gengibre Salmonella enterica S. aureus: 28.00 mm NE ginger oil:
NE 0.1% ginger oil + 0.001% 304.1
neomycin sulphate:
B. spizizennii: 29.00 mm
S. enterica: 24.33 mm
E. coli: 21.00 mm
S. aureus: 29.66 mm

[23]

Chloramphenicol: 16-18 mm
Curcuminoid NE (0.03 g): E. coli =9 —
S. epidermidis and E. Coli Agar difusao 10 mm 19.5-321  [24]
Curcuminoid NE (0.04 g): S.
Epidermidis =9 — 10 mm

Emulsificagao

Extrato de curcumina R
espontanea

NE:
E. coli: + 7.7 cells/ml 68 +10 [25]
S. aureus: + 6.5 cells/ml

Viable counting

Oleo essencial de tomilho Sonicador E. coli and S. aureus
method

4 . . . I Essential oil: 18.6 + 0.11 mm
Oleo essencial de curcumina Sonicador Staphylococcus aureus Agar difusao NE: 203 + 0.11 mm 104051  [26]
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CPC NE:

Cetylpyridinium chloride Sonicador S. aureus (ATCC 6538), Escherichia coli Agar difusio S.aureus: MIC = 0.49 pg/mL and 15644.'5;43 J_; 1194?:L .
(CPC) (ATCC 8739) MBC =0.98 ~1.95 pg/mL 244.70 2,36
E. coli: MIC = 3.91~7.81 ug/mL and
MBC =7.81~15.63 pug/mL
Oleo de Tarragon :
E. coli: MIC: 7.25 £ 0.20 and MBC 8.00
+0.15 pg/mL
L. monocytogenes: MIC 4.75 + 0.1 - MBC
5.50 +0.30 ug/mL
S. entritidis: MIC 6.75 + 0.26 - MBC 7.25
+0.22 pg/mL
S. dysenterige: MIC 5.30 + 0.33 - MBC
6.10 +0.35 pug/mL
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), 5. aureus: MIC 425+ 0.10 - MBC 5,00 5
Tarragon (Artemisia . Listeria monocyt(')g'ei?es (PTCC 1298), . o 0.18 pg/mL.
Sonicador Salmonella enteritidis (ATCC 14028), Microdilui¢ao 50.00 [28]

dracunculus L.) essential oil

Shigella dysenteriae (ATCC 13313), and
Escherichia coli (ATCC 25922)

NE de dleo de tarragon :
E.coli: MIC: 5.75 +0.23 - MBC 6.25 +
0.19ug/mL
L. monocytogenes: MIC 3.25+0.09 - MBC
3.75+0.14 pg/mL
S. entritidis: MIC 4.75 + 0.13 - MBC 5.75
+0.25 ug/mL
S. dysenterige: MIC 3.80 + 0.15 - MBC
4.45 +0.20 pg/mL
S. aureus: MIC 2.5 +0.10 - MBC 3.25 +
0.27 ug/mL
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Porcentagem de inibigao de biofilme

Clindamicina NE (2 4 pg/mL): Chmli\?; yen
All strains were resistant. '
. . 13.93 +0.62
Linezolida NE (< 4 pg/mL): Linezolid
Linezolida,Clindamicina ~ Emulsificacdo por S. aureus, S. epidermidis, S. lugdunensis, Microdiluigdo/ S. aureus: 87.09%; S. epidermidis: NE:
Doxyciclina inversao de fases and S. haemolyticus Biofilme 57.14%; S. haemolyticus: 100%; S. 1150 + 0.96
lugdunensis: 100% Do.xyc;zcl'ine
Doxyciclina NE (< 4 pg/mL): NE: [29]
S. aureus: 25.8%; S. epidermidis: 9.52%; 10.66 +'O 1
S. haemolyticus: 0%; S. lugdunensis: 0%. DR
NEPolyfenol 60 + cranberry
nanoemulsion: NE cranberry:
82.46% inibic¢ao 58
Cha verde catequinas Sonicador Biofilme de E. coli Microdiluicao Cranberry solution: 80.88% inibicao NE [30]
NEPolifenol 60 + curcumina: curcumina:
96.36% inibigao 211.2
Curcumina solu¢do: 50.13%
F7
S. aureus (ATCC 25923) (10 pL/mL):
MIC =25%
S. epidermidis (ATCC12228): (10
o Staphylococcus aureus (‘ATCC ?5923) uL/mL) MIC = 12% F7-224 5 0.98
Extrato Café feijao verde Emulsificacio Staphylococcus epidermidis Microdiluigio ~ E. coli (ATCC 8739): (10 uL/mL) MIC = F16-2809+ [31]
espontanea (ATCC12228) 50% 0.20
Escherichia coli (ATCC 8739)
F16
S. aureus (ATCC 25923) (10 uL/mL):
MIC=12%
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S. epidermidis (ATCC12228): (10
pL/mL) MIC =12%
E. coli (ATCC 8739): (10 uL/mL) MIC =
50%

Cymbopogon pendulus

Escherichia coli (MTCC-40),
Bacillus subtilis (MTCC-121),

Cymbopogon pendulus NE:
inhibition zone of 3.5 cm for S. aureus
(MTCC-3160), and complete inhibition

essential oil Sonicador P :ezdgzozuioizzbc‘i ;”:Sjeg‘fz\i%éf‘) Agar difusdo for E. coli (MTCC-40), B. subtilis 327-511 320
" Py 3160)u (MTCC-121), and P. aeruginosa
(MTCC-424)
Eucalipto puro:
S. aureus, E. faecalis, S. pyogenes = 28.6
1,8-eucalipto EmuIS|f|ca(;a0 Staphylococcus aureus, Enterococcus Microdiluigio mg/mL 111.5-2645 [33]

espontanea

faecalis and Streptococcus pyogenes

NE de eucalipto:
S. pyogenes = 24 mg/mL
S. aureus and E. faecalis = 14 mg/mL
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E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, S.

Chamomile Pickering NE:
E. coli: 2.19 pg/mL
P. aeruginosa: 1.02 ug/mL

Oleo essencial de camomila Sonicador aureus, and S. pyogenes Microdiluicao B.subtilis: 113 pg/mL 290 £4.5 [34]
S. aureus: 1.06 pg/mL
S. pyogenes: 2.45 ug/mL
Emulsificagao por
Oleo de Oregano Inverséo de Streptococcus mutans Agar difusao NE: 19 mm 150 - 500 [35]
fases
Oleo essencial de gengibre Emulsificagao e NE:

trept £ Agar dif 151.40 36
(Zingiber officinale) espontanea Streptococeus mutans gar ciiusao 25+ 1.0 mm; MIC: 62.5 uL/mL (361

. 1 il: 17.1 £ 0.7
Oleo essencial de cereal Sonicador Staphylococcus aureus (ATCC 29213) Agar difusao Celery oi +0.76 mm 234+1.80 [37]

Celery NE: 22.6 + 0.57 mm

Source: Research data. *Reference.
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