UNIVERSIDADE DO VALE DO RIO DOS SINOS
UNIDADE ACADEMICA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NUTRICAO E ALIMENTOS
NIVEL MESTRADO

CAMILA NEDEL KIRSTEN

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA NANOEMULSAO DO OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS DA CURCUMA LONGA L.

Sao Leopoldo
2025



CAMILA NEDEL KIRSTEN

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA NANOEMULSAO DO OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS DA CURCUMA LONGA L.

Defesa apresentada como requisito para
obtencao do titulo de Mestre em Nutricdo e
Alimentos, pelo Programa de Pos-
Graduagdo em Alimentos, Nutricdo e
Saude da Universidade do Vale do Rio dos
Sinos (UNISINOS).

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Dietrich Ferreira

Sao Leopoldo
2025



K61a Kirsten, Camila Nedel.
Avaliagao da atividade antimicrobiana da nanoemulsao do
Oleo essencial das folhas da Curcuma Longa L. / Camila Nedel
Kirsten. — 2025.
51f.:il. ;30 cm.

Dissertagéo (mestrado) — Universidade do Vale do Rio dos
Sinos, Programa de P6s-Graduagao em Alimentos, Nutricdo e
Saude, 2025.

“Orientador: Prof. Dr. Cristiano Dietrich Ferreira”

1. Agentes antiinfecciosos. 2. Oleo essencial. 3. Circuma
Longa L. I. Titulo.
CDU 615.28

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao (CIP)
(Bibliotecaria: Amanda Schuster Ditbenner — CRB 10/2517)




LISTA DE SIGLAS

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CIM Concentragao inibitéria minima

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO Dimetilsulfoxido

EUA Estados Unidos da América

FAO Organizagdo das Nagbes Unidas para Alimentagao e
Agricultura

FDA Food and Drug Administration

FEL a-felandreno livre

GRAS Geralmente Reconhecidos como Seguros

KG Quilograma

MRC-5 Células de fibroblastos de pulmao humano

NB1 Nanoemulsao branca método com emulsificantes sintéticos
(método 01)

NB2 Nanoemulsdo branca método com emulsificantes naturais
(método 02)

NC1 Nanoemulsdao de OE Curcuma método com emulsificantes

sintéticos (método 01)

NC2 Nanoemulsdo de OE Curcuma meétodo com emulsificantes
naturais (método 02)

NF1 Nanoemulsdo de Felandreno método com emulsificantes
sintéticos (método 01)

NF2 Nanoemulsdo de Felandreno método com emulsificantes
naturais (método 02)

NM Nandmetros
OEL Oleo Essencial de Curcuma Longa L. livre
PDI indice de Polidispersao

RDC Resolucéo da Diretoria Colegiada






SUMARIO

L INTRODUGCAO ... e e e e, 6
| B UC 1 1 I OO P PP PR RO UOPPPPRRUPPPPR 7
1.2 Delimitag80 dO @M@ ..ovuuiiiiiiiiiie e aaanas 7
1.3 ProbIema ..o e 8
| @ o} 15015 A4 1P 8
1.4.1 ODbJetiVO geral .....ccoeiiiiiiiiiiiie 8
1.4.2  ODbjetivos €SPECIfICOS ......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 9
1.5 JUS EI IC ATIVA 1ottt ettt e et e e et e e e e tb e eees 9
2 FUNDAMENTACAO TEORICA ......coooviiuiiiiieeeee oo 10
2.1 CUrcuma Longa L. .......cccoooviiiiiiiiiiie et 10
2.1.1 Atividade Antimicrobiana.............cooooiiiiiiiiiiii 12
2.2 0160 ESSENCIAL..iiviiiiiiieiii i, 13
2.2.1 Oleo Essencial de C. LONGA L. .....cueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
2.3 NANOCTIUIS A0 1euuiieeeeiiiiiiiii ettt e e e e e ettt e e e e e e eeeeaeaaaaanes 14
2.4 Conservantes de aliMentos ....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
3 METODOLOGIA ... e e e et e e e e e e eeeeeaannes 19
3.1 Materia-Prima. ... e 19
X T I I Y/ T o] o =1 o] T3P RRRPN 19
3.2 Extra¢do do Oleo essencialde C. 1onga .......c..ccoovveieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeein, 19
3.3 Caracterizagdo do 0leo essencialde C. longa..........cccooeeviviiiiiiiiiiiiiinniiiiinnnn.. 20
3.4 Preparo das NanoemuUISO@S ..ouuuueiiiieiiiieiiie et e e e aaes 21
3.5 Caracteriza¢ao das nanoemulSOeS ......ooueiiiiiiiiiiiie i 22

3.6 Ensaio de citotoxicidade de cultura celular e MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil tetrazZOli0) covuuiiiii i 23
3.7 Avaliagao da atividade antimicrobiana.............ccoeeiueiiiiiiiiiiiieeiiieieeeeeee, 23
3.8 ANALIS € €S TAtISTICA «eerruuiieiiiiie ettt 24
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ...coouiiiiiiiiiiiieieiciieteeeet ettt 24
4.1 Composi¢cdo quimica do 6leo essencial das folhas de C. Longa ................. 24
4.2 Caracterizagcdao das nanoemulSOesS ......ooeiuiiiiiiiii i 28

4.3 Avaliagao da Citotoxicidade dos Compostos Livres e Nanoemulsionados 30
4.3.1 Avaliagdo da Citotoxicidade do Oleo Essencial de C. Longa e suas

NANOCIMNUISOES . ..o e e e e e e 30



4.3.2 Avaliacao da Citotoxicidade do Felandreno e suas Nanoemulsées................. 33
4.4 Atividade antimicrobiana.........ooiiuiiiiiiiiii i 37
5. CONCLUSAQ ..ottt 39

REFERENCIAS ..o e e e, 40



1 INTRODUCAO

A Cdrcuma Longa L. é pertencente da familia Zingiberaceae, nativa do
sudoeste da Asia, principalmente na China e india, responsavel por 90% da producéo
total no mundo (ARAUJO; LEON, 2001; SALEHI; RODRIGUES; PERON, 2021).
Socialmente, contribui para a medicina tradicional, praticas culturais e educacdo em
saude. Economicamente, possui um impacto positivo na agricultura, industria de
especiarias, area farmacéutica e cosmeética (MOGHADAMTOUSI, et al., 2014). A
combinagao desses fatores destaca a curcuma como um recurso valioso tanto para a
saude das comunidades quanto para o desenvolvimento econdmico.

O rizoma da curcuma, popularmente conhecido como acafrdo-da-terra, é a
parte da planta rica em compostos bioativos, notadamente a curcumina, que lhe
confere a cor amarelo vibrante e grande parte de suas propriedades terapéuticas.
Apods a colheita, os rizomas sdo submetidos a processos de cozimento, secagem e
moagem para se obter o pé utilizado como especiaria na culinaria e como insumo nas
industrias alimenticia e farmacéutica (SINGH et al., 2010).

Os subprodutos da Curcuma Longa L., como as folhas, de acordo com estudos
recentes, também possuem propriedades bioativas. Entretanto, sdo frequentemente
tratadas como subproduto de baixo ou nenhum valor. Na cadeia produtiva da
curcuma, as folhas sdo descartadas ou incineradas no campo gerando um residuo
ambiental de alto custo de descarte (ELAMIN, et al., 2021; MOGHADAMTOUSI, et al.,
2014). Estudos recentes investigaram a extragao de 6leos essenciais das folhas, que
demonstraram possuir atividades antimicrobiana e antioxidante, com potencial
aplicacao em embalagens ativas para alimentos (GOVINDAKARN et al., 2023).

Os Oleos essenciais podem ser extraidos a partir das folhas, rizomas, caules e,
a sua utilizacdo em aplicagdes comerciais, apesar de promissora, é limitada por
apresentar baixa biodisponibilidade e solubilidade. Uma alternativa é a aplicagao em
sistemas de entrega nanométricos, para solucionar essas questdes, tais como as
nanoemulsées. O tamanho de particula reduzido e as cargas superficiais das
nanoemulsées podem influenciar no sistema de liberagdo, interacdo com sitios
moleculares, além de retardar a perda por volatilizagdo, permitindo a utilizacdo de
menores concentragdes em relacdo ao Oleo essencial bruto e a reducido da
degradacao pela luz (ELAMIN, et al., 2021; GHADERI, et al., 2017; PRAKASH et al.,
2018).
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As nanoemulsdes de Curcuma longa L. tem demonstrado potencial significativo
na melhoria da atividade antimicrobiana devido as suas propriedades fisico-quimicas.
Os estudos indicam que a formulagdo em nanoemulsdo pode aumentar a eficacia
antimicrobiana ao melhorar a dispersdo e estabilidade dos compostos bioativos,
permitindo uma melhor interagdo com os microrganismos (ZHANG et al., 2021). O
tamanho reduzido das particulas, geralmente entre 20-200 nandmetros (nm),
potencializa essa ag&o, aumentando a penetracdo na membrana celular dos
microrganismos (KUMAR et al., 2022).

Outras caracteristicas das nanoemulsdes, como carga superficial e
viscosidade, influenciam diretamente a eficacia antimicrobiana, sugerindo que ajustes
na formulag&o podem potencializar sua agéo bioativa (PATEL; SINGH, 2023). A carga
superficial e a viscosidade influenciam a eficacia antimicrobiana ao modularem a
interacdo entre a nanoemulsao e o patdégeno. Uma carga positiva (catidnica) promove
atracado eletrostatica e fusdo com a membrana microbiana negativa, enquanto a
viscosidade adequada aumenta a mucoadesao e o tempo de contato da formulagao
(HENOSTROZA, 2018). Essa combinagdo otimiza a desestabilizagdo da estrutura
celular, resultando em uma maior atividade antimicrobiana (MORAIS et al., 2021).
Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a composi¢cédo quimica,
produzir nanoemulsdes do 6leo essencial das folhas de Curcuma Longa L., avaliar a

citotoxicidade e a atividade antimicrobiana.

1.1 Tema

Avaliacido da atividade antimicrobiana da nanoemulsao do 6leo essencial das

folhas da Cudrcuma Longa L.

1.2 Delimitagao do tema

O dleo essencial da C. longa L. possui uma série de propriedades bioativas
importantes. Entre suas propriedades destacam-se a acdo anti-inflamatodria,
antioxidante, antimicrobiana e potencial anticancerigena. No entanto, a aplicagdo do
Oleo essencial da curcuma é frequentemente limitada por sua baixa solubilidade em
agua e a baixa biodisponibilidade dos seus compostos ativos. A nanoemulsio surge

como uma alternativa para superar essas limitagdes. Ao nanoemulsionar o dleo



8

essencial, € possivel aumentar a solubilidade dos compostos ativos, melhorar sua
absor¢ao, biodisponibilidade e garantir uma distribuicdo uniforme no organismo. Além
disso, oferece uma protegao adicional contra a degradagao dos compostos bioativos,
potencializando sua agdo. Dessa forma, a nanoemulsdo n&o apenas potencializa os
beneficios do dleo essencial da curcuma, mas abre novas possibilidades para seu uso
em formulagdes farmacéuticas e cosméticas, resultando em um impacto na saude e

bem-estar.

1.3 Problema

Os conservantes sintéticos sdo uma preocupag¢ao cada vez maior para a
industria alimenticia, devido a aceitagao cada vez menor dos consumidores frente a
exposicao a estas moléculas, principalmente pela conscientizagdo dos efeitos
adversos para a saude a curto, médio e longo prazo. Uma pesquisa da Mintel revelou
que 56% dos consumidores afirmam que evitam alimentos com conservantes
artificiais, refletindo uma mudanca significativa em suas preferéncias alimentares. A
Clean Label Project verificou que 60% dos consumidores estdo preocupados com 0s
efeitos dos aditivos sintéticos em alimentos, o que impulsiona a demanda por produtos
livres desses conservantes. Neste contexto, os bioconservantes, ou conservantes
naturais, se tornam uma alternativa para industria. Descobriu-se que derivados de
fontes vegetais, como ervas, especiarias e 6leos essenciais, aumentam a vida util,
diminuindo a oxidagao lipidica. Além de estender a vida util e garantir a seguranga dos
alimentos, eles permitem melhora da qualidade e propriedades nutricionais na
formulagdo. Portanto, o desafio é verificar se a nanoemulsdo do 6leo essencial das
folhas da Cdrcuma Longa L tem potencial antimicrobiano para ser utilizado como

conservante em produtos alimenticios?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e perfil citotoxico da nanoemulsao do 6leo

essencial das folhas da Curcuma Longa L e do seu composto majoritario.



1.4.2 Objetivos especificos

1.4.2.1 Caracterizar quanto composi¢ao quimica o 6leo essencial das folhas da
Cuarcuma Longa L.;

1.4.2.2 Nanoemulsionar o 6leo essencial das folhas da Cdrcuma Longa L. e
seu composto majoritario;

1.4.2.3 Avaliar a citotoxicidade da nanoemulsdo do 6leo essencial das folhas
da Curcuma Longa L. e seu composto majoritario;

1.4.2.4 Avaliar a atividade antimicrobiana da nanoemulsdo do 6leo essencial
das folhas da Cdrcuma Longa L. frente as bactérias: Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (O157:H7).

1.5 Justificativa

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais € uma propriedade de grande
interesse para a industria alimenticia devido ao seu potencial natural de conservacao
dos alimentos. Isso ocorre, principalmente, devido a percepgcao negativa dos
consumidores sobre conservagao através do uso de aditivos sintéticos presentes nos
produtos tradicionais e suas consequéncias ao longo prazo, como as possiveis
atividades cancerigenas e toxicidade tecidual. A utilizacdo de OE em aplicagdes
comerciais, apesar de promissora, € limitada devido as caracteristicas de volatilidade,
baixa solubilidade em agua, degradacao pela luz, utilizagao de altas concentragoes,
além de odor e sabor fortes e caracteristicos. Esses aspectos podem ser reduzidos
quando os 6leos sdo incorporados a sistemas de entrega bem projetados, como as
nanoemulsoes. Estas, possuem tamanho de particula na faixa de 10 a 200 nm e séo
formadas, geralmente, por agua, 6leo, emulsionante e co-solventes. O tamanho de
particula reduzido e as cargas superficiais das nanoemulsées podem influenciar no
sistema de liberacao, interacdo com sitios moleculares, além de retardar a perda por
volatilizacado, permitindo a utilizagdo de menores concentragdes em relagao ao 6leo
essencial bruto, e a redugcdo da degradacédo pela luz (GHADERI, et al., 2017;
PRAKASH, et al., 2018; DONSI, FERRARI, 2016).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Curcuma Longa L.

A Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagéo (FAO) relata
que a producdo de curcuma tem tido um crescimento expressivo, com a india
liderando a produ¢ao com mais de 1 milh&do de toneladas anuais (FAO, 2021). Embora
a India seja o principal produtor global de circuma, a América do Sul, especialmente
o Brasil, esta iniciando a expanséo de sua produc¢ao devido ao clima favoravel e para
atender a demanda crescente do setor alimenticio (GRAND VIEW RESEARCH, 2021;
FAO, 2021). Segundo a Grand View Research (2021), o mercado global de curcuma
foi avaliado em aproximadamente 5 bilhdes de dolares em 2020 e esta projetado para
crescer a uma taxa composta anual de cerca de 7% até 2028 (GRAND VIEW
RESEARCH, 2021).

A C. Longa L. é pertencente da familia Zingiberaceae, nativa do sudoeste da
Asia, principalmente na China e india, responsavel por 90% da producéo total no
mundo. Ela é cultivada em regides subtropicais e tropicais dos paises da América do
Sul, Australia e Asia. O rizoma, Figura 1, é a parte frequentemente utilizada da planta
na medicina e culinaria, como corante e aromatizante. Ela é o ingrediente majoritario
e essencial do curry (tempero alimentar de origem indiana), conferindo a coloragéo
amarela alaranjada e o sabor picante. A curcuma possui propriedades anti-
inflamatorias, antissépticas, antioxidantes, digestivas, analgésicas, anticancerigenas
e antibacteriana (ARAUJO; LEON, 2001; JYOTIRMAYEE; MAHALIK, 2023; KUMAR
et al., 2018).
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Figura 1: Rizoma de C. Longa L. Figura 2: Folhas de C. Longa L.
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Fonte: Oasis Nutrition (2021) Fonte: préprio autor

Os subprodutos da Curcuma Longa L., como as folhas (Figura 2), de acordo
com estudos recentes, sdo excelentes fontes de compostos bioativos, principalmente
os fendlicos. Entretanto, grande parte é descartada, gerando um residuo ambiental de
alto custo e com grande potencial para industria (KIM, et al, 2014; KIM, et al. 2019).
Os subprodutos agricolas sdo uma preocupagao emergente pois a queima desses
descartes, ocasionam sérios problemas de polui¢do no solo, agua e ar, dessa maneira
a conversdao em produto de valor agregado surge como um método benéfico e
ambientalmente positivo. Entre estes, os 0Oleos essenciais sdo predominantes e
isolados a partir dessas matérias primas (ALBAQAMI et al., 2022).

Um estudo avaliando as folhas frescas da C. Longa, encontrou que ela possui
altas concentragbes de carboidratos (44,74 g.100g™"), proteinas (39,5g.100g7") e
fioras (11,81 9.100g™") sugerindo um alto valor nutricional e, também, niveis
consideraveis de sédio, magnésio, calcio e potassio. Além de apresentar baixos niveis
de nitrato, sem compostos cianogénicos em sua composi¢do, tornando o seu
consumo seguro (BRAGA; VIEIRA; DE OLIVEIRA, 2018).

Outro estudo investigou a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais das folhas
secas de curcuma e avaliou a atividade antimicrobiana contra Pseudomonas
aeruginosa e Listeria monocytogenes. Os principais componentes identificados foram
a-felandreno, terpinoleno e 1,8-cineol. A concentragdo minima inibitoéria (CIM) dos
Oleos essenciais foi de 0,5%, e, quando combinados na concentracdo de 5%,
apresentaram halos de inibigcdo significativos para P. aeruginosa (14,67 mm),

indicando uma atividade antimicrobiana promissora (SILVA et al, 2020).
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Teramoto et al. (2018) analisou a composi¢gao quimica das folhas senescentes
de 36 acessos de curcuma em Sao Paulo/SP, Brasil. Os resultados indicaram que o
teor de Ooleo essencial variou de 0,27% a 1,01%, com predominancia de
monoterpenos, especialmente a-felandreno (20,7% a 31,1%), p-cimeno (19,2% a
30,8%), terpinoleno (12,8% a 20,1%) e 1,8-cineol (8,1% a 13,2%). Além disso, o
estudo avaliou a atividade antimicrobiana desses Oleos essenciais frente aos
microrganismos: Enterococcus hirae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosae
Candida albicans. Apresentaram potencial uso com CIM de 2 mg/mL apenas para
Enterococcus hirae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (TERAMOTO et al.,
2018).

2.1.1 Atividade Antimicrobiana

Segundo Spinosa e Tarraga (2014), os antimicrobianos sédo substancias
quimicas sintetizadas por microrganismos ou seus equivalentes in vitro, com a
capacidade de, em pequenas quantidades, eliminar (fungicida ou bactericida) ou inibir
o crescimento (bacteriostatico ou fungiostatico) dos microrganismos patogénicos.

O mecanismo de inibicao da atividade antimicrobiana do OE das folhas de C.
longa é um processo multifatorial, mas que tem como alvo primario a desestabilizagéo
e o rompimento da membrana celular do microrganismo. Os principais componentes
lipofilicos do 6leo, como os monoterpenos a-felandreno e terpinoleno, integram-se a
bicamada lipidica da membrana, alterando sua fluidez e aumentando sua
permeabilidade. Essa desorganizagdo estrutural provoca o extravasamento de
componentes intracelulares vitais, como ions e trifosfato de adenosina, levando ao
colapso do metabolismo energético e, consequentemente, a morte da célula
bacteriana (BURT, 2004; SILVA et al., 2020).

Um estudo avaliando diferentes espécies de Curcuma encontrou que os 6leos
essenciais de C. aromatica, C. zedoaria e C. longa demonstraram atividade
antibacteriana contra bactérias deterioradoras de alimentos, incluindo Bacillus cereus,
Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus com zona de inibicao entre 11,7 e 17,8
mm (UECHI et al., 2000). Outro estudo utilizou 10 uL/disco de dleo essencial das
folhas de C. longa, do qual, foi eficaz contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Salmonella typhymurium, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes (PARVEEN et
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al., 2013). Além disso, o OE de C. longa também exibiu um valor de MIC de 83,3 ug/mi
contra Staphylococcus aureus (TELES, et al., 2019).

2.2 Oleo Essencial

Os OE séao substancias complexas, de alto poder volatil e de fragrancias
variaveis originadas de folhas, flores, talos, caules, hastes, cascas e raizes. A sua
coloragao varia de totalmente incolor a fortemente dourado, passando por coloracoes
esverdeadas, ambarinas e amareladas, de acordo com as plantas das quais sao
extraidos; geralmente, sdo instaveis na presenca de luz, calor, umidade e metais
(CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2015; VIGAN, 2010). Os OE apresentam
propriedades farmacoldogicas como antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria e
antimicrobiana. Com base em seus perfis de segurancga favoraveis a Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da Ameérica (EUA) colocou-os na categoria
Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS) (SINGH; TIWARI; DUBEY, 2021;
DONSI; FERRARI, 2016).

A obtengao de Oleos essenciais de matrizes vegetais é realizada por diversos
meétodos, cuja escolha impacta diretamente o rendimento e a composigao quimica do
produto final. Os métodos tradicionais mais difundidos sdo os baseados na destilacao,
como a hidrodestilacéo e a destilagao por arraste a vapor, nos quais o vapor d’agua
volatiliza os compostos do 6leo, que sdo subsequentemente condensados e
separados da fase aquosa (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Para materiais
sensiveis ao calor, como cascas de citricos, emprega-se a prensagem a frio, um
processo mecanico que preserva a integridade quimica do 6leo. Tecnologias mais
modernas e "verdes" incluem a extracdo com fluido supercritico, utilizando
principalmente CO,, que permite obter extratos de alta qualidade sem o uso de altas

temperaturas ou solventes toxicos (GOLOLOBO et al., 2020).
2.2.1 Oleo Essencial de C. Longa L.

Albagami et al., (2022) detectou os principais compostos do 6leo essencial das
folhas de C. Longa L. como a-felandreno (31,27%), 2-careno (21,73%), eucaliptol
(13,54%) e o-cimeno (5,45%). Outro estudo mostrou a presencga de (-)-zingibereno
(17,84%); 3,7-ciclodecadien-1-ona, 3,7-dimetil-10-(1-metiletilideno) (15,31%); ciclo-
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hexeno, 4-metil-3-(1-metiletilideno) (12,47%); e (+)-4-careno (11,89%) como principais
fitocompostos (SHARMA et al., 2022). O eucaliptol (10,27%) foi o principal
componente do 6leo essencial das folhas de Cudrcuma Longa L. de um terceiro
trabalho, seguido de B-pineno (3,57%), limoneno (2,73%), 2-metilisoborneol (2,92%)
e B-felandreno (2,49%) em valores consideraveis (PARVEEN et al., 2013).

Uma pesquisa avaliando diferentes atividades biologicas de diferentes
especies de Curcuma spp. encontrou o 6leo essencial das folhas de C. Longa, entre
as espécies Curcuma aromatica e Curcuma angustifélia, como o mais ativo entre os
Oleos essenciais avaliados nos ensaios antioxidantes. O d6leo teve um potencial de
eliminacao de radicais DPHH e ABTS semelhante ao acido ascorbico (ALBAQAMI et
al., 2022).

Além disso, o oOleo essencial de curcuma mostrou atividade antibacteriana
contra Helicobacter pylori, Bacillus cereus, B. coagulans, B. subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Proteus mirabilis e Psedomonas
aeruginosa (FAGODIA et al., 2017; NEGI et al., 1999). Também mostrou efeitos
antifungicos contra Aspergillus flavus, A. niger, A. parasiticum, Rhizoctonia solani,
Helminthosporium oryzae, Trichoconis padwickii, Curvularia lunata, C. pallescens, C.
trifolii, Fusarium verticillioides, F. moniliforme, F. oxysporum, Penicillium digitatum,
Alternaria dianthi, Trichophyton longifusus e Colletotrichum falcatum (SINGH et al.,
2010; AVANCO et al.,, 2017; APISARIYAKUL; VANITTANAKOM; BUDDHASUKH,
1995; BEHURA et al., 2000.; FAGODIA et al., 2017).

2.3 Nanoemulsdo

A utilizacdo de O6leo essenciais em aplicacbes comerciais, apesar de
promissora, € limitada devido as caracteristicas de volatilidade, baixa solubilidade em
agua e alta oxidagdo. Esses aspectos podem ser reduzidos quando os Oleos s&o
incorporados a sistemas de entrega, tais como as nanoemulsées (GHADERI et al.,
2017; PRAKASH et al., 2018). O uso de 6leos essenciais em nanoemulsdes em
sistema alimentar apresenta grandes vantagens: (A) alta eficiéncia na prevencao da
deterioragao dos alimentos; (B) liberagdo sustentada e controlada de antimicrobianos
baseados em 6leos essenciais; (C) baixo risco de citotoxicidade; e (D) difusao
profunda por causa do tamanho nanométrico (CHUACHAROEN; SABLIOV, 2019).
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A incorporagao de oleos essenciais em nanoemulsdes tem sido amplamente
estudada devido as vantagens proporcionadas por esses sistemas, e diversas
formulagcdes e métodos de preparo tém sido desenvolvidos para otimizar essas
caracteristicas. Em suma, a escolha dos surfactantes, métodos de homogeneizagéo
€ a incorporagcao em matrizes poliméricas sao fundamentais para o desenvolvimento
de nanoemulsdes eficazes contendo 6leos essenciais (SILVA et al., 2021; RIBEIRO
et al., 2024; SOUZA; LIMA; CASTRO, 2022).

A lecitina tem sido explorada como um emulsificante natural na formulagao de
nanoemulsdes de 6leos essenciais para aplicagdo na industria de alimentos. E uma
alternativa atraente para emulsificantes sintéticos, como o Span 80, devido sua origem
natural, biodegradabilidade, e do fato de ser geralmente reconhecida como segura
(GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) (LI, 2015; ROCHA, 2021).

De Li et al. (2015) desenvolveram nanoemulsdes de 6leo essencial para
encapsulamento, investigando a estabilidade e o tamanho de particula utilizando uma
mistura de emulsificantes, incluindo a lecitina e o Tween 80. Os autores constataram
que a combinacéao de lecitina com o emulsificante sintético foi eficaz na producéao de
nanoemulsdes estaveis com particulas de tamanho reduzido. Rocha et al. (2021),
utilizaram a lecitina como unico agente emulsificante para encapsular o éleo essencial
de tomilho em nanoemulsées. Eles verificaram que a lecitina ndo apenas formou
nanoemulsées com estabilidade satisfatéria, mas também que a nanoemulséo
resultante exibiu uma atividade antimicrobiana significativa contra patdgenos de
origem alimentar, confirmando o potencial da lecitina como um emulsificante natural e
funcional para conservantes alimentares.

Um estudo desenvolveu nanoemulsdes utilizando uma mistura de agua, Span
80 e Tween 80, incorporando blends de seis 6leos essenciais: anis, canela, cravo,
menta, orégano e tomilho. As nanoemulsdes foram preparadas com o auxilio de um
dispersor Ultra-Turrax, resultando em particulas com tamanhos variando entre 67 e
277 nm. Essas formulagdes demonstraram potencial para aplicagdes antimicrobianas
e antioxidantes (SILVA et al., 2021).

Outro estudo avaliou as nanoemulsdes obtidas com éleo essencial de gengibre.
As formulagdes foram preparadas vertendo a fase aquosa sobre a fase oleosa, que
continha o 6leo essencial e os surfactantes Tween 80 e Span 80, sob homogeneizagéo

no Ultra-Turrax e ultrassom. Dentre os lotes produzidos, um apresentou diametro
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médio de 101,45 nm, indice de polidispersao de 11,84% e potencial zeta de -12,48
mV, indicando boa estabilidade da nanoemulsao (RIBEIRO et al., 2024).

Um estudo teve como objetivo avaliar as nanoemulsdes dos oleos essencias
de Cinnamomun zeylanicum (canela) e C. longa em relagdo ao 6leo puro como
conservante em carne bovina moida. Os resultados encontrados mostraram uma
atividade maior em nanoemulsdes em comparacdo com os Oleos essenciais, o halo
de inibicdo dos 6leos essenciais de canela contra Staphylococcus aureus foi igual a
35 mm, enquanto o de sua nanoemulsao atingiu 40 mm (SILVA et al, 2021).

Os o6leos essenciais nanoemulsionados de semente de uva e canela foram
testados, por Abderrahmane Ameur et al. (2022), para prolongar a vida util de filés de
tainha (Mugil cephalus) através da determinag&o das caracteristicas fisico-quimicas
(pH, indice de peréxido de hidrogénio, acidos graxos livres), sensoriais e
microbiolégicas, através da contagem de bactérias aerdbias mesdéfilas, bactérias
psicrotroficas totais e enterobactérias durante 14 dias de armazenamento a 2°C. Os
resultados apresentados revelaram que as nanoemulsdes inibiram o0 aumento no pH,
retardaram a oxidacao e hidrdlise de lipidios. A avaliacdo sensorial indicou que o
tratamento prolongou a vida util para quatro dias, de 10 para 14 dias, em comparagao
com os controles. Também houve a reducdo do crescimento microbioldgico, o que
ocasionou em um acréscimo de 2 dias da vida util (de 10 para 12 dias). Com estes
resultados, as nanoemulsées de 6leo essencial de semente de uva e canela, podem
ser consideradas como novas formas de prevencao para a oxidagao e contaminagao
microbiana em filés de tainha, consequentemente um novo meio de conservagao e
aumento da vida util.

Apesar de promissora, a incorporagado de Oleos essenciais em nanoemulsdes
apresenta desafios, como a instabilidade fisica ao longo do tempo, podendo levar a
floculagdo ou coalescéncia das goticulas, comprometendo a eficacia do produto
(SILVA; OLIVEIRA; FERREIRA, 2022). Além disso, os Oleos essenciais sao
compostos volateis e altamente sensiveis a luz, oxigénio e temperatura, o que pode
resultar na perda de compostos ativos mesmo quando incorporados em
nanoemulsoes, afetando sua estabilidade e funcionalidade (SANTOS, et al., 2021).
Outra limitacao é a interferéncia sensorial, pois a presenca de 6leos essenciais pode
alterar caracteristicas como sabor e odor, especialmente em aplicacdes alimenticias,
0 que pode nao ser desejavel para todos os produtos (PEREIRA; SOUZA; ALMEIDA,

2023). Outra questao € para o desenvolvimento dessas formulagbes que exige a
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selegcdo cuidadosa de surfactantes e métodos de produgao adequados para garantir
estabilidade e eficacia, o que pode aumentar a complexidade e os custos do processo
(COSTA,; FIGUEIREDO; MARTINS, 2024).

A incorporagdo em nanoemulsdes do oOleo essencial de bergamota e suas
fragcdes foi avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana frente Escherichia coli,
Lactobacillus delbrueckii e Saccharomyces cerevisiae. Os resultados encontrados
apresentaram aumento da atividade antimicrobiana dos 6leos nanoemulsionados.
Todavia, as nanoemulsdes, exibiram uma atividade citotoxica mensuravel que foi
aumentada pelo uso de diferentes formulagdes em comparacdo com o 6leo livre, o
que desencoraja 0 seu uso como conservante de alimentos, mas néo descarta a

utilizagcdo em aplicagdes terapéuticas (MARCHESE et al., 2020).

2.4 Conservantes de alimentos

Os produtos alimenticios sdo suscetiveis a deterioragcao por processos fisicos,
quimicos, enzimaticos e microbioldgicos, que podem reduzir a vida util e seguranca
até alteragdes fisico-quimicas e sensoriais indesejaveis para o alimento. A aplicagéo
de aditivos alimentares € uma das formas atuais para a conservagao de alimentos
para manter a qualidade e controlar contaminagdes que podem causar doengas
alimentares (SAMBU et al., 2022; NOVAIS et al., 2022)

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os aditivos
alimentares sdo substéncias adicionadas intencionalmente aos alimentos com o
objetivo de modificar suas caracteristicas sensoriais, tecnoldgicas ou de conservacao,
sem proposito nutricional (BRASIL, 2018). Dentro dessa ampla categoria, os
conservantes se destacam como aditivos utilizados para prolongar a vida util dos
alimentos, inibindo a agdo de microrganismos ou retardando altera¢gdes quimicas
indesejadas, como a oxidagdo. De acordo com a ANVISA, aditivos e seus usos estdo
regulamentados pela Resolugdo RDC n.°778, de 2023, que define critérios gerais
para o emprego dessas substancias, enquanto os conservantes possuem fungdes
tecnologicas especificas listadas na Resolugdo GMC/MERCOSUL n.° 11, de 2006
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2018; MERCOSUL, 2006).

Os conservantes sintéticos - como nitrito de sédio, benzoato de sodio, BHA e
BHT — oferecem alta eficacia contra oxidacao lipidica e contaminacido microbiana,

conferindo protecéo a alimentos de origem animal e industrializados, entretanto sua
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utilizacao esta associada a formagao de subprodutos potencialmente carcinogénicos
e ao aumento de sensibilidades alérgicas (de BARROS et al., 2021). Em contraste, os
conservantes naturais — provenientes de extratos vegetais, 6leos essenciais e
compostos bioativos como tocoferdis e polifendis — demonstram agao antimicrobiana
eficaz e atividade antioxidante, além de apresentar potencial sinérgico com
conservantes sintéticos, reduzindo doses e mitigando efeitos adversos (MARCIOLI,
2015; MINATTI et al., 2023; SOUSA et al., 2021). Porém, esses compostos naturais
apresentam limitagdes como instabilidade térmica, alteracdo sensorial (aroma, cor),
espectro de acao limitado e custo superior (MARCIOLI, 2015; SOUSA et al., 2021).
Como estratégia, estudos apontam para um cenario promissor no qual o uso
combinado de conservantes naturais e sintéticos — especialmente com encapsulagao
de bioativos — permite potencializar a segurangca e qualidade dos alimentos,
mantendo a viabilidade econémica e sensorial (MARCIOLI, 2015).

Moosavi-Nasab et al. (2017) estudaram os 6leos essenciais de tomilho (Zataria
multiflora) e cravo (Syzygium aromaticum) como inibidores naturais do crescimento do
fungo Aspergillus flavus e a produgao da micotoxina aflatoxina B1 para preservagéo
da biodeterioragao de alimentos, como do queijo branco iraniano. Segundo os autores
os Oleos essenciais em todas as concentragdes reduziram a producio de aflatoxina
B1 e o crescimento fungico no queijo.

Outro estudo avaliou o Oleo essencial de Louro (Laurus nobilis) e suas
atividades antifungica, antitoxigénica e antioxidante para seu uso potencial como
conservante de trigo. O 6leo essencial mostrou potencial frente ao fungo Aspergillus
flavus e a micotoxina aflatoxina B1, demonstrando ser um promissor conservante
natural ao aumentar a vida util dos produtos alimenticios armazenados ao controlar a
deterioracdo e os danos oxidativos causados por fungos toxigénicos (BELASLI et al.,
2020).

O dleo essencial de Pimpinella anisum (erva-doce) nanoencapsulado foi
avaliado para a preservagdo de amostras de arroz armazenados poés-colheita de
contaminacgao fungica e por micotoxina. Os resultados encontraram potencial protetor
contra degradagao por fungos toxigénicos e aflatoxina B1, em concentragdes de 80 e
70 uL, respectivamente. Além disso, incorporado a nanomatrix de quitosona, o dleo
essencial teve um impacto positivo na prote¢céo de minerais e micronutrientes do arroz

em um estudo conduzido por DAS et al. (2021).
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3 METODOLOGIA

3.1 Matéria-Prima

As folhas de C. longa foram coletadas no periodo da manha em Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil (29°41'02"S, 53°48'25"0). Elas foram transportadas para o
Laboratério de Quimica da Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS), em
Sao Leopoldo — RS, acondicionadas em recipiente isotérmico e protecao contra a luz,
a fim de preservar suas caracteristicas fisico-quimicas durante o trajeto. Para a
identificacdo boténica, uma amostra do material vegetal foi encaminhada para o
Herbarium do Instituto Anchietano de Pesquisa/UNISINOS, Sao Leopoldo, RS. O
nome cientifico foi verificado na base de dados The Plant List

(http://www.theplantlist.org).

3.1.1 Microrganimos

Os microrganismos utilizados foram cedidos pela Universidade Federal do Rio
Grande (FURG). As cepas de Staphylococcus aureus foram cedidas pelo Laboratério
de Microbiologia, do campus Santo Antonio da Patrulha, e as cepas de Escherichia
coli O157:H7 foram cedidas pelo Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA) do

campus sede da FURG, campus Carreiros.

3.2 Extra¢ao do 6leo essencial de C. longa

O OE das folhas de C. longa foi extraido a partir da técnica de hidrodestilagao,
Figura 03, com aparelho de Clevenger (100 °C, por 3 h), conforme descrito pela
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). O OE obtido foi removido com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur e posteriormente transferido para um frasco de vidro ambar e
armazenado em freezer a -4 °C até a realizacédo das analises. O rendimento do OE foi
calculado com base no peso dos materiais vegetais. Para extragédo do dleo foi utilizado

2 quilogramas (kg) de folhas de C. Longa em 2 litros de agua destilada.


http://www.theplantlist.org/
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Figura 03: Hidrodestilagao

Fonte: Oliveira (2011)

3.3 Caracterizagcdo do 6leo essencialde C. longa

Para avaliar o perfil fitoquimico, o OE foi diluido (2%, v/v) em éter etilico e as
solugdes obtidas foram submetidas a cromatografia gasosa com espectrometria de
massas (CG-EM). O volume injetado no CG-MS foi de 1 yL da amostra diluida, e a
razao de divisdo foi de 1:40 (v/v). A andlise cromatogréfica foi realizada em um
espectrébmetro de massas (Shimadzu® QP5000, Kyoto, Japdo) equipado com
Durabond-DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) de silica fundida, utilizando hélio como
gas de arraste, com vazao de 1,0 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector
foram ajustadas em 220 e 290 °C, respectivamente. O programa de temperatura da
coluna foi de 60 °C por 3 min e de 60 a 300 °C a uma taxa de 3 °C/min, encerrando
um tempo de execucgao de 75 min.

Os compostos volateis foram identificados pela Biblioteca Espectral de Massas
NIST11 e a composicao qualitativa de cada composto foi relatada como uma
porcentagem relativa da area total do pico. No entanto, para confirmar os compostos
identificados, a composicao também foi determinada pela analise do indice de
retencao (IR) (ADAMS RP, 2017). O IR linear de cada composto foi calculado com
base no tempo de retencéo do pico e em uma série homodloga de n-alcanos (C9-C30,
Sigma Aldrich).
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3.4 Preparo das nanoemulsdes

Para os OEs foram avaliados dois métodos: método com emulsificantes
sintéticos (método 01), descrito por Dias et al. (2014); e, método com emulsificantes
naturais (método 02), descrito por Hashemi et al. (2020), com alteragdes. Todas as
formulacdes foram obtidas pela técnica de homogeneizagao a alta pressao, de acordo
com parametros previamente validados (DIAS et al. 2014). Duas nanoemulsdes foram
produzidas contendo 6leo essencial de C. longa L., com 4% e 10% (p/p) de dleo
essencial das folhas de C. Longa. Para avaliar a contribuicdo do componente
majoritario frente ao OEL, foram preparadas formulagées (NF1 e NF2) contendo
apenas a-felandreno. O planejamento destas formulagdes baseou-se em um teor de
referéncia de 50% de a-felandreno no éleo de curcuma, sendo as quantidades do
padrao de felandreno (85% de pureza) ajustadas para que a concentragao final de a-
felandreno nas formulacbes controle fosse equivalente a de suas contrapartes
contendo o 6leo essencial (NC1 e NC2). Este rigor metodolégico garantiu
concentragdes comparaveis de a-felandreno entre os sistemas, permitindo uma
analise direta da influéncia deste marcador em relagdo a um possivel efeito sinérgico
dos demais constituintes do 6leo. A composicao percentual de cada formulagao é
apresentada na Tabela 01, método com emulsificantes sintéticos (método 01), e na
Tabela 02, método com emulsificantes naturais (método 02). Uma nanoemulséo

branca, de cada método, foi preparada para fins comparativos.

Tabela 1 — Composicdo das nanoemulsdes do 6leo essencial das folhas do método
com emulsificantes sintéticos (método 01).

Componente NB1 (%) NC1 (%) NF1 (%)
Fase oleosa
OE curcuma* - 10,00 -
Felandreno™* - - 5,87
TCM 19,00 9,00 13,13
Span® 80 1,00 1,00 1,00
Fase aquosa
Tween® 20 1,00 1,00 1,00
Agua purificada g.s.p. q.s.p. g.s.p. 100,00

*OE de curcuma contendo 50% de a-felandreno. **Padrédo de felandreno contendo 85% em teor de o-
felandreno. Legenda: NB1: Nanoemulsdo branca; NC1: Nanoemulsdo de OE de C. longa; NF1:
Nanoemulsdo de Felandreno; q.s.p: quantidade suficiente para completar a solugédo; OE: odleo

“ o,

essencial; TCM: triglicerideos de cadeia média; “-“: sem adigéo; % p/p. Fonte: Préprio autor.
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Tabela 2 — Composicao das nanoemulsdes do 6leo essencial das folhas de
Cuarcuma Longa L. do método com emulsificantes naturais (método 02)

Componente NB2 (%) NC2 (%) NF2 (%)
Fase oleosa
OE cdrcuma*® - 4,00 -
Felandreno** - - 2,35
TCM 4,00 - 1,65
Lecitina de soja 0,1 0,1 0,1
Fase aquosa
Tween® 80 4,00 4,00 4,00
Agua purificada g.s.p. q.s.p. g.s.p.

*OE de curcuma contendo 50% de a-felandreno. **Padrédo de felandreno contendo 85% em teor de o-
felandreno. Legenda: NB2: Nanoemulsdo branca; NC2: Nanoemulsdo de OE de C. longa; NF2:
Nanoemulsdo de Felandreno; q.s.p: quantidade suficiente para completar a solugédo; OE: odleo
essencial; TCM: triglicerideos de cadeia média; “-“: sem adig¢éo; % p/p. Fonte: Préprio autor.

A pesagem e homogeneizagdo dos componentes das fases oleosa e aquosa
separadamente, com auxilio de agitador magnético (500 rpm), foram realizadas no
Laborat6rio de desenvolvimento galénico, Faculdade de Farmacia, UFRGS/RS. Apés
a fase aquosa foi vertida na fase oleosa e a emulsdo resultante foi submetida ao
cisalhamento em Ultra Turrax (IKA® 138 -Werke GmbH & Co. KG, Alemanha) a 9500
rom por 1 min. Apds, as hanoemulsdes foram obtidas pela passagem da formulagao
no homogeneizador a alta pressao (EmulsiFlex-C3, Avestin, Canada), por 6 ciclos
consecutivos a 750 bar. Ambas as formulagdes foram armazenadas sob refrigeragéo
em frascos de vidro ambar e foram avaliadas em triplicata quanto ao tamanho de

particula médio, indice de polidispersao, potencial zeta.

3.5 Caracterizagdao das nanoemulsoes

O tamanho de particula médio (nm) e o indice de polidispersdao foram
mensurados em Zetasizer® (Malvern Instruments, modelo Nanoseries ZN90, EUA),
pelo método de espalhamento de luz dindmico, sendo as amostras previamente
diluidas em agua ultrapura (1:1000, v/v). O potencial zeta (mV) foi determinado por
espalhamento de luz eletroforético no mesmo equipamento, apds diluicdo das
nanoemulsdes a 1:1000 (v/v) em solugdo de NaCl 1 mM (DIAS et al., 2014).
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3.6 Ensaio de citotoxicidade de cultura celular e MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazdlio)

Os experimentos foram realizados em modelo in vitro, utilizando fibroblastos de
pulm&o humano (MRC-5), adquiridos do Banco de Ceélulas do Rio de Janeiro. As
células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solugdo de antibidticos
(penicilina 100 U/mL e 100 pg/mL de estreptomicina). Durante o periodo experimental,
as células foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de COa.

Para avaliar a citotoxicidade in vitro utilizou-se o método MTT descrito por
Mosmann, T. et al (1983). e adaptado para placas de 96 pogos. Inicialmente, as
células foram transferidas para placas de 96 pogos a 2 x 105 células/mL (MRC-5) e
incubadas por 24 h. No segundo dia do experimento, solugbes de cada amostra livre
€ nanoemulsionada foram preparadas em meio de cultura.

Especialmente para as substancias livres, dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado
como cosolvente, ndo excedendo 0,1% v/v de DMSO nos pogos. Em seguida, as
solucdes foram transferidas para as placas e as células foram novamente incubadas
por 24 h. Para o controle positivo da citotoxicidade, solugdo de DMSO a 6% foi
aplicada a cepa MRC-5 preparada em meio de cultura.

Ap0bs o periodo de exposigao, solugdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada a todos
0s pogos. Em seguida, as placas foram incubadas por 2,5 h e a absorbancia foi
verificada em 570 e 630 nm, apds solubilizacdo dos cristais de formazan com DMSO.

3.7 Avaliagao da atividade antimicrobiana

A analise da atividade antimicrobiana do OE e das nanoemulsdes das folhas
da Cudrcuma Longa L. e seu composto majoritario, a-felandreno, foi realizada de
acordo com o método descrito por Gomez-Estaca et al (2010), no laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande, campus de Santo Anténio da
Patrulha/RS, com adaptacdes, pelo teste disco-difusdo. As placas de agar Mueller-
Hinton foram inoculadas com 100 uL das suspensdes microbianas (1-2 x 108 UFC mL-
'); padrdo McFarland 0,5) das bactérias Escherichia coli O157:H7 e Staphylococcus
aureus, respectivamente. Entao, 20 uyL dos diferentes extratos foram adicionados nos

discos estéreis de papel filtro, com didmetro de 5 mm, postos para secagem em estufa


https://www-sciencedirect-com.ez101.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/formazan
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a 30°C por 30 minutos, posteriormente adicionados nas placas inoculadas. As placas
foram incubadas invertidas a 37 °C durante 24 h e os resultados foram expressos

como halo de inibi¢do (mm).

3.8 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a ferramenta estatistica
utilizada foi adaptada ao tipo de analise e variavel em cada caso. As médias desses
resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e suas médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com um nivel de significancia 0,05 utilizando o

software GraphPad Prism.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de C. Longa

O dleo essencial extraidos das folhas de C. Longa, Figura 04, apresentou
rendimento de 0,5%, com cor clara e odor caracteristico. A composi¢ao quimica do
OE esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicado quimica do 6leo essencial de C. longa

n’ Composto IR TR (min) Conc. (%)*
1 B-felandreno 988 4,12 0,26
2 B-pineno 992 4,22 3,75
3 -mirceno 998 4,37 2,39
4 a-felandreno 1012 4,72 47,4
5 3-careno 1018 4,85 1,04
6 (+)-4-careno 1023 4,97 1,67
7 0-cimeno 1030 5,15 2,13
8 D-limoneno 1034 5,25 3,45
9 Eucaliptol 1037 5,33 9,42
0 cis-B- 5,64 0,37
ocimeno 1050
11 y-Terpineno 1063 5,96 1,74

12 (+)-4-Careno 1095 6,74 25,79
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n’ Composto IR TR (min) Conc. (%)*
13 Linalol 1104 6,97 0,59
Total identificado 100,00
Monoterpenos 89,99
Monoterpenos oxigenados 10,01

IR: indice de retengao; TR: tempo de retengao; *Percentual de area relativa. Fonte: proprio autor

Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de C. Longa foram
o a-felandreno (47,4%), (+)-4-Careno (25,79%), Eucaliptol (9,42%) e B-pineno
(3,75%). Dos constituintes quimicos detectados, 89,99% foram monotorpenos e os
outros 10,01% monotorpenos oxigenados. Um estudo na india identificou 11
componentes do OE da curcuma: terpinoleno (52,88%), a-felandreno (21,13%), 1,8-
cineol (4,14%), p -cimeno (3,18%), a-terpineno (2,70%), B-mirceno (2,59%), a-pineno
(1,51%), y-terpineno (1,07%), ocimeno (0,65%), 3-pineno (0,36%) e a-tujeno (0,08%),
estes representaram 90,29% da composicdao (KUMAR et al., 2018). Outro estudo
realizado na india encontrou como principais componentes a a-turmerona (42,6%), B-
turmerona (14,0%) e ar-turmerona 12,9%), a-felandreno (5,7%) e 1,8-cineol (2,4%),
pertencentes as classes de monotorpenos e terpenos que representou 92,6% dos
componentes (SINDHU et al., 2023).

Figura 04: Oleo essencial de C. Longa L.

Fonte: proprio autor.
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A composigcdo quimica dos O6leos essenciais de Curcuma longa L.
apresentaram variabilidade entre diferentes estudos, o que pode ser atribuido a
diversos fatores, como a origem geografica, as condi¢des agroclimaticas (clima, solo,
altitude, pluviosidade), o tipo de parte vegetal utilizada (folha ou rizoma), o estado de
maturacdo da planta, o método de extragdo e as condi¢gbes analiticas empregadas
(SILVA et al., 2020; ZHANG et al., 2017). Enquanto 6leos extraidos de rizomas no
Brasil apresentaram em média 40% de ar-turmerona e 23% de curlona (TERAMOTO
et al., 2020), as amostras de folhas da Nigéria apresentaram ar-turmerona em
concentragao superior a 60% (ADEWALE et al., 2016). Estudo conduzido na China
demonstrou diferengas significativas na composigao de 6leos essenciais de rizomas
oriundos de diversas regides, destacando variagbes em compostos como elemenona,
turmerona e 1,8-cineol (ZHANG et al., 2017). A variagdo na composi¢cado de 6leos
essenciais € um fendmeno bem documentado e depende diretamente do "terroir" da
planta, tornando cada 6leo potencialmente unico (SANTOS et al., 2021).

O a-felandreno, pico 4 da Figura 05, € um monoterpeno ciclico com atividade
antimicrobiana, reconhecido por sua forte acdo desestabilizadora sobre as
membranas celulares de bactérias e fungos (MOULEDI et al., 2022). Os estudos com
o Oleo essencial de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), rico em a-felandreno,
demonstram que a sua nanoemulsdo possui uma Concentracdo Minima Inibitoria
(CIM) significativamente inferior contra bactérias como, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus quando comparada ao 6leo em sua forma livre (SANTOS et
al., 2024). Essa otimizagao é atribuida ao tamanho nanométrico das particulas, que
aumenta a area de superficie e facilita a interagdo com a membrana celular dos
microrganismos (NIZIOL-LUKASZEWSKA et al, 2021). Segundo a literatura a
nanoencapsulacédo supera barreiras como a baixa solubilidade e volatilidade do a-
felandreno, potencializando sua aplicagdo como um agente antimicrobiano eficaz e

promissor para diversas areas (MOULEDI et al., 2022).
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Figura 05 — Cromatograma total de ions do 6leo essencial das folhas de C. longa
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Fonte: préprio autor.

A presencga do 4-Careno, pico 12 da Figura 05, um composto com reconhecida
e potente atividade antimicrobiana e antifungica (SHAFIQ-UN-NABI et al., 2017),
devido a sua natureza lipofilica, que lhe permite desorganizar a bicamada lipidica das
membranas celulares dos microrganismos. Essa agao rompe a integridade celular,
aumentando a permeabilidade e causando o vazamento de componentes internos
vitais, o que leva a morte do patégeno (HYLDGAARD et al., 2012; SWAMY; AKHTAR;
SINNIAH, 2016). Em conjunto com as tumeronas, sugere um perfil de bioatividade
particular para este 6leo, podendo resultar em um efeito sinérgico e um espectro de
agao antimicrobiana ampliado (AVCI et al.,, 2019). O 6leo essencial das folhas de
aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius) tem em sua composigdo 4-Careno e
demonstrou uma notavel atividade inibitéria contra bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus (COSTA et al., 2018). De forma similar, o 6leo essencial
extraido das folhas de Protium heptaphyllum, uma arvore da Amazdnia, revelou a
presenga de 4-Careno e uma significativa atividade antibacteriana contra cepas de
Bacillus cereus e Escherichia coli (LEMOS et al., 2019). Essas evidéncias reforcam o
papel do (+)-4-Careno como um importante marcador fitoquimico para a prospecg¢ao
de Oleos essenciais extraidos das folhas com potencial para o desenvolvimento de

novos agentes antimicrobianos.
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4.2 Caracterizagdo das nanoemulsoes

As nanoemulsées do método com emulsificantes sintéticos (método 01),
apresentadas na Tabela 04 e ilustradas na Figura 06, obtiveram caracteristicas
consistentes com sistemas nanométricos monodispersos, evidenciadas por tamanho
de goticula < 400 nm e por valores de indice de Polidisperséo (PDI) inferiores a 0,30
(SINGH et al., 2017). Os valores de PDI indicam elevada uniformidade na distribuicdo
das particulas, caracteristica fundamental para estabilidade fisico-quimica em
sistemas coloidais (TAMBA et al., 2019). Além disso, o potencial zeta observado, por
estar significativamente abaixo de —30 mV, sugere uma repulsao eletrostatica eficiente
entre as particulas, o que contribui para a prevengao da agregagao e consequente
estabilidade da emulsdo (FERREIRA et al., 2020).

Tabela 04: Caracterizacdo das nanoemulsdes pelo método com
emulsificantes sintéticos (método 01)

Parametro NB1 NC1 NF1
Tamanho de goticula (nm) 257,9+2 82 176+1,71° 199,6+1,97°¢
indice de polidispersao 0,114+0,022 0,161+0,03° 0,119+0,05°
Potencial zeta (mV) -52,5+0,382 -45+0,76° -36,1+0,93°

Legenda: NB1: Nanoemulséo branca; NC1: Nanoemulsdo de OE de C. longa; NF1: Nanoemulsdo de
Felandreno. Letras minusculas iguais na mesma linha indicam que nao ha diferenga significativa entre
si (p > 0,05).

Figura 06: Nanoemulsao método com emulsificantes sintéticos (método 01)

Legenda: NB1: Nanoemulsado branca; NC1: Nanoemulsdo de OE de C. longa; NF1: Nanoemulsdo de

Felandreno. Fonte: préprio autor.
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Apesar de ter sido utilizada a metodologia de Hashemi et al. (2020), que utiliza
lecitina como emulsificante natural, os resultados obtidos no método com
emulsificantes naturais (método 02), tabela 05, mostraram que, embora o diametro
meédio das particulas das nanoemulsdes tenha permanecido inferior a 200 nm — faixa
ideal para estabilidade fisico-quimica —, os valores de PDI se mantiveram elevados
(> 0,3), indicando uma distribuicdo de tamanho heterogénea (BAGHERI et al. 2024).

Tabela 05: Caracterizacdo das nanoemulsdes pelo método com
emulsificantes naturais (método 02)

Parametro NB2 NC2 NF2

Tamanho de goticula (nm)  141,3 + 2,122 187,8 + 44,612 115,3 + 3,272
indice de polidispers&o 0,366 + 0,0° 0,608+0,12° 0,454 + 0,04°

Potencial zeta (mV) -28,4 +2,67° -39,6 + 1,11°¢ -32,7 £ 0,85°

Legenda: NB2: Nanoemuls&o branca; NC2: Nanoemulsédo de OE de C. longa; NF2: Nanoemulséo de
Felandreno. Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que nao ha diferenca significativa (p >
0,05).

Segundo Schuh; Bruxel; Teixeira, (2014) valores de PDI superiores a 0,3
sugerem emulsdes com baixa uniformidade, o que pode afetar a estabilidade coloidal
e favorecer a formagdo de agregados (SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA, 2014). A
utilizacdo de nanoemulsdes como conservantes em alimentos depende criticamente
da sua estabilidade fisica, a qual €& diretamente indicada pelo PDI. Tal
heterogeneidade é a causa principal de mecanismos de desestabilizagdo que
comprometem a vida util do produto, a eficacia do conservante e as caracteristicas
sensoriais do alimento, tornando o controle do PDI um fator essencial para o sucesso
tecnolégico (MOHAMMADZADEH et al., 2020). A desestabilizagdo resulta em uma
liberacdo nao controlada do composto ativo, comprometendo a prote¢cdo do alimento
ao longo do tempo e tornando a agao conservante inconsistente e pouco confiavel
(SALVIA-TRUJILLO; MCCLEMENTS, 2016). A incorporagdo de uma nanoemulsao
instavel impacta negativamente as propriedades sensoriais e a aceitagdo do produto
pelo consumidor. A formagdo de agregados pode gerar uma textura granulosa
indesejavel e a separagdo de fases afeta a viscosidade e a sensagdo na boca
(KATOUZIAN; JAFARI, 2016; MOHAMMADZADEH et al., 2020).
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Ainda que o potencial zeta das amostras tenha apresentado valores negativos
entre —28 mV e -39 mV, o que caracteriza estabilidade eletrostatica moderada a alta
(BAGHERI, A. M. et al. 2024), tal repulsdo pode nao ter sido suficiente para impedir
completamente interagdes entre particulas de tamanhos distintos. ZHAO et al. (2023)
destacam que nanoemulsdes com lecitina podem apresentar variagdes significativas
no PDI dependendo das condicbes de emulsificacdo, mesmo na presenca de

potencial zeta elevado.

4.3 Avaliagao da Citotoxicidade dos Compostos Livres e Nanoemulsionados

4.3.1 Avaliagdo da Citotoxicidade do Oleo Essencial de C. Longa e suas

nanoemulsoes

A prospeccédo de novos conservantes naturais para alimentos exige uma
avaliacdo criteriosa de seguranga, sendo os ensaios de citotoxicidade in vitro uma
ferramenta primaria para estimar a biocompatibilidade de aditivos para consumo oral.
Os resultados demonstraram que o 6leo em sua forma livre (OEL), Figura 07 A,
apresentou citotoxicidade moderada, o que poderia limitar sua aplicacdo direta em
matrizes alimenticias devido a possiveis riscos a saude do consumidor. A
nanoemulsao surge, entdo, como uma estratégia para aumentar a eficacia

antimicrobiana e, idealmente, reduzir a toxicidade (DAVID et al., 2021).
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Figura 07: Citotoxicidade do Oleo Essencial de Curcuma Longa L. e nanoemulsées.
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Analise estatistica: Os dados foram analisados por meio de analise de varidncia (ANOVA) unidirecional
seguida pelo teste de Tukey * p < 0,05.

A formulagdo NC1, desenvolvida pelo método com emulsificantes sintéticos
(método 01), Figura 07 B, apresentou um perfil de dose-resposta nao-linear em
formato de "U". Enquanto concentragdes mais baixas (3,1-12,5 pg/mL) e altas (200

pMg/mL) demonstraram citotoxicidade estatisticamente significativa, uma "janela de



32

seguranga" na faixa de 25 a 100 yg/mL, ndo apresentou toxicidade, mantendo a
viabilidade celular em niveis semelhantes ao controle (MEHMOOQOD et al., 2023).

Este fenbmeno, embora contraintuitivo, € documentado na nanotoxicologia e
pode ser explicado pelo "Efeito Cavalo de Troia" combinado com a saturagdo da
captacao celular. Em doses baixas, a alta eficiéncia de internalizacdo das
nanoparticulas leva a uma elevada concentracgao intracelular do 6leo, resultando em
toxicidade. Contudo, em doses intermediarias, os mecanismos de endocitose celular
podem se tornar saturados, limitando a entrada do agente téxico e, paradoxalmente,
aumentando a sobrevivéncia celular (FADEEL et al., 2018; WITASPURA et al., 2022).

O perfil de citotoxicidade nao-linear em formato de "U" observado para a
formulacdo NC1 representa uma interagdo bioldgica mais complexa, quando
comparado ao efeito de potenciacéo direta da toxicidade, frequentemente reportado
na literatura para nanoemulsdes de 6leos essenciais. Suthanthangjai et al. (2019) em
seu estudo com uma nanoemulsdo de oOleo de Curcuma zedoaria, teve como
resultados de citotoxicidade contra células A549, a dose-dependente, ou seja,
aumentou progressivamente com a concentragdo. A nanoemulsao apresentou um
valor de ICsq (26,3 pg/mL) significativamente menor que o do 6leo livre (43,8 pg/mL),
indicando uma maior poténcia em toda a faixa de concentragdo, sem evidenciar
qualquer recuperacgao da viabilidade celular em doses intermediarias.

O estudo de Souza (2023) testou uma nanoemulsao similar de folhas de C.
longa, encontrada baixa citotoxicidade em células MRC-5, com viabilidade celular
mantida acima de 70% mesmo na maior concentragédo testada de 200 upg/mL, em
comparagdo com o Oleo essencial livre que reduziu a viabilidade para
aproximadamente 40%. Gortzi et al. (2017) reportaram um efeito hormético para uma
nanoemulsao de 6leo de tomilho em fibroblastos V79. Em seu estudo, concentragdes
intermediarias de 1 a 25 yL/mL ndo apenas foram seguras, como estimularam a
proliferacdo celular, enquanto a toxicidade s6 se tornou aparente em concentragdes
superiores a 50 yL/mL, ao contrario do OE livre que em todas as concentracoes
testadas foi toxico. Na menor dose (1 uL/mL), a viabilidade celular do OE caiu para
aproximadamente 50%, e em doses maiores, a toxicidade foi ainda mais severa,
chegando a quase 0% de viabilidade.

A retomada da citotoxicidade em 200 ug/mL, na NC1, por sua vez, pode ser

atribuida tanto a instabilidade da formulagdo em altas concentragbes quanto a
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toxicidade intrinseca dos proprios componentes do veiculo, como os surfactantes
(MCCLEMENTS, 2018).

Este comportamento sugere que, nestas concentragcdes intermediarias, a
nanoemulsdo € capaz de entregar o ativo de forma controlada, sem sobrecarregar os
mecanismos celulares, o que €& um indicativo promissor de seguranga para o
consumidor (MEHMOOD et al.,, 2023). A existéncia dessa janela segura é
fundamental, pois permite o uso da nanoemulsdo em uma concentragao
potencialmente eficaz como antimicrobiano, mas que ao mesmo tempo apresenta
baixo risco toxicoldgico. Este balango € o principal desafio no desenvolvimento de
novos conservantes, e achados de citotoxicidade nao-linear, embora complexos, tém
sido reportados na avaliagdo de seguranga de outros nanossistemas para aplicagéo
alimentar (LU et al., 2020).

Em contrapartida, a formulagédo NC2, Figura 07 C, método com emulsificantes
naturais (método 02), demonstrou ser severamente citotoxica em todas as
concentragdes testadas. A analise do veiculo da formulagdo (NB2), isento do 6leo
essencial, revelou que os préprios componentes do sistema de entrega foram
responsaveis por uma drastica redugao da viabilidade celular. A escolha da lecitina
foi, a principio, estratégica para aplicagbes alimentares, por ser um emulsificante
natural com status GRAS e apelo de "rétulo limpo" (DAVID et al., 2021).

A lecitina, apesar de ser um fosfolipidio anfifilico reconhecido como seguro
(GRAS), pode induzir citotoxicidade de maneira dependente da concentragao, pureza
e da formulacdo em que esta inserida. Em concentracdes elevadas ou pela presenca
de impurezas, como a lisolecitina (um potente solubilizador de membrana), a lecitina
pode agir como um detergente, desestabilizando e permeabilizando a bicamada
lipidica das membranas celulares, o que resulta em lise celular (CHEN et al., 2019).
Estudos demonstram que a interagdo sinérgica entre lecitina e outros surfactantes
pode potencializar a perturbagdo da membrana, explicando a alta toxicidade
observada no sistema NC2 e comprometendo sua fungdo como um carreador seguro
(LIU et al., 2017).

4.3.2 Avaliacao da Citotoxicidade do Felandreno e suas Nanoemulsdes

A analise do felandreno em sua forma livre (FEL), Figura 08 B, revelou uma

citotoxicidade dose-dependente, um perfil comum para compostos bioativos de éleos
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essenciais. Em concentragbes mais baixas, até 50 ug/mL, o felandreno demonstrou

um perfil de seguranga favoravel, mantendo a viabilidade celular acima de 90%.

Figura 08: Citotoxicidade do Felandreno e suas Nanoemulsdes
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Andlise estatistica: Os dados foram analisados por meio de analise de varidncia (ANOVA) unidirecional
seguida pelo teste de Tukey * p < 0,05.

Este resultado sugere a existéncia de uma janela de concentragéo na qual o
composto poderia ser aplicado com seguranga. Estudos semelhantes foram

reportados para outros monoterpenos, como o limoneno, que também apresenta
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toxicidade seletiva em concentragbes mais elevadas, mas é considerado seguro
(GRAS) para consumo humano em niveis controlados (AMORIM et al., 2016).

Em um estudo conduzido por Lin et al. (2021), o a-felandreno puro foi avaliado
contra linhagens de carcinoma de pulmao de ndo pequenas células (A549 e H1975)
através do ensaio de MTT. Os autores encontraram valores de IC50 de 269 pg/mL e
314 ug/mL, respectivamente, demonstrando que a faixa de concentragéo na qual o
composto se torna significativamente toéxico € similar a observada neste trabalho. De
forma analoga, Sobral et al. (2018) investigaram a atividade do a-felandreno em
células de melanoma murino (B16-F10) e, por meio do ensaio do AlamarBlue,
determinaram um valor de IC50 de 168,7 ug/mL, com uma concentragao de 200 ug/mL
sendo suficiente para reduzir a viabilidade celular a menos de 40%.

Contrariamente ao esperado, a nanoemulsdo do felandreno aumentou sua
citotoxicidade. A formulagcdo NF1, Figura 08 B - método com emulsificantes sintéticos
(método 01), se mostrou mais toxica que o FEL, e a NF2 (Figura 08 C) - método com
emulsificantes naturais (método 02), exibiu uma toxicidade acentuadamente superior.
Este aumento da bioatividade € um resultado direto da prépria natureza das
nanoemulsdes. Ao reduzir o tamanho das particulas a uma escala isométrica e
aumentar a area de superficie, a dispersao do composto lipofilico no meio aquoso é
otimizada, o que eleva sua biodisponibilidade e facilita a interagdo com as membranas
celulares (SUGUMAR et al., 2016).

O papel da lecitina na formulacdo NF2 foi determinante para a exacerbacgao da
citotoxicidade. A lecitina, por ser um fosfolipidio anfifilico, & estruturalmente similar aos
componentes da membrana plasmatica das células de mamiferos. Essa semelhanga
pode ter facilitado a fusdo das nanoparticulas com as células ou promovido sua
internalizagdo via endocitose, entregando o felandreno diretamente no interior celular
(MOLET-CASSAID et al., 2020). Esse mecanismo explica por que a NF2 foi a
formulagcdo mais toxica para as células testadas, tornando-a inviavel para aplicagao
direta em alimentos sob a perspectiva da seguranga. O estudo de Donsi et al. (2015)
corrobora essa observacido, demonstrando que nanoemulsdes a base de surfactantes
biocompativeis, como a lecitina, sdo sistemas de entrega altamente eficazes,
potencializando tanto os efeitos desejados (antimicrobianos) quanto os indesejados
(citotoxicidade).

A aparente contradicdo onde a nanoemulsdo NF1 demonstrou menor

citotoxicidade que o felandreno livre (FEL) em concentragées baixas (3,1 e 6,3 ug/mL)
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pode ser elucidada pela analise do sistema dual "veiculo-ativo". A baixa toxicidade
observada para o FEL n&o significa que o composto seja inbcuo, mas sim que sua
baixa solubilidade em meio aquoso e ineficiéncia em transpor a membrana celular
lipidica limitam severamente sua biodisponibilidade e, por conseguinte, sua agao
biolégica (SANTOS et al., 2022). Em concentragbes extremamente baixas da
nanoemulsao, a quantidade do ativo (felandreno) nanoemulsionado € minima. Nestas
condigdes, o efeito bioldgico predominante é o da interagédo das células com o proprio
nanoveiculo.

Materiais biocompativeis frequentemente utilizados em nanoemulsbes, como
lipidios e certos surfactantes, podem ser inertes ou até mesmo metabolizados pelas
células, n&o apresentando toxicidade e podendo mascarar o efeito da pequena carga
de ativo (CHEN; LIU, 2020). Contudo, a medida que a concentragdo aumenta, a
eficiéncia superior do nanossistema em atravessar as barreiras bioldgicas e entregar
o0 composto ativo no interior da célula torna-se o fator dominante. Este mecanismo de
entrega facilitada, eleva a concentragéo intracelular do felandreno a um nivel critico,
manifestando seu real potencial citotdxico e resultando na queda da viabilidade celular
(GARCIA-MESA; LOPES; ZAMBRANO, 2021).

A nanoemulsdo branca (NB1) apresentou viabilidade celular estatisticamente
inferior ao controle (células+meio). Isto pode ser por A) a biocompatibilidade de um
nanocarreador ndo implica em uma bioinércia absoluta; a simples interacao fisica de
bilhdes de particulas com as membranas celulares pode induzir um nivel de estresse
subclinico, refletido como uma discreta redugédo na atividade metabdlica (GNATOV;
REBANE, 2021); B) é amplamente documentado na nanotoxicologia que as préprias
nanoparticulas podem interferir com os ensaios colorimétricos de viabilidade, como o
MTT, por meio da adsor¢do de reagentes ou do produto final, levando a resultados
falsamente diminuidos (KROLL et al., 2017).

O aumento da citotoxicidade observado para as formulagbes
nanoemulsionadas (NF1 e NF2) em comparagdo com o felandreno livre (FEL) € um
fendmeno consistente com os avangos recentes na area de sistemas de entrega. A
literatura demonstra que a nanoemulsao de compostos lipofilicos, como os terpenos,
potencializa sua atividade biolégica ao aumentar sua dispersibilidade em meio aquoso
e facilitar sua internalizagéo celular. Al-Rubaiery et al. (2024), ao avaliarem um 6leo
essencial rico em terpenos em células de cancer de mama (MDA-MB-231-TR),

observaram uma redug¢ao no valor de IC50 de 22,5 ug/mL para o dleo livre para
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apenas 13,2 yg/mL para sua forma nanoemulsionada. De maneira similar, Gijini et al.
(2025) confirmaram que nanoemulsdes de 6leos de tomilho e orégano possuiam uma
citotoxicidade acentuadamente maior contra multiplas linhagens de células tumorais

(MCF-7, DU-145 e HT-29) do que os 6leos em sua forma livre.
4.4 Atividade antimicrobiana

A avaliacéo da atividade antimicrobiana, cujos resultados estao expressos na
Tabela 06, revelou que o Oleo Essencial de Curcuma (OEL) e seu composto
majoritario, o felandreno (FEL), em suas formas livres, apresentaram capacidade
inibitéria contra os patdégenos testados. Verificou-se uma agao significativamente
superior de ambos os compostos livres contra Staphylococcus aureus em comparagao
com Escherichia coli O157:H7. O OEL exibiu um halo de inibigdo de 21 mm para S.
aureus e 8 mm para E. coli, enquanto o FEL apresentou halos de 20 e 10 mm,
respectivamente. Este padrdo de maior suscetibilidade de bactérias Gram-positivas,
como S. aureus, frente as Gram-negativas, como E. coli, é frequentemente reportado
na literatura e atribuido a auséncia da complexa membrana externa rica em
lipopolissacarideos (LPS), que atua como uma barreira de difusdo em bactérias Gram-
negativas, dificultando a penetragcdo de compostos hidrofébicos como os presentes
em Oleos essenciais (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

A poténcia dos compostos livres testados é corroborada ao comparar seus
resultados com os de outros 6leos de conhecida capacidade antimicrobiana; por
exemplo, o 6leo de canela demonstrou um halo de 20,8 mm contra S. aureus em um
estudo que utilizou metodologia similar de disco-difusdo (PRABUSEENIVASAN;
JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006), valor semelhante dos halos obtidos para OEL
(21 mm) e FEL (20 mm) neste trabalho.

Tabela 06 - Atividade antibacteriana das diferentes nanoemulsoes

Microrganismo Escherichia coli O157: H7*  Staphylococcus aureus™
NC1 6+ 0,5"* 7 + 0,584
NC2 7 £ 0,0°A 6 + 0,58°4

NF1 5+ 2 3PA 7 + 0,587
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Microrganismo Escherichia coli O157: H7*  Staphylococcus aureus™
NF2 7+0,0° 5+ 0,58
OEL 80,69 21 +£2,08%®
FEL 10 £ 2,194 20 +2,89%F

*Halo de inibigao - utilizando os valores corrigidos de inibicdoNC1: nanoemulséo de circuma (método 1), NC2: nanoemulsdo de
curcuma (método 2); NF1: nanoemulsédo de felandreno (método 1); NF2: nanoemulsédo de felandreno (método 2); OEL: 6leo
essencial de curcuma; FEL: felandreno. Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenga significativa (p
> 0,05) entre as nanoemulsdes para o0 mesmo micro-organismo. Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que nédo ha
diferenca significativa (p > 0,05) entre os micro-organismos para a mesma nanoemulsao testada.

Contrastando com a alta atividade dos compostos livres, a atividade
antimicrobiana foi significativamente inferior de todas as formulagdes
nanoemulsionadas (NC1, NC2, NF1 e NF2) contra ambos os microrganismos. Os
halos de inibicdo para as nanoemulsdes variaram entre 5 e 7 mm, sem diferenca
estatistica entre elas ou entre os patdgenos testados para uma mesma formulagao.

Este resultado, contudo, ndo deve ser interpretado como uma ineficacia do
processo de nanoemulsificagdo, mas sim como uma consequéncia da metodologia de
avaliacao empregada. O ensaio de disco-difusdao, embora util para uma triagem inicial,
pode ser inadequado para sistemas de nanocarreadores devido a mobilidade restrita
das nanoparticulas na matriz de agar, o que subestima seu verdadeiro potencial
antimicrobiano (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017). Para superar essa limitagao,
a metodologia mais precisa € a de microdiluigao em caldo, que garante o contato direto
entre as nanoemulsdes e os micro-organismos em um ambiente liquido (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Um estudo de Moghimi, Aliahmadi e Rafati (2016), avaliaram a nanoemulsao
do 6leo essencial de Zataria multiflora. Em seus testes, a nanoemulsado apresentou
halos de inibicdo entre 7 e 11 mm, o que poderia sugerir uma atividade apenas
moderada. No entanto, ao ser testada pela metodologia de microdiluicdo em caldo, a
mesma nanoemulsdo revelou uma potente atividade, exibindo valores de
Concentragao Minima Inibitéria (CIM) notavelmente baixos, como 0,1 uL/mL contra
Staphylococcus aureus. Salari et al. (2021), ao desenvolverem uma nanoemulsdo com
o 6leo essencial de Oliveria decumbens, observaram um resultado pelo método de
difusdo de um halo de 15,3 mm contra E. coli, com o 6leo livre, enquanto sua
nanoemulsdo produziu um halo consideravelmente menor, de apenas 10,1 mm.

Contudo, os testes de CIM provaram o exato oposto da eficacia: a CIM do dleo livre
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foi de 2000 pg/mL, enquanto a CIM da nanoemulsédo foi de apenas 500 ug/mL,
indicando uma valor cerca de quatro vezes maior que o método de disco-difusido

demonstrou.

5. CONCLUSAO

A pesquisa demonstrou formulacdo de nanoemulsdes estaveis e
monodispersas (Método 01), com o alfa-felandreno como composto majoritario do
oleo. Um dos avancgos significativos do trabalho foi a verificagdo de que a
nanoenmulsao (NC1) reduziu a citotoxicidade do 6leo essencial, criando uma "janela
de seguranga" (25-100 ug/mL) que o torna mais viavel para futuras aplicagdes quando
comparado a sua forma livre, que apresentou toxicidade moderada. Embora os testes
de atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo tenham apresentado
resultados superiores para o oleo livre, conclui-se que este fato ndo invalida o
potencial da nanoemulséo. Pelo contrario, evidencia uma limitagdo da metodologia
empregada, que restringe a mobilidade das nanoparticulas no agar e,
consequentemente, subestima sua real capacidade de inibigao.

Portanto, a avaliacdo cumpriu seu propésito ao caracterizar o sistema,
confirmar a reducao de toxicidade e identificar a necessidade de metodologias mais
adequadas, como a microdiluicdo em caldo, para quantificar fidedignamente o
potencial antimicrobiano da nanoemulsdo desenvolvida. O trabalho estabelece uma
base que justifica a continuidade da pesquisa, focando em ensaios que permitam o

contato direto entre a nanoemulsao e os micro-organismos em meio liquido.
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