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RESUMO

Substéancias quimicas presentes especificamente em plantas podem apresentar diferentes
propriedades bioldgicas e serem utilizadas como principios ativos no desenvolvimento
de novos produtos. Cymbopogon densiflorus € utilizada popularmente no tratamento de
varias enfermidades e estudos sobre o Oleo essencial desta espécie revelaram 0s
monoterpenos como sendo seus principais constituintes. Este trabalho teve o proposito
de desenvolver nanoemulsdes contendo o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus,
seguido do estudo da sazonalidade e avaliacdo de atividades bioldgicas. O oOleo
essencial foi obtido pela hidrodestilacdo das partes aéreas desta espécie e a sazonalidade
foi analisada a cada dois meses por CG/EM. Os maiores rendimentos do 6leo foram
obtidos entre o periodo de novembro a marco, havendo manutencdo de mais de 90% da
sua composicdo para todo o periodo analisado. As nanoemulsdes foram preparadas
através do método de inversdo de fases, apresentando um aspecto branco leitoso e
homogéneo. Amostras da formulacdo foram avaliadas quanto ao tamanho médio das
particulas, obtendo valores em torno de 76 nm e indice de polidispersdo inferior a 0,1. O
valor médio do pH foi de 3,277 e um perfil de condutividade elétrica caracteristico da
inversdo de fases foi observado. O potencial zeta foi proximo de -9 mV e o
comportamento reoldgico evidenciou-se do tipo newtoniano. Além disso, a
nanoemulsdo demonstrou ser estavel apds submissdo ao estresse térmico e
centrifugacdo. A avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana foi realizada a partir
do ensaio de difusdo em disco, utilizando-se cepas das bactérias Escherichia coli
ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, além da levedura Candida albicans ATCC14408. Todos o0s
microrganismos foram sensiveis ao 6leo essencial e, posteriormente, essa propriedade
foi quantificada pela técnica da microdiluicdo seriada. A atividade antioxidante foi
avaliada por meio do método de sequestro de radicais livres e os valores da Clsgy, da
quantidade inicial de DPPH para o &cido galico, 6leo essencial e nanoemulsdo foram
equivalentes a 1,09x10>; 14,689 e 73,840 mg/mL, respectivamente. E, por fim, o
potencial alelopatico foi determinado através de bioensaios de germinagdo sobre
sementes de alface (Lactuca sativa), pepino (Cucumis sativus) e tomate (Lycopersicum

esculentum). O o6leo puro e sua forma nanoemulsionada apresentaram valores efetivos
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da Clsgy da germinacdo e do crescimento da raiz para todas as sementes. Desta forma,
foi possivel demonstrar a viabilidade de preparar nanoemulsGes contendo o o0leo
essencial de folhas de C. densiflorus e a capacidade destas em manter ou até mesmo
aumentar o efetivo desempenho do Oleo diante das propriedades antimicrobiana,

antioxidante e alelopatica.

Palavras-chaves: Cymbopogon  densiflorus, nanoemulsao, sazonalidade,

antimicrobiano, antioxidante, alelopatia.
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ABSTRACT

Specific chemicals present in plants have different biological properties and are used as
active principles in the new products development. Cymbopogon densiflorus is
popularly used to diseases treatment and essential oil studies revealed the monoterpenes
as the main constituents. This work aimed to develop C. densiflorus leaves essential oil
based nanoemulsions, followed by the seasonal study and evaluation of biological
activities. The essential oil was obtained by hydrodistillation from the aerial parts and
seasonality was analyzed every two months by GC-MS. The highest oil yields were
obtained between november and march and more than 90% of composition was
maintained for the whole period. The nanoemulsions were prepared by phase inversion
method with a opaque white and homogeneous appearance. Nanoemulsions particles
size measurements were around 76 nm and polydispersivity index was less than 0,1.
The pH average was 3,277 and typical phase inversion electrical conductivity profile
was observed. The zeta potential was near -9 mV and rheological behavior is
Newtonian type. Moreover, the nanoemulsion was stable after subjection to thermal
stress and centrifugation. Antimicrobial activity qualitative evaluation was performed
by disk diffusion assay with strains of the bacteria Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 and the
yeast Candida albicans ATCC14408. All microorganisms were sensitive for essential
oil and subsequently this property was measured by serial microdilution technique. The
antioxidant activity was evaluated by DPPH free radicals scavengning method and the
DPPH half maximal inhibitory concentration (ICsq) from gallic acid, essential oil and
nanoemulsion were 1,09x107% 14,689 and 73,840 mg/mL, respectively. Finally, the
allelopathic potential was determined by germination bioassay to lettuce (Lactuca
sativa) cucumber (Cucumis sativus) and tomato (Lycopersicum esculentum) seeds. The
essential oil and nanoemulsion presented satisfactory germination and root growth
ICs00 Values for all seeds. Thus, it demonstrate the feasibility to preparing C. densiflorus
leaves essential oil based nanoemulsions and their ability to maintain or even increase
the effective oil performance for the antimicrobial, antioxidant and allelopathic

properties.



Keywords: Cymbopogon densiflorus, nanoemulsion, seasonality, antimicrobial,

antioxidant, allelopathy.
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1. INTRODUCAO

A existéncia de diferentes biomas distribuidos no territério brasileiro garante ao
pais uma enorme gama de espécies vegetais. O uso de plantas e derivados como objeto
medicamentoso acompanhou o processo civilizatorio e ainda representa uma fonte de
recursos a moderna farmacologia (Veiga Jr., Pinto & Maciel, 2005; Maciel et al., 2002).

Pesquisas recentes tém sido direcionadas na procura de substancias de origem
vegetal que possuam maiores propriedades farmacoldgicas das encontradas nos
produtos quimicos. Preferencialmente, essas substéncias devem apresentar um custo
reduzido para sua obtencéo e um baixo teor de toxicidade, problemas estes encontrados
nos produtos disponiveis no mercado atual (Veiga Jr., Pinto & Maciel, 2005; Maciel et
al., 2002).

Pertencente a familia Poaceae, 0 género Cymbopogon é originario da Africa e
Asia e compreende espécies distribuidas principalmente nas regides tropical e
subtropical do planeta. No Brasil, muitas espécies deste género foram introduzidas e se
adaptaram. Dentre elas, pode-se destacar o C. densiflorus, conhecido popularmente
como “capim-cabloco” ou “capim-santo” e utilizado popularmente para o tratamento de
algumas doencas como asma, febre, epilepsia e dores abdominais, assim como, na
culinaria e na producdo de perfumes (Takaisi-Kikuni, Tshilanda & Babady, 2000;
Soenarko, 1977).

Alem da preocupacdo com a procura por alternativas diferenciadas da
terapéutica convencional, também se faz necessario um maior esforco sobre a
padronizacdo dos dados cientificos obtidos com o uso delas. 1sso se deve ao fato de que
podem existir inimeras diferencas de acordo com o ambiente onde a planta se
desenvolve, as partes da planta utilizadas, forma do cultivo e época da colheita, bem
como, com a obtencdo e conservacdo das substdncias obtidas através das espécies
vegetais (Garcia & Lunardi, 2001).

Diante desses relatos, estudos da sazonalidade s&o salientados quanto seus
valores e necessidades por permitir uma prospeccdo mais efetiva sobre as plantas,
possibilitando, com isso, um aumento no controle de qualidade de produtos originados a

partir de matérias-primas vegetais (Gobbo-Neto & Lopes, 2007, Borella et al., 2006).
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Os Oleos essenciais sdo produzidos pelas plantas através do metabolismo
secundario, apresentando uma composi¢do quimica complexa. A presenca desses
compostos garante a sua capacidade de apresentar significativas atividades biologicas,
como antimicrobiana, antioxidante e alelopatica. No entanto, esses 6leos quando
extraidos, caracterizam-se por serem liquidos oleosos, geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados, volateis e instveis na presenca de ar, luz, calor e umidade.
(Simdes et al., 2010; Potzernheim et al., 2006)

Ao considerar a resisténcia dos patdgenos frente aos antimicrobianos utilizados
atualmente, pode-se considerar que a procura por novos compostos de origem natural
que detenham essa atividade de forma eficaz mostra-se de significancia relevante tanto
académica quanto econémica (Ganjewala, 2009; Lima et al., 2006).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais tem origem enddgena ou sdo provenientes de outras
fontes. LesGes de carater cumulativo podem ocorrer diante de uma limitacdo na
disponibilidade de antioxidantes e, por conseguinte, na incapacidade de estabilizar ou
desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biologicos nas células (Sousa et
al., 2007).

Alelopatia é o efeito, estimulatorio ou inibitdrio, de constituintes quimicos
liberados de uma planta sobre a outra. Estes, por sua vez, tém sido utilizados no
controle de doencas na producdo agricola, acarretando beneficios como a menor
utilizacdo de produtos quimicos industrializados, reducdo de residuos tdxicos
contaminantes, além de serem eficazes na prevencdo e na cura dessas doencas (Souza
Filho, 2002; Araujo Filho, 2000).

Sendo assim, as diversas propriedades biologicas apresentadas pelos Oleos
essenciais, além de benéficas caracteristicas como origem natural, biodegradabilidade,
baixa toxicidade e atuacdo sobre vérias moléculas-alvo ao mesmo tempo, tornam-os
alvo para pesquisa de novos medicamentos. Porém, as caracteristicas fisico-quimicas
dos dbleos dificultam a sua manipulacdo e podem, durante o preparo de formulacdes,
sofrer danos que alterem suas atividades (Rodriguez-Rojo et al., 2012).

Posto isto, as nanoemulsBes Oleo-agua (O/A) sdo formas farmacéuticas
aconselhaveis e representam uma alternativa para utilizagdo deste componente oleoso ao

contornar suas particularidades e permitir a veiculagdo de moléculas de



Introducéo

hidrossolubilidade reduzida. Além disto, apresentam um ndmero adicional de vantagens
em comparacdo aos sistemas convencionais relacionadas ao seu pequeno diametro de
goticula, como metaestabilidade, necessidade de baixas concentracdes de tensoativos e
diluicdo sem perda da sua estrutura inicial (Bernardi, 2011; Pianovski et al., 2008; Silva
et al., 2006; Haskell et al., 1998; Muller, Benita & Bohm, 1998).

Neste contexto, levando-se em consideracdo as atividades bioldgicas atribuidas
aos Oleos essenciais, bem como as potencialidades da sua formulacdo, a presente
dissertacdo visa desenvolver nanoemulsbes contendo o Oleo essencial de folhas de

Cymbopogon densiflorus.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Plantas medicinais

"Planta medicinal é todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semissintéticos (WHO, 2003)."

As plantas medicinais sdo de extrema importancia para o tratamento, cura e
prevencdo de diversas enfermidades ao representarem a Unica opc¢do terapéutica para
algumas comunidades e grupos étnicos (Veiga Jr., Pinto & Maciel, 2005; Maciel et al.,
2002). Realidade esta que pOde ser observada a partir de um levantamento realizado
pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS), em que foi relatado que cerca de 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam dessa tradicdo como forma de
assegurar os cuidados basicos de satde (Ministério da Saude, 2006).

E notéria a grande procura no desenvolvimento de novos produtos com
propriedades terapéuticas a partir do uso de plantas, sendo necessario cada vez mais
estudos quimicos e farmacologicos que comprovem suas atividades (Veiga Jr., Pinto &
Maciel, 2005; Maciel et al., 2002). Outro aspecto importante € a utilizacdo de principios
ativos naturais como modelo para a sintese de substancias analogas, mais potentes e
seletivas, que possam ser obtidas mais facilmente e até mesmo a custos menores. Sendo
assim, as plantas medicinais, a partir de seu uso na medicina popular, tm contribuido
para a obtencdo de farmacos utilizados na terapéutica clinica (Maciel et al., 2002;
WHO, 1998).

O Brasil é o pais detentor da maior biodiversidade do planeta, assim como, de
uma diversidade étnica e cultural que proporciona conhecimentos do uso tradicional de
plantas medicinais e o torna referéncia para o desenvolvimento de pesquisas
associando-as a tecnologias e terapéuticas apropriadas (Ministério da Saude, 2006;
Simbes & Schenkel, 2002). Apesar da existéncia dessa potencialidade, das cerca de
60.000 espécies vegetais superiores catalogadas apenas 8% apresentam estudos quanto a
presenca de compostos bioativos e 1.100 espécies tém suas propriedades medicinais
estudadas (Guerra & Nodari, 2001; Prance, 1977). Com isso, acredita-se que 0 reino

vegetal € uma fonte promissora para geracdo de novos conhecimentos a fim de se
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descobrir novas moléculas bioativas com aplica¢des na tecnologia farmacéutica, assim

como, para o desenvolvimento de fitoterdpicos com maior eficiéncia de acéo.
2.2. Cymbopogon densiflorus

A espécie Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf. pertence a familia Poaceae, a
qual consiste em cerca de 700 géneros e 12.000 espécies, sendo, dentre as familias de
Angiosperma, a de maior relevancia para a economia humana (Watson & Dallwitz,
1992; Soenarko, 1977).

Cymbopogon, do grego kumbe (navio) e pogon (barba), referindo-se ao formato
das inflorescéncias, constitui-se de espécies perenes ou raramente anuais, cespitosas,
aromaticas, tolerantes ao estresse, bem como adaptadas as diversas condicdes climaticas
e edaficas. Este género é originario de regides subtropical e tropical da Africa, Asia e
Australia e compreende cerca de 180 espécies, sendo conhecido pela importancia da
utilizacdo de seus 0Oleos essenciais na culinéria, na producdo de perfumes, cosméticos,
saneantes domissanitarios e produtos farmacéuticos (Akhila, 2010; Khanuja et al., 2005;
Soenarko, 1977).

Conhecida popularmente como “capim-limdo”, ‘“capim-cabloco” ou “capim-
santo”, a espécie C. densiflorus foi introduzida e naturalizada no Brasil no periodo
colonial, apresentando folhas com caracteristico cheiro de limao, laminas foliares planas
e glabras, seu colmo ereto mede em torno de 70 a 200 cm e pendulado devido a densa
inflorescéncia (Barbosa, 2007; Watson & Dallwitz, 1992; Soenarko, 1977).

Popularmente, esta espécie é utilizada como um estimulante e estiptico pelos
africanos. Além de existir relatos de seu uso na medicina tradicional contra diversas
doencas como asma, febre, resfriado, epilepsia, cadimbras, colicas, dores abdominais,
tosse, bronquite, rouquiddo e afecgdes catarrais (Akhila, 2010; Takaisi-Kikuni et al.,
1996; Martins et al., 1995; Soenarko, 1977).

Pesquisas do potencial antimicrobiano do dleo essencial de C. densiflorus, a
partir do método de macrodiluicdo, mostraram que o mesmo apresenta um amplo
espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Takaisi-
Kikuni, Tshilanda & Babady, 2000).

Os oOleos essenciais obtidos a partir de espécies do género Cymbopogon

compreendem, principalmente, monoterpenos e sesquiterpenos (Akhila, 2010). Dentre
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0s constituintes encontrados no 6leo essencial de folhas e flores de C. densiflorus, ja
foram identificados compostos como limoneno, cineol, diosfenol, ocimeno,
diidrotagetona, cimeneno, p-cimeno, cis e trans-carveol, carvona, iso-piperitenona, cis-
p-menta-1(7),8-dien-2-ol, p-menta-1,3,8-trieno, epodxido cis e trans-limoneno, 3,9-
epoxido-p-menta-1,8-dieno, 1,2-epdxido-p-ment-8-eno, cis e trans-p-menta-2,8-dien-1-
ol, cis e trans-diidrocarvona, alcool perilico, verbenol e hexanoato de 2-feniletil
(Takaisi-Kikuni, Tshilanda & Babady, 2000; Chisowa, 1997; Heiba & Rizk, 1986).

Estudos recentes tém revelado muitas atividades biologicas Uteis dos 6leos
essenciais, tais como: anti-inflamatéria, anticancerigena, anti-helmintica, antioxidante,
alelopatica e repelentes de insetos (Ganjewala, 2009; Das & Ansari, 2003; Heiba &
Rizk, 1986). Sendo assim, caracteristicas como a facil disponibilidade, propriedades
olfativas agradaveis e toxicidade insignificante dos Oleos essenciais de espécies de
Cymbopogon, tornam-as candidatas promissoras para o tratamento de doengas, assim
como, uma alternativa aos pesticidas quimicos sintéticos (Ganjewala, 2009).

2.3. Metabolismo secundario

A terminologia em que o metabolismo das plantas encontra-se dividido em
primario e secundario sugere, frequentemente de forma errdnea, que estes sejam 0s
responsaveis pela producdo de substancias essenciais e ndo essenciais, respectivamente
(Vizzoto, Krolow & Weber, 2010). Neste contexto, as funcdes béasicas vitais, como por
exemplo, crescimento, desenvolvimento e reproducdo se enquadram no metabolismo
primario, tendo carater conservativo e universal. Por outro lado, fungfes importantes na
autodefesa e adaptacdo das plantas no ambiente, contribuindo para uma melhor
interacdo com os diferentes ecossistemas, estdo associadas ao metabolismo secundario.
No entanto, estes metabdlitos ndo apresentam uma distribuicdo que pode ser encontrada
em todas as plantas, devendo considerar, entdo, que certos componentes estardo
presentes somente em determinadas espécies, 0 que demonstra sua importancia também
na taxonomia (Fumagali et al., 2008; Cseke, et al., 2006; Bourgaud et al., 2001).

As substéncias formadas a partir do metabolismo secundario das plantas podem
ser classificadas em trés diferentes grupos de acordo com a rota biossintética: terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides (Fumagali et al., 2008). Os terpenos sédo formados a

partir da justaposicdo sequencial da substancia isopentenilpirofosfato, sendo



Revisdo da Literatura

responsaveis por diversas funcGes como alelopatica, inseticida, atragdo de polinizadores
e hormonais. J& os compostos fenolicos apresentam em sua estrutura no minimo um
anel aromatico ligado a pelo menos uma hidroxila e estdo envolvidos principalmente na
sinalizacdo entre plantas e outros organismos e na protecdo contra os raios ultravioleta.
E por fim, os alcaloides possuem uma estrutura ciclica com ao menos um nitrogénio
ligado ao anel e s&o conhecidos principalmente pelos seus acentuados efeitos sob o
sistema nervoso (Vizzoto, Krolow & Weber, 2010).

Sendo assim, o0s metabdlitos secundarios possuem atividades antibioticas,
antifungicas, antivirais e antiparasitarias para protecdo das plantas contra patdgenos,
bem como, atividades antigerminativas ou toxicas para outras plantas. Além disso, s&o
fontes de substancias ativas farmacologicamente. Diante das extensas a¢fes bioldgicas,
0s metabdlitos secundarios provenientes das plantas tém se tornado interessante no
cenario académico, bem como, para a producdo de cosméticos, medicamentos,
alimentos e agroquimicos (Vizzoto, Krolow & Weber, 2010; Fumagali et al., 2008;
Cseke, et al., 2006; Bourgaud et al., 2001).

2.4. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdao uma mistura complexa de terpendides ciclicos e
aciclicos, podendo apresentar diversas funcbes organicas. Os terpenos provenientes das
plantas sdo biossintetizados a partir do acido mevalénico (MVA) ou do metileritritol
fosfato (MEP), os quais ddo origem a duas unidades importantes, pirofosfato de
isopentenila (IPP) e pirofosfato de dimetilalila (DMAP), que sdo os precursores
imediatos dos terpenos. As moléculas de IPP e DMAP contém cinco carbonos (5C)
cada e a formacdo de unidades maiores geralmente ocorre a partir da unido destas
através do modelo "cabeca-cauda" (Figura 1). Sendo assim, os terpenos sdo facilmente
classificados, de acordo com o numero de unidades de isopreno (5C), em: hemiterpenos
(5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C), triterpenos (30C),
tetraterpenos (40C) e politerpenos (unidades maiores) (Castro et al., 2010; Cseke, et al.,
2006; Croteau, Kutchan & Lewis, 2000).
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Figura 1: Formacdo de unidades de isopreno a partir do &cido mevalénico (MVA) e biossintese de
terpenoides a partir da ligagdo "cabeca-cauda" das unidades de isoprenos. (Fonte: Romminger, 2013, com
modificagdes)

Monoterpenos sdo substancias incolores, lipofilicas e volateis responsaveis pelos
odores caracteristicos de 6leos essenciais e aromas de muitas plantas (Castro et al.,
2010; Ganjewala, 2009). A funcéo dos 6leos essenciais nas plantas pode ser tanto para
atrair polinizadores quanto para repelir insetos e estdo envolvidos na sua defesa contra
pragas e doencas (Vizzoto, Krolow & Weber, 2010).
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Estes 6leos, amplamente utilizados como fragréncias e sabores nas industrias de
perfumaria e alimentos, vém ganhando papel de destaque ao apresentar acGes inseticida
e fungicida contra pragas e patdgenos de espécies vegetais importantes, revelando serem
ativas contra um largo espectro de pragas, toxicidade interespecifica e compostos
altamente idiossincraticos (Isman, 2000). Além disso, outros estudos demonstram inibir
efetivamente a germinacéo de plantas, sugerindo seu uso potencial como bio-herbicidas
(Dudai et al., 1999).

Com isso, além de apresentar diversas acfes biologicas, grande parte dos
monoterpenos revelam baixa toxidade para os mamiferos, sendo considerados como
seguros pela United States Food and Drug Administration (USFDA) (Chagas et al.,
2002).

A nivel mundial, estima-se a existéncia de 300 6leos essenciais de importancia
comercial, dentre os principais, pode-se citar a citronela obtida a partir das espécies
Cymbopogon winterianus Jowitt e Cymbopogon nardus (L.) Rendle. O Brasil,
juntamente com a india, China e Indonésia sdo considerados os maiores produtores de
6leos essenciais, porém, nosso pais permanece estagnado devido a dificuldades como
auséncia da manutencdo do padrdo de qualidade dos Oleos, falta de representatividade
nacional e investimentos governamentais infames no setor. Diante desta realidade, é de
suma importancia o vinculo entre os produtores e 0s centros de pesquisas na agregacao

de valores cientificos e financeiros ao produto (Bizzo, Hovell & Rezende, 2009).
2.5. Sazonalidade

O metabolismo vegetal pode ser alterado devido a variagbes no tempo e espaco,
e consequentemente, modificar as proporc@es relativas de seus metabolitos secundarios.
Além disso, a relacdo de procedimentos bioquimicos, fisioldgicos, ecolédgicos e
evolutivos pode influenciar na alternancia da expressédo génica, mesmo que haja um
preceito que a defina. Dentre os principais fatores responsaveis por essa mudanca,
podem-se evidenciar os aspectos fisico-quimicos como os diferentes niveis sazonais e
diarios, temperatura, altitude, poluicdo atmosférica, inducdo por estimulos mecanicos,
radiacdo ultravioleta, disponibilidade hidrica e nutricional. Além disso, ha a existéncia
de elementos bioticos como ataque de patdgenos, espécie, idade e desenvolvimento da

planta, bem como os diferentes 6rgdos vegetais (Figura 2). E por fim, os distintos

11
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critérios relacionados a obtencdo do produto como as condicBes de coleta, estabilizacao
e estocagem (Castro et al., 2010; Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Borella et al., 2006;
Bulbovas et al., 2005; Marques & Oliveira, 2004; Konig et al., 2002).

3
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Figura 2: Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabolitos secundarios em planta.
(Fonte: Gobbo-Neto & Lopes, 2007)

Em suma, a producdo dos metabdlitos secundarios é uma resultante quimica da
interacdo das plantas e o ambiente onde ocorre. Estudos que relatam a alternancia
dessas substancias de acordo com uma variavel especifica sdo de grande relevancia para
o melhor conhecimento do funcionamento bioldgico vegetal, no entanto, deve ser
ressaltada a existéncia de fatores que atuam interagindo entre si e ndo isoladamente,
sendo assim, 0 conjunto seria capaz de influenciar a taxa biossintética de metabdlitos
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007, Borella et al., 2006; Bulbovas et al., 2005; Konig et al.,
2002).

Sazonalidade refere-se a periodicidade, ou seja, eventos caracteristicos de uma
época ou estacdo do ano. Presumivelmente, a variacdo sazonal climatica é a mais
influente entre as distintas causas que condicionam os padrfes fenolégicos das espécies

vegetais (Marques & Oliveira, 2004).
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As principais classes de metabdlitos secundarios, como 0s 6leos essenciais,
flavonoides e alcaloides séo influidos pelas variagbes sazonais. Assim sendo, a
padronizacdo para a época da coleta de uma planta é fundamental para obter maior teor
de oleo essencial e melhor qualidade, visto que sua constituicdo quimica a nivel
quantitativo e qualitativo pode variar no decorrer do ano. (Castro et al., 2010; Gobbo-
Neto & Lopes, 2007).

2.6. Emulsdes

Emulsbes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e heterogéneos,
compostos por dois liquidos imisciveis, sendo um deles completamente disperso na
forma de globulos (fase interna, descontinua ou dispersa) em outro liquido (fase
externa, continua ou dispersante) e estabilizados pela presenca de um ou a combinacgéo
de agentes emulsificantes. Desse modo, as emulsfes sdao constituidas por trés fases: fase
oleosa, fase aquosa e tensoativos. As emulsdes simples podem ser classificadas em dois
tipos: 6leo em agua (O/A), na qual as goticulas da fase oleosa estdo dispersas na fase
continua aquosa e agua em oOleo (A/O), na qual as goticulas da fase aquosa estdo
dispersas na fase continua oleosa (Figura 3) (Bernardi, 2011; Mason et al., 2006; Chen
& Tao, 2005; Araujo et al., 2001; Becher, 2001).

Oleo

O/A A/O

Figura 3: Representacéo dos glébulos de emulsdes do tipo O/A e A/O. (Fonte: Oliveira et al., 2004, com
modificagdes)
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Moléculas com caracteristicas anfifilicas, os tensoativos se localizam na
interface entre a fase dispersa e a fase dispersante e sdo responsaveis pela estabilizacéo
cinética das dispersdes coloidais, por meio da reducdo da tensdo interfacial do sistema e
formagdo de um filme, ao redor dos glébulos da fase dispersa, com propriedades
estéricas e eletrostaticas. A solubilidade deste constituinte define o tipo da formulacéo a
ser formada, isto €, quando o surfactante é essencialmente solivel em uma fase, esta
tende a ser a fase continua e a outra, a dispersa. Dessa forma, ao utilizar um tensoativo
preferencialmente solivel em agua, a emulséo obtida sera do tipo O/A, caso contrario,
uma emulsdo do tipo A/O serd formada por meio de um tensoativo mais solivel em
6leo. Ao analisar a relacdo hidrofilica-lipofilica de cada molécula de surfactante, defini-
se maior solubilidade em Gleo e agua para valores de EHL (Equilibrio hidrofilo-lipofilo)
préximos de zero e 40, respectivamente. Assim sendo, ao almejar a producdo de
emulsBes estaveis, deve-se selecionar um emulsionante ou a combinacdo destes com
valores préximos de EHL requerido pela fase oleosa (Mason et al., 2006; Pays, 2002).

No entanto, diferentes fendmenos podem influenciar na estabilidade das
emulsdes. A cremeacdo ocorre devido as diferencas na densidade entre as duas fases,
em que a influéncia da gravidade causa separacdo das fases. A floculacdo é descrita
como a agregacao das particulas devido a baixa forca entre os coloides e depende da
energia de interacdo entre duas particulas em funcgdo da distancia, neste caso, a atracdo
depende das forcas de Van der Waals e a repulsdo do tensoativo presente na interface. A
coalescéncia € resultado da fusdo dos glébulos e muitas vezes é considerada a mais
importante para os sistemas dispersos, visto que pode acarretar na inversdo de fases. E o
Ostwald ripening, fenbmeno de maior ocorréncia, é um processo no qual o glébulo de
maior tamanho cresce em detrimento dos menores, devido ao aumento da solubilidade
de gldbulos menores oleosos da fase dispersa na fase continua. Desse modo, estes
glébulos de tamanho reduzido tendem a se dissolver, difundem-se através do seu
material e se depositam em uma gota maior, provocando aumento da granulometria do
sistema (Bernardi, 2011; Mason et al., 2006; Chen & Tao, 2005; Araujo et al., 2001;
Becher, 2001)

As dispersdbes em que o tamanho das goticulas dispersas estdo em escala
nanometrica, compreendendo um tamanho na faixa entre 50 a 500 nm, estabilizadas por

um associado tensoativo adequado, sdo denominadas nanoemulsdes (Forgiarini et al.,
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2001). Uma maior estabilidade € propiciada pelo tamanho reduzido de suas particulas,
uma vez que o movimento Browniano dos glébulos ou a taxa de difusdo influencia
positivamente, dificultando os processos de sedimentacdo e cremeacdo induzidos pela
forca gravitacional. Este sistema, geralmente, possui uma distribuicdo unimodal e
revela-se como um modelo alternativo para administracdo de moléculas de reduzida
hidrossolubilidade (Bernardi, 2011; Kourniatis, Spinelli & Mansur, 2010; Fraga, 2007;
Mason et al., 2006; Silva et al., 2006; Martini, 2005; Bouchemal et al., 2004).

As técnicas para obtencdo de nanoemulsdes podem ser divididas em dois grupos:
(1) métodos de alta e (2) método de baixa energia de emulsificacdo (emulsificacdo por
inversdo de fases e emulsificagdo da temperatura de inversdo de fases). No primeiro
caso, as nanoemulsdes sdo formadas por procedimentos onde ha doacdo de energia,
geralmente, de dispositivos mecanicos ou do potencial quimico dos componentes. Nos
processos mecéanicos, se faz necessario a doacdo de uma alta energia para promover
uma taxa de cisalhamento capaz de deformar a particula, a qual é alcancada, geralmente,
pela utilizacdo de homogeneizadores de alta pressdo, microfluizadores ou geradores de
ultrassom. Inicialmente as fases aquosa e oleosa sdo aquecidas separadamente e
emulsionadas através do uso de homogeneizadores de alta velocidade, o que define a
emulsificacdo cléssica, seguida da reducdo do didmetro médio das particulas suspensas
através de métodos fisicos (Fraga, 2007; Silva et al., 2006; Bouchemal et al., 2004;
Fronza, Campos & Teixeira, 2004; Tadros et al., 2004; Abismail et al., 1999; Benita,
1999).

Por outro lado, os métodos de baixa energia ocorrem a partir da inversao
espontanea na curvatura do tensoativo para promover a formacao de pequenos glébulos.
Este fenbmeno pode ser alcancado pela mudanca da temperatura do sistema que
provoca uma transicdo da emulsdo A/O em altas temperaturas para uma emulsdo O/A
em baixas temperaturas, a partir da utilizacdo de tensoativos ndo iénicos. A passagem
por um ponto de curvatura zero e tensdo interfacial minima durante o processo de
resfriamento predispde a formacdo de goticulas finamente dispersas. No entanto, essa
transicdo pode ser complexa quando a inversdo é atribuida ao aumento da fracdo
volumétrica (Emulsion Phase Inversion - EPI) ou transicional. Para reverter a situacao,
Shinoda (1968) introduziu o método da temperatura de inversdo de fases (Phase

Inversion Temperature - PIT), correlacionando o método de inversdo transicional e a
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capacidade particular das emulsGes estabilizadas por tensoativos ndo iénicos de sofrer
uma inversdo de fases de acordo com a variacdo de temperatura (Fraga, 2007; Silva et
al., 2006; Bouchemal et al., 2004; Fronza, Campos & Teixeira, 2004; Tadros et al.,
2004; Abismail et al., 1999; Benita, 1999).

Outras metodologias utilizadas em menores propor¢des também podem ser
aplicadas, como por exemplo, a emulsificacdo esponténea, a qual ocorre quando a fase
oleosa, dissolvida em um solvente organico, é vertida sobre a fase aquosa mediante
agitacdo moderada e, posteriormente, através da destilacdo a pressdo reduzida, o
solvente organico € eliminado. Assim como, a incorporacdo de farmacos a
nanoemulsdes disponiveis comercialmente que define a preparacdo extemporanea
(Fronza, Campos & Teixeira, 2004; Tadros et al., 2004; Abismail et al., 1999).

Como demonstrado anteriormente, o uso dos Oleos essenciais para fins
medicinais j& € bastante conhecido. No entanto, sua aplicacdo de forma pura, seja para
ingestdo ou uso externo, pode provocar problemas como intoxicagéo e irritacdo da pele,
além disso, caracterizam-se por serem volateis. Dessa forma, a utilizacdo de 0leos
carreadores, conhecidos como 06leos vegetais ou fixos, se faz necessaria para veicular e
diluir essas esséncias, bem como, outros farmacos lipofilicos que venham a ser
utilizados na preparacdo das nanoemulsfes, além de poderem atuar como o préprio
principio ativo.

A nanobiotecnologia atua em diversas areas do conhecimento e o grande
interesse no estudo e desenvolvimento das nanoemulsdes é demonstrado com
numerosas publicacdes e patentes. Este sistema de liberacdo tem sido estudado e
produtos para liberacdo parenteral, oral, ocular, pulmonar e dérmica de farmacos e
outros ativos foram desenvolvidos e demonstram uma reducdo dos efeitos colaterais e
promocdo de efeitos farmacoldgicos prolongados dos mesmos quando
nanoemulsionados. Dentre os sistemas vetorizados, as nanoemulsdes sdo consideradas
um dos mais atrativos para aplicacdo tdpica, uma vez que apresentam glébulos com
tamanho na escala nanométrica, 0 que possibilita maior contato com a superficie da
regido aplicada. Pesquisas no desenvolvimento de nanoemulsées como carreadores ou
sistemas de liberacdo controlada para compostos lipofilicos, como: farmacos,
aromatizantes e agentes antimicrobianos, relacionam o aumento da biodisponibilidade

desses constituintes encapsulados as dimensdes reduzidas das particulas e a alta razdo
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de superficie para volume, o que proporciona uma maior penetracdo e uma absor¢do
mais eficaz de ativos por esta via (Carneiro, 2013; Bernardi, 2011; Tadros et al., 2004).

No setor cosmético, em virtude da crescente busca de uma melhor estética e dos
cuidados com a pele, sdo apresentados diversos produtos nanoemulsionados para
diferentes finalidades como: hidratantes, protetor solar, liberacdo de ativos antirrugas e
protecdo de ativos contra degradacdo. A grande aplicabilidade das nanoemulsGes,
também tem sido demonstrado na utilizacdo como produtos para fins veterinario,
inseticidas, agroquimicos e domissanitarios (Bernardi, 2011; Tadros et al., 2004).

As nanoemulsdes apresentam aspecto transparente e/ou transllcido devido ao
tamanho reduzido do globulo e sua aparéncia, textura e sensorial, tornam-as atraentes
para 0 produto e, consequentemente, para o consumidor. A baixa granulometria do
sistema também previne processos de instabilidade como cremeacdo, sedimentacao,
floculagdo e coaslescécia. Diferentes das microemulsdes que sdo sistemas
termodinamicamente estaveis, as nanoemulsfes sdo sistemas metaestaveis, ou seja,
estaveis por um longo periodo de tempo, além de serem biodegradaveis, biocompativeis
e faceis de produzir. Essas caracteristicas, bem como, a auséncia de espessantes,
reducdo na quantidade de tensoativos e possibilidade de serem diluidas com agua sem
perda de sua estrutura original séo vantagens apresentadas por esse sistema e tornam-o
preferéncia para veicular farmacos lipofilicos quando comparado a outros modelos de
liberacdo de substancias (Fraga, 2007; Mason et al., 2006; Forgiarini et al., 2001). Por
conseguinte, as nanoemulsGes vém sendo bastante estudadas e ja possuem aplicacdes
praticas em diversas areas, como quimica, farmacéutica, cosmética, alimenticia e
agricola, denotando como promissores carreadores de farmacos ou ativos para muitas

aplicacdes (Bernardi, 2011).
2.7. Atividade antimicrobiana

A quimioterapia antimicrobiana teve seu desenvolvimento iniciado a partir da
década de 30 com a descoberta das sulfonamidas e as penicilinas. No entanto, nas
décadas subsequentes de 50 e 70, foram relatadas epidemias por Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina. A multiresisténcia é, hoje, um grande problema de saude
publica, o que pode ser observado com o surgimento de S. aureus meticilina resistente

(MRSA), principal patdgeno nosocomial no ambito hospitalar e responsavel por inativar
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a acdo de varios antibidticos (Silva et al., 2007). Outro agravante do uso indiscriminado
dos antibioticos foi a incorporacdo de agentes antimicrobianos na ragdo de aves e suinos
com o intuito de promover o crescimento destes animais ao reduzirem a morbidade e a
mortalidade causadas por doengas clinicas e subclinicas (Santurio et al., 2007).

Portanto, o rapido desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos
patogénicos contra os medicamentos disponiveis atualmente € uma grande preocupacéo,
sendo grande o interesse das pesquisas dos ultimos anos a busca de novos produtos
naturais ou sintéticos que apresentem uma boa relagéo de alto potencial antimicrobiano
e baixa toxicidade ao hospedeiro.

Como relatado anteriormente, os 6leos essenciais exercem um papel importante
na defesa do vegetal contra diversos agentes patoldgicos, em que, cerca de 60% desses
Oleos apresentam atividades antifingicas e 35% possuem atividades antibacterianas.
Esses dados podem ser justificados pela acdo bacteriostéatica e/ou bactericida exercida
pelos compostos terpendides. Os mecanismos por meio dos quais estas substancias
atuam sdo: interferéncia na integridade e funcionamento da membrana celular
bacteriana, a partir da mudanca de potencial da membrana, perda de material
citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratdria, além da interferéncia na expressédo de
genes codificadores de fatores de viruléncia. Sendo assim, os Oleos essenciais de
espécies de Cymbopogon tém demonstrado fortes propriedades antimicrobianas e,
portanto, poderiam produzir alternativas terapéuticas aos antibioticos atuais (Probst,
2012; Greay & Hammer, 2011; Ganjewala, 2009; Lima et al., 2006).

A atividade antimicrobiana de substancias oriundas do metabolismo secundario
de espécies vegetais pode ser avaliada quantitativamente ao se determinar a quantia
dessa substdncia que € necessaria para inibir o crescimento do microrganismo, esse
valor é conhecido como concentracdo inibitéria minima (CIM). A preocupacdo em
relacdo aos aspectos toxicoldgicos, microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos
naturais e suas combinagdes fazem de estudos como esse 0 primeiro screening na
descoberta da atividade farmacoldgica de novos agentes (Ostrosky et al., 2008).

De outro modo, o consumidor tem se tornado cada vez mais exigente e mais
criterioso com a qualidade do produto que consome, selecionando produtos menos
agressivos de origem natural ou 0 mais proximo possivel desta origem. Com isso, além

de sua atuagdo terapéutica, a utilizacdo dos Oleos essenciais extraidos de plantas
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aromaticas e medicinais tem se intensificado com o proposito de serem aplicados na
conservacdo de alimentos e produtos cosméticos, sendo mais seguros quando

comparados aos aditivos quimicos (Santos et al., 2011; Packer & Luz, 2007).
2.8. Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo pequenas moléculas instaveis formadas a partir da energia
recebida por um atomo de oxigénio altamente reativo devido a auséncia de um elétron
da sua camada mais externa, sendo comumente denominados como espécies reativas de
oxigénio (ERO). Os organismos vivos estdo continuamente expostos as ERO exdgenas
e enddgenas ou radicais que causam diferentes danos celulares. A fonte endégena de
ERO tem origem no mecanismo de fosforilacdo oxidativa do metabolismo normal do
oxigénio em nosso organismo, engquanto que a exdgena consiste em agente fisicos ou
quimicos, como a luz ultravioleta, tabaco e bebida alcodlica (Buchli, 2002).

O desequilibro entre a taxa de formacdo dessas substancias e sua degradagéo
conduz ao estresse oxidativo e é decorrente de uma producdo acelerada de ERO ou da
deterioracdo dos mecanismos envolvidos na protecdo contra as ERO. A partir desse
processo inicia-se uma série de reacdes originando alteraces em proteinas
extracelulares e modificacBes celulares, sendo o maior dano a peroxidacdo dos &cidos
graxos presentes na dupla camada lipidica das células e, por conseguinte, a morte
celular. O principal mecanismo de defesa aos danos oxidativos é o sistema antioxidante,
que pode ser classificado em dois grandes grupos: enzimas e as moléculas antioxidantes
de baixo peso molecular. Este sistema atua por meio do desenvolvimento de uma
resposta ao aumento da concentracdo de oxigénio, designado para interagir diretamente
com as ERO, a fim de prevenir ou retardar significativamente a oxidacdo de lipidios ou
outras moléculas ao inibir a iniciacdo ou a propagacao de reacdo de oxidacdo em cadeia,
bem como, prevenir ou reparar danos ocasionados as células pelas ERO (Pereira, 2011;
Andrade et al., 2007; Vicentino & Menezes, 2007; Silva et al., 2006).

Quando a capacidade de sequestrar ERO intracelulares é superada, o DNA
representa o Gltimo alvo, possibilitando a absorcéo da radiacdo UVB, o que induziria
diretamente mudancas entre as bases pirimidicas adjacentes no filamento de DNA e
consequentemente, desempenharia um papel na mutagénese, carcinogénese,

envelhecimento, bem como, doencas degenerativas (Silva et al., 2006).
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Como exposto anteriormente, alguns metabolitos de espécies vegetais tém
demonstrado efeitos protetores contra os danos oxidativos através da inibi¢do ou
extincdo dos radicais livres e das espécies reativas de oxigénio. Com isso, 0s
antioxidantes oriundos de produtos naturais podem representar uma possibilidade de
tratamento e prevengédo das doencas mediadas por estresse oxidativo, substituindo total
ou parcialmente os antioxidantes sintéticos, aos quais se atribuem efeitos deletérios ao

organismo animal quando utilizados em doses elevadas (Sousa et al., 2007).
2.9. Atividade alelopatica

Alelopatia, do grego alleton (matuo) e pathos (prejuizo), é a interferéncia direta
ou indireta de uma planta sobre a outra, através da producéo e liberacdo no ambiente de
substancias quimicas com atividade fitotoxica. Esses efeitos podem ser inibitérios ou
estimulatorios na germinacdo, crescimento e desenvolvimento de plantas de outras
espécies. E reconhecido como importante mecanismo ecolégico que tem participagio
decisiva na dindmica populacional da flora existente num ecossistema, na dominancia e
sucessao de plantas, formacdo de comunidades, assim como no manejo e produtividade
das culturas, alterando o padrdo e a densidade da vegetacdo (Pires & Oliveira, 2011;
Souza Filho, 2002).

No contexto ambiental, as plantas, apesar de autotréficas, sdo imdveis, nédo
podendo por isto escapar do ataque dos seus inimigos. Sendo assim, as substancias
alelopéticas liberadas dos tecidos vegetais por volatilizacdo, lixiviagdo, exsudacdo
radicular e pela decomposicdo de residuos vegetais, desempenham como principal
funcdo a protecdo ou defesa contra o ataque de fitopatdgenos e pragas ou invasdo de
outras plantas (Pires & Oliveira, 2011).

Por outro lado, no &mbito comercial, a perda de producgéo das culturas causada
pelas plantas daninhas, a nivel mundial, é estimada em 10% e alcanca valores
exorbitantes, superiores a 58%, quando analisada apenas no Brasil. Diante desta
realidade, o uso de herbicidas sintéticos vem aumentando cada vez mais e traz consigo
maiores custos de producdo e potencial de danos ao ambiente, como o desenvolvimento
de espécies resistentes aos mesmos, 0 que acarreta uma consequente e continua
demanda por novos compostos quimicos que apresentem mecanismos bioquimicos de

acdo diferente daqueles atualmente em uso. Uma das alternativas utilizada pelos
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agricultores € a estratégia de manejo das pastagens, através da selecdo de espécies
forrageiras cujo nivel de atividade alelopética possibilite o controle da infestagdo por
plantas indesejaveis, erroneamente denominadas de ervas daninhas. Com esta pratica,
estandes mais puros, mais densos e mais produtivos sdo obtidos (Pires & Oliveira, 2011;
Belinelo et al., 2008; Souza Filho, 2002).

Atualmente, sdo conhecidos cerca de 10.000 produtos secundarios com agédo
alelopatica, considerados apenas uma pequena parte da quantidade possivelmente
existente na natureza. Os monoterpenos sao as moléculas quimicas mais simples da
familia terpendide, apresentando diversas fungbes biologicas e ecoldgicas. No
ecossistema desempenham um papel importante nas interacbes planta-planta,
mecanismo de defesa e atraentes polinizadores. Estas propriedades dos monoterpenos
juntamente com sua acdo comprovadamente toxica para as plantas, mas de forma
seletiva, tornam-os alvo de interesse para a agroindustria e sendo a constitui¢do basica
dos Oleos essenciais, favorece que estes sejam uma possibilidade para a produgdo de
biodefensivos agricolas com as vantagens ecoldgicas dos produtos naturais. Contudo,
para a comercializacdo de novos produtos com acgdes pesticidas a base de Oleos
essenciais séo identificados algumas barreiras, como por exemplo: escassez do recurso
natural, necessidade de padronizacdo quimica e controle de qualidade, além de
dificuldades no registro (Pires & Oliveira, 2011; Singh et al., 2006; Isman, 2000).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi caracterizar quimicamente o Oleo essencial de
folhas de Cymbopogon densiflorus, assim como, desenvolver uma nanoemulséo a partir
do mesmo, avaliando-se as atividades biologicas do 6leo puro e de sua forma

nanoemulsionada.
3.2. Objetivos especificos

e Obter e caracterizar quimicamente o 6leo essencial de folhas da espécie

Cymbopogon densiflorus.

e Analisar possiveis mudancas na composicdo quimica deste 6leo a partir do

estudo de sazonalidade.
e Desenvolver e caracterizar a nanoemulsao contendo este 6leo essencial.

e Avaliar as atividades antimicrobiana, antioxidante e alelopatica deste Gleo

essencial e de sua nanoemulsao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material botanico

Folhas de Cymbopogon densiflorus (Figura 4) foram coletadas no bairro Bauxita
no municipio de Ouro Preto/MG, Campus Morro do Cruzeiro/lUFOP (20°23'51"S;
43°30'40"W), onde ocorre. A exsicata foi depositada no Herbario Prof. José Badini do
Departamento de Biodiversidade, Evolucdo e Meio Ambiente (DEBIO) do Instituto de
Ciéncias Exatas e Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto (ICEB/UFOP), sob
0 numero OUPR 28122.

Figura 4: Exemplares da espécie Cymbopogon densiflorus.

4.2. Obtencéo do 6leo essencial e estudo da sazonalidade

O processo de extragdo do Oleo essencial utilizado foi a hidrodestilacdo das
partes aéreas da espécie vegetal através do hidrodestilador (Linax) por um periodo de
aproximadamente 4 horas. Apds a coleta ocorrida por volta das 8 horas da manhd, as
folhas frescas foram rasuradas a fim de se reduzir o seu tamanho e obter uma maior
superficie de contato e, em seguida, foram pesadas e acondicionadas em um
compartimento denominado dorna. O vapor de agua ao passar pelo material vegetal
extrai 0os compostos volateis da planta. O vapor condensa ao chegar ao sistema de
condensacdo, sendo possivel coletar o dleo extraido no sistema de decantacdo. O 6leo

essencial, assim que obtido, foi colocado em um tubo de ensaio para centrifugacéo
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(Centrifuga Excelsa Baby I®) para que houvesse uma separagdo minuciosa da agua
através da diferenca de densidade e imiscibilidade das fases. O 6leo foi entdo recolhido
e pesado em balanca (Shimadzu, modelo AUW220D) para calculo do rendimento
(Figura 5). O acondicionamento foi realizado em vidro de penicilina devidamente
tampado, ao abrigo de luz com auxilio de papel aluminio e mantido a baixa temperatura

em geladeira.

Figura 5: Processo de obtencéo do 6leo essencial a partir da hidrodestilag&o.

O estudo da sazonalidade ocorreu durante um ano, com coletas do material
vegetal a cada dois meses. Sendo assim, os 6leos foram obtidos em maio de 2013 (1),
julho de 2013 (2), setembro de 2013 (3), novembro de 2013 (4), janeiro de 2014 (5) e
marco de 2014 (6).
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4.3. Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

A caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada através da
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (Shimadzu, modelo
QP2010 com coluna capilar de silica fundida DB-5MS com 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum
de espessura de filme) no laboratorio de Quimica Organica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo (USP). As amostras foram
preparadas a partir de 20 uL do 6leo essencial e 980 pL de acetato de etila e injetadas
sob as seguintes condicBes de uso: temperatura do injetor: 250 °C; gas de arraste: Hélio;
temperatura inicial do forno: 200 °C por 12 minutos atingindo a temperatura de 290 °C a
uma velocidade linear de 38,7 cm/s e permanecendo nessa temperatura por 35 minutos.
O banco de dados utilizado foi o “Wiley Mass Spectral Database”.

O padrdo utilizado foi o de hidrocarbonetos de 9 a 25 carbonos e, em seguida,

realizou-se o calculo do indice de Kovats (1K) de acordo com a férmula abaixo:
IK =100 x {n + (N - n)[(t. amostra - t, n)/(t. N - t. n)]} Equacédo 1

Onde, IK é o indice de Kovats, n é o numero de 4&tomos de carbonos no n-alcano
menor, N é o nimero de atomos de carbonos no n-alcano maior e tr € o tempo de
retencéo.

A identificacdo das substancias foi realizada pela interpretacdo dos respectivos
espectros de massa e por compara¢do com espectros de massa de banco de dados, com

dados da literatura e pelo indice de Kovats (Adams, 1989).
4.4. Desenvolvimento da nanoemulséo
4.4.1. Obtencao da nanoemulsao

O desenvolvimento da formulacdo envolveu a elaboracdo de uma nanoemulséo,
baseada em preparagdes desenvolvidas previamente por Quintdo (2013). As
nanoemulsdes foram preparadas pelo método de emulsificacdo por inversdo de fases
(Emulsion Phase Inversion - EPI). A técnica consistiu-se em aquecer as fases aquosa e
oleosa separadamente em banho-maria (Britania Multi Grill) até uma temperatura de 75

*+ 2 °C e, em seguida, verteu-se a fase aquosa sobre a fase oleosa sob agitacdo constante
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a 600 rpm atraves do agitador mecénico (Fisatom, modelo 713D) até resfriamento a
temperatura ambiente.

A constituicdo qualitativa e quantitativa final da formulacdo contendo o 6leo
essencial de folhas de C. densiflorus estd descrita na tabela 1. Resumidamente, para a
producdo da nanoemulsdo foram utilizados os tensoativos ndo idnicos Monooleato de
Sorbitano (Span 80®) (lipofilico) e PEG - 40 Hydrogenated Castor Qil (Croduret 50
Special®) (hidrofilico), a fase oleosa foi composta por 6leo de soja e 6leo essencial de

folhas de C. densiflorus, e por fim, agua destilada foi usada como fase aquosa.

Tabela 1: Constitui¢do da nanoemulséo com 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

Componentes Porcentagem (%)
Monooleato de Sorbitano 4,0
PEG - 40 Hydrogenated Castor Qil 6,0
Oleo de soja 5,0
Oleo essencial de Cymbopogon densiflorus 50
Agua destilada 80,0

Para os testes de atividade bioldgica foi necesséria a producdo de uma
formulacdo que ndo continha o 6leo essencial das folhas de C. densiflorus, a fim de se
confirmar que a propriedade apresentada pela nanoemulsdo refere-se a presenca deste
6leo e ndo dos excipientes utilizados para a sua produ¢do. Com isso, esta formulacao foi
entdo denominada de controle da nanoemulsdo e obtida da mesma forma descrita

anteriormente e com a constitui¢cdo conforme a tabela 2.

Tabela 2: Constitui¢do do controle da nanoemulsdo sem 6leo essencial.

Componentes Porcentagem (%)
Monooleato de Sorbitano 4,0
PEG - 40 Hydrogenated Castor Qil 6,0
Oleo de soja 10,0
Agua destilada 80,0
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4.4.2. Caracterizacio da nanoemulsao
4.4.2.1. Anélise macroscopica

A analise macroscopica foi realizada apds 24 horas da preparacdo da
nanoemulsdo, onde, procurou-se observar as caracteristicas organolépticas e a

homogeneidade da formulag&o.
4.4.2.2. Anélise microscopica

Para a andlise microscdpica, a nanoemulsdo estdvel macroscopicamente foi
observada conforme morfologia e homogeneidade dos glébulos. Em uma lamina foi
adicionada uma goticula da formulacdo e adicionada uma laminula para analise em

microscopio (Zeiss - Scope.Al).
4.4.2.3. Determinacéao do valor de pH

O valor do potencial Hidrogeniénico (pH) da nanoemulsdo foi determinado
inserindo o eletrodo do peagametro (Lutron, modelo PH-221) diretamente na amostra a
uma temperatura de 25 °C. Os resultados foram expressos como média das trés

diferentes determinacdes.
4.4.2.4. Determinacao da condutividade elétrica

Para determinar a condutividade elétrica o eletrodo do condutivimetro
(Instrutherm, modelo CD-820) foi inserido diretamente na hanoemulsdo, a temperatura
de 25 °C. Em seguida, o sistema foi aquecido sob agitacdo magnética (ARE Heating
Magnetic Stirrer - Velp® Scientifica) e o ponto de inversio de fases foi determinado

através da média das temperaturas da maior e menor condutividade elétrica.
4.4.2.5. Determinacao do tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho das particulas na nanoemulsdo foi determinada a
partir da espectroscopia de correlacdo de fotons, mais conhecida como espalhamento de
luz dindmico, utilizando o Nanosizer (Beckman Coulter, modelo NS Submicron Particle
Size Analyzer). As amostras foram preparadas em um proporc¢do 1:1000, adicionando-

se 20 pL da formulacdo em agua ultra pura (MilliQ - Millipore) a fim de se obter 20 mL
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da solucgéo final, em que cerca de 2 mL foram adicionados em cubeta de quartzo. As
leituras para andlise do tamanho de particula foram realizadas em triplicata e as medidas
foram efetuadas sob angulo de espalhamento de 90 °. Os resultados foram fornecidos

como diametro médio das particulas e indice de polidispersao (IP).
4.4.2.6. Determinagéo do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pelas medidas de mobilidade eletroforética das
particulas em suspensdo. O equipamento utilizado, Zetasizer (Malvern, modelo
Zetasizer Nano series - Nano ZS), dispde de uma célula contendo eletrodos de cargas
opostas, um em cada terminal de um tubo em forma de "U", onde a amostra foi

adicionada para analise.
4.4.2.7. Determinacao do comportamento reologico

Para a determinacdo do comportamento reoldgico foi utilizado o reémetro
(Brookfield, modelo DV-III Ultra Programmable Rheometer) acoplado a um Software
Rheocalc. Os periodos para as analises foram ap6s 24 horas, 7 e 14 dias do preparo da
formulacdo e as medidas feitas a partir de 0,5 mL da formulacédo, transferidos para
dispositivo destinado a analise da amostra, spindle CP 40, a 25° C, velocidade de

rotacdo de 0 a 250 rpm, com variacdo em intervalo de 50 rpm.
4.4.2.8. Ensaio de estabilidade acelerada
a) Estresse termico

Para a avaliacdo da estabilidade através do estresse térmico, 2 mL da formulacédo
foram adicionados em um tubo de ensaio e submetidos ao aquecimento em banho-maria
(Quimis®) na faixa de temperatura de 40 a 80 °C, com um aumento gradativo de 5 °C a
cada 30 minutos. A cada aumento de temperatura a nanoemulsdo foi analisada
macroscopicamente quanto a homogeneidade e a ocorréncia de separagdo de fases e no
final do processo foi analisado o tamanho das particulas para confirmacdo dos
resultados. As analises ocorreram em duplicata nos periodos apo6s 24 horas, 7, 14, 21 e

28 dias da preparacdo da formulacdo (Maruno, 2009).
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A comparacdo do tamanho médio das particulas ap6s cada intervalo de tempo
foi avaliada por analise estatistica de acordo com o teste one-way anélise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdo multipla de Tukey (Tukey's multiple comparison test)
considerando-se um nivel de significancia de 0,05 (p < 0,05) através do GraphPad

Prism 5.
b) Centrifugacao

Para a avaliacdo da estabilidade através da centrifugacdo, 1 mL da formulacédo
foi adicionado em eppendorf e submetido a ciclos de 10 minutos de rotagdo a 7.500,
10.000 e 12.500 rpm em centrifuga (Centrifuge Eppendorf, modelo 5415D). Apos cada
ciclo foi avaliada macroscopicamente a ocorréncia de cremeacdo e de separacdo de
fases e no final do processo foi analisado o tamanho das particulas para confirmacéo
dos resultados. As andlises ocorreram em duplicata nos periodos ap6s 24 horas, 7, 14,
21 e 28 dias da preparacédo da formulacao.

A comparacdo do tamanho médio das particulas apos cada intervalo de tempo
foi avaliada por analise estatistica de acordo com o teste one-way anélise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdo multipla de Tukey (Tukey's multiple comparison test)
considerando-se um nivel de significancia de 0,05 (p < 0,05) através do GraphPad

Prism 5.
4.5. Atividade antimicrobiana
4.5.1. Atividade antimicrobiana qualitativa

A atividade antimicrobiana qualitativa foi determinada pelo método de difusédo
em meio solido utilizando-se discos de papel de filtro (Ostrosky et al., 2008). Os
microrganismos utilizados nesta investigagdo foram Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Candida albicans ATCC 14408.

Primeiramente foram preparados os meios de cultura agar Mueller-Hinton, para
0 crescimento das bactérias, e agar Sabouraud, para o crescimento dos fungos, em agua
destilada de acordo com as proporcdes indicadas no produto. Em seguida, 0s meios

juntamente com as placas Petri de vidro foram autoclavados por 25 minutos a uma
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pressdo de 1 atm. Ao fim desse processo, o material foi retirado da autoclave
(Autoclave Vertical CS - Prismatec autoclaves) para a confeccdo das placas a partir da
distribuicdo de forma homogénea dos meios sobre as mesmas e esperou-se até o
resfriamento para o enrijecimento do agar. Este procedimento foi realizado em capela
(Biosafe® Plus A2 - Equipamento de Seguranca Bioldgica - Veco) para evitar
contaminagéo.

Ap0s a fabricacdo das placas contendo os meios, foram preparados os inoculos a
partir do repique e transferéncia das colénias em estoque, os quais foram armazenados
em estufa para cultura e bacteriologia (Nova Etica 410/4ND) a 37 °C por 24 horas para
bactérias e 48 horas para fungos para ativar o crescimento dos microrganismos.

Posteriormente, foram preparadas solucBGes salinas em uma concentracdo de
0,9% de NaCl em tubos de ensaio em vidro com tampa para cada espécime e
autoclavadas. Apds o crescimento das coldnias, os microrganismos foram adicionados
nas solugdes salinas, previamente resfriadas, as quais foram padronizadas de acordo
com o tubo 05 da escala McFarland correspondendo a concentracdo de
aproximadamente 10®8 UFC/mL e inoculados com o auxilio de um swab até o
esgotamento completo da placa. Na sequéncia, foram adicionados trés discos brancos
estéreis em cada placa, os quais foram impregnados com 20 uL dos controles, positivo e
negativo, e do Gleo essencial de folhas de C. densiflorus. Os controles positivos
utilizados foram tetraciclina (50 pug/mL) para E. coli e S. aureus, moxifloxacina (20
ug/mL) para P. aeruginosa e cetoconazol (60 pug/mL) para C. albicans e o controle
negativo foi o dimetilsulféxido (DMSO). As placas foram, entdo, incubadas em estufa a
37 °C por 24 horas para bactérias e 48 horas para fungos. E, logo depois, os halos de
inibicdo formados foram medidos. O teste foi realizado em triplicata e os resultados
foram expressos através da média do tamanho dos halos de inibicéo.

Para esta avaliacdo nao se fez necessario a utilizacdo da nanoemulséo, visto que,
o0 intuito foi o de observar para quais microrganismos o 6leo essencial de folhas de C.
densiflorus apresentaria atividade. Apds essa constata¢do, prosseguiu-se com a analise

quantitativa para comparacgdo da agéo bioldgica do 6leo puro e o formulado.
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4.5.2. Atividade antimicrobiana quantitativa

A atividade antimicrobiana revelada na avaliagdo qualitativa foi quantificada
baseando-se no método da microdilui¢do seriada 1:2, sendo possivel a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), ou seja, a que ndo apresentou crescimento
bacteriano (Ostrosky et al., 2008).

Nesta etapa foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pogos e 0 meio de
cultura foi o caldo Mueller-Hinton, preparado em &gua destilada de acordo com as
proporcdes indicadas no produto e autoclavado juntamente com as ponteiras a serem
utilizadas. Além disso, os indculos foram preparados de acordo com a metodologia
descrita para a avaliacdo qualitativa. O teste foi realizado em duplicata das solucdes do
6leo essencial das folhas de C. densiflorus, da nanoemulséo contendo este 6leo e dos
controles, positivo, negativo e da nanoemulsé&o.

Nos pocos para o controle positivo foram adicionados 25 uL de caldo, 25 uL do
controle positivo, tetraciclina, moxifloxacina ou cetoconazol de acordo com o
microrganismo, e 50 pL do indculo. Para o controle negativo foram adicionados 25 pL
de caldo, 25 puL de DMSO e 50 uL do indculo. No caso do controle da nanoemulséao
foram adicionados 25 uL de caldo, 25 uL de nanoemulsdo sem o éleo essencial e 50 pL
do indculo. J& para o 6leo essencial foram adicionados, primeiramente, 50 pL de caldo
em 8 pocos e, logo apds, adicionou-se 50 pL deste éleo apenas no primeiro pogo e
homogeneizou-se a solucdo seguida da retirada de 50 pL desta, a qual foi adicionada no
segundo poco, homogeneizada e retirada, e assim sucessivamente, seguindo o
procedimento da diluicdo seriada. Os 50 pL finais foram descartados e ao término desta
etapa foram adicionados 50 pL do inéculo em cada poco, obtendo-se, portanto, o dleo
essencial nas concentracfes 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 e 1/512. Por fim,
para a nanoemulsdo contendo o 6leo essencial foi utilizado 0 mesmo procedimento para
0 6leo puro, no entanto, foram obtidas 12 concentra¢fes da formulacédo, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048, 1/4096 e 1/8192. Neste caso, 0S
resultados foram expressos de acordo com a concentracdo inibitéria minima da
formulacdo e do Oleo contido na mesma, visto que as nanoemulsGes foram

desenvolvidas com a adicdo de 5% do dleo essencial.
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As microplacas foram entéo incubadas em estufa a 37 °C por 24 ou 48 horas,
dependendo do microrganismo. Em seguida, cada poco foi repicado em placa Petri com
0 auxilio de um swab e incubadas novamente nas mesmas condicdes para visualizacéo e
confirmacdo de onde houve crescimento bacteriano. Posteriormente, as placas foram

analisadas e determinou-se a CIM.
4.6. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método fotocolorimétrico in vitro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), caracterizado por ser estavel em
virtude da deslocalizacdo do elétron livre (os elétrons ndo estdo associados a um dnico
atomo ou a uma ligacdo covalente) sobre a extensdo da molécula, de modo que a mesma
ndo dimerise, como seria o0 caso de outros radicais livres (Sousa et al., 2007).

O padrdao utilizado foi o acido galico e para obtencdo das diferentes
concentracdes foram preparadas duas solugdes estoque de 0,2 mg/mL (SE 1) e 1 mg/mL
(SE 2). Aliquotas foram entdo pipetadas a fim de se obter solucdes finais de 1 a 150
ug/mL. A estas amostras foram adicionados 2 mL de solucdo de DPPH a 0,004% m/v
em etanol. O volume final foi ajustado para 2,4 mL com a adi¢do de etanol (Tabela 3).

Tabela 3: Preparo das concentragdes para a curva do padrdo cido gélico.
Concentrac0es Solucéo estoque DPPH 0,004% m/v

finais (ug/mL) (uL) Etanol (uL) em etanol (uL)
1 12 (SE 1) 388 2000
2 24 (SE 1) 376 2000
3 36 (SE 1) 364 2000
4 48 (SE 1) 352 2000
5 60 (SE 1) 340 2000
10 120 (SE 1) 280 2000
15 180 (SE 1) 220 2000
20 240 (SE 1) 160 2000
25 300 (SE 1) 100 2000
30 360 (SE 1) 40 2000
40 96 (SE 2) 304 2000
50 120 (SE 2) 280 2000
100 240 (SE 2) 160 2000
150 360 (SE 2) 40 2000
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As amostras analisadas foram o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus, a
nanoemulsdo contendo este 6leo e o controle da nanoemulsdo. Para obtencdo das
diferentes concentracdes foram preparadas duas solugdes estoque de 60 mg/mL (SE 3) e
300 mg/mL (SE 4) para cada amostra. Aliquotas foram entdo pipetadas a fim de se obter
solucdes finais de 0,5 a 50 mg/mL. A estas amostras foram adicionados 2 mL de
solucdo de DPPH a 0,004% m/v em etanol. O volume final foi ajustado para 2,4 mL

com a adi¢do de etanol (Tabela 4).

Tabela 4: Preparo das concentracdes para as curvas de 6éleo essencial, nanoemulsdo com 6leo essencial e
controle da nanoemuls&o.

(_Zon_centrag(")es Solucéo estoque Etanol (uL) DPPH 0,004% m/v
finais (mg/mL) (uL) em etanol (pL)
0,5 20 (SE 3) 380 2000
1 40 (SE 3) 360 2000
2,5 100 (SE 3) 300 2000
5 200 (SE 3) 200 2000
10 400 (SE 3) 0 2000
15 120 (SE 4) 280 2000
20 160 (SE 4) 240 2000
25 200 (SE 4) 200 2000
30 240 (SE 4) 160 2000
40 320 (SE 4) 80 2000
50 400 (SE 4) 0 2000

Além da preparacdo do padrdo acido galico e das amostras foi necessario a
obtengdo do controle, uma solugdo contendo apenas 2 mL de DPPH, com o volume
ajustado para 2,4 mL a partir da adi¢do de etanol, o qual foi utilizado nos calculos para
determinacdo da porcentagem de inibicdo do radical livre. Em seguida, todo o material
foi incubado por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. O DPPH, na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio, pode ser reduzido em meio
alcodlico, formando difenil-picrilhidrazina. Esta reducdo pode ser acompanhada
espectrometricamente no comprimento de onda de 517 nm pela diminuicdo da
absorbancia, com simultdnea mudanca da coloracdo violeta escura original da solugdo
descorando com o transcorrer da reagdo para uma variacdo de violeta clara a amarelo
(Figura 6). Sendo assim, esta mudanca pdde ser medida através das absorbancias

obtidas em espectrofotdmetro (Micronal, modelo B382) a 517 nm. Primeiramente, foi
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realizada a leitura apenas do etanol para zerar o aparelho e posteriormente, a medida da
solugé@o contendo apenas o DPPH em etanol (sem amostra), seguida do padréo e das
amostras. O teste foi realizado em triplicata e a capacidade de sequestrar os radicais

livres foi calculada com base na formula:
% |n|b|95.0 = [(ADppH— AAmostra) /ADPPH] x 100 Equa(;éo 2

Em que, Apppy € a absorbancia da solucdo contendo apenas o radical livre DPPH

em etanol (sem amostra) e Aamostra € @ absorbancia das amostras e o padréo acido galico.

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 6: Estabilizacdo do radical livre DPPH. (Fonte: Rufino et al., 2007)

Finalmente, a curva do padréo foi plotada no grafico junto as amostras de modo
a permitir a comparagdo da porcentagem de inibicdo para cada concentragdo. Os
resultados foram expressos a partir do célculo da Clsgy, OU Seja, a concentracdo

necessaria para reduzir 50% do DPPH apds o equilibrio da reacéo.
4.7. Atividade alelopatica

A avaliacdo da atividade alelopatica foi realizada a partir do método de
bioensaios de germinacdo sobre sementes de alface (Lactuca sativa), tomate
(Lycopersicum esculentum) e pepino (Cucumis sativus). Nos testes de atividade
fitotoxica, normalmente sdo utilizadas plantas sensiveis que, em curto espaco de tempo
apresentam respostas eficazes, mesmo na presenca de baixa concentragdo de
aleloguimicos, o que justifica a escolha dessas espécies.

Durante os ensaios foram utilizadas placas Petri descartaveis e estéreis de 6 cm,
adicionando-se um papel de filtro autoclavado de mesmo didmetro. Este sistema foi

umedecido com 1 mL dos controles e das amostras. O controle positivo foi uma solucéo
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aquosa de ZnCl, a 5%, o controle negativo apenas agua destilada e o controle da
nanoemulsdo sem o 0leo essencial. As amostras analisadas foram o 6leo essencial de
folhas de C. densiflorus e a nanoemulsdo contendo este oleo.

O dleo essencial foi diluido de forma seriada 1:2 em éter etilico de modo a obté-
lo nas concentragdes de 50 a 3,12 pL/mL, as quais foram adicionadas nas placas. Em
seguida, aguardou-se a evaporacdo do solvente organico e o volume evaporado foi
substituido por agua destilada. Dessa forma, houve a diluicdo e impregnacéo do 6éleo no
papel de filtro de forma homogénea sem a posterior interferéncia do éter etilico nos
resultados. Essas concentragGes foram selecionadas a fim de facilitar a comparagdo com
a formulacdo, visto que a nanoemulsdo contém 5% do 6leo essencial. Sendo assim, as
concentracdes da nanoemulsdo foram preparadas diluindo-a em agua destilada de modo
a obté-la nas proporcdes de 100 a 0,19%, ou seja, as concentracdes de 6leo essencial
contidas nessas amostras seriam de 50 a 0,09 pL/mL.

Posteriormente, as sementes, previamente esterilizadas imergindo-as em solucao
de hipoclorito de sodio a 20% durante 10 minutos, foram secas e adicionadas nas
placas. O teste foi realizado em triplicata e em cada placa foram adicionadas 20
sementes de alface e, no caso do pepino e tomate, foram adicionadas 10 sementes. O
material foi entdo deixado a temperatura ambiente de acordo com o tempo de
germinacdo para cada espécie, 5, 6 e 9 dias para alface, pepino e tomate,
respectivamente, e regado quando necessario. Apos esse periodo, as médias do nimero
de sementes germinadas e do tamanho das raizes das plantas foram determinadas.
Seguido dos céalculos de porcentagem de variacao da germinacéo (VG) e do crescimento

da raiz (VCR), conforme as férmulas abaixo:
%VG = [(Namostra - Ncontrole)/NcontroIe] x 100 Equagé-o 3

Onde, Namostra € 0 NUMero de sementes germinadas nas amostras € Neontrole € O

namero de sementes germinadas no controle negativo, com apenas agua destilada.
%VCR = [(CMamostra - CMcontrole)/cMcontrole] x 100 Eqanf?lO 4

Onde, CMgmostra € 0 comprimento médio das raizes nas amostras € CMcontrole € O

comprimento médio das raizes no controle negativo, com apenas agua destilada.
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Por fim, as curvas do 6leo essencial puro e de sua forma nanoemulsionada foram
comparadas e os resultados foram expressos a partir do calculo da Clsgy, OU Seja, a
concentracdo de cada amostra capaz de inibir 50% da germinacdo e do crescimento

médio da raiz para cada espécie (Dutka, 1989; Greene et al., 1988; Wang, 1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencao do 6leo essencial e estudo da sazonalidade

O oleo essencial das folhas de C. densiflorus apresentou-se como um liquido
amarelado, viscoso e com forte odor -caracteristico. Os membros do género
Cymbopogon produzem 0leos essenciais com um aroma caracteristico devido a
presenca significativa de monoterpenos (Castro et al., 2010; Ganjewala, 2009).

Segue abaixo na tabela 5 o rendimento para cada coleta:

Tabela 5: Rendimento do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus de acordo com a coleta.

Coleta Rendimento (%)
(1) Maio de 2013 0,06277
(2) Julho de 2013 0,05437
(3) Setembro de 2013 0,07621
(4) Novembro de 2013 0,12652
(5) Janeiro de 2014 0,10840
(6) Marco de 2014 0,11665

Sabe-se que as espécies vegetais respondem as variacbes ambientais ao longo
das estacGes do ano, sendo assim, foi possivel constatar que os rendimentos foram
maiores entre 0s meses de novembro a marco, fato este que pode ser justificado devido
as caracteristicas climaticas da regido de Ouro Preto onde a espécie foi coletada. A
localidade apresenta um clima tropical de altitude, com maiores propor¢des de chuvas
durante os meses de dezembro a marco, 0 que pode ter contribuido para o
desenvolvimento vegetativo superior da espécie e consequentemente maior rendimento
do éleo essencial, visto que, em ambientes tropicais onde a sazonalidade na precipitacdo
¢ pronunciada, a época de seca comumente determina a fenologia, limitando o
crescimento das plantas neste periodo (Marques & Oliveira, 2004). Além disso, a
formacdo de dleos volateis, em geral, parece aumentar em temperaturas mais elevadas,
apesar de dias muito quentes levarem a uma perda excessiva destes metabolitos
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Folhas de C. densiflorus coletadas no més de abril (Zambia) e submetidas a
hidrodestilacdo por clevenger, apresentaram um o6leo essencial amarelado com

rendimento equivalente a 1,7% (Chisowa, 1997). Em outro estudo, folhas coletadas na
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estacdo chuvosa, entre os meses de outubro a maio (Congo), apresentaram um

rendimento de cerca de 1%, onde 10 mL de 6leo essencial foram obtidos para cada 1 Kg
de material vegetal (Takaisi-Kikuni, Tshilanda & Babady, 2000).

5.2. Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais

Os dados contidos nas tabelas de 6 a 11 informam a caracterizagdo de cada 6leo

essencial das folhas de C. densiflorus coletadas durante o estudo da sazonalidade.

Tabela 6: Caracterizacdo do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus coletadas em maio de

2013 (1).
Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
17 4792 926,87 - - 0,05
27 6,790 100348 - - 0,08
3 7,388  1022,68 1024 p-cimeno 0,29
4 7,540 1027,09 1029 Limoneno 0,11
57 8957  1068,25 - - 0,09
6 9,670 1088,96 1085 meta-cimeneno 0,20
7 10,939 1122,16 1122  trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 13,13
87 11,025 112430 - - 0,09
9 11,507 1136,32 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 9,96
10 12,015 1148,99 1149 Isopulegol 0,23
11 12,239 1154,47 1158 Oxido nerol 1,22
127 12,746 116721 - - 0,79
13 13,614 1188,85 1189 trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 18,99
147 13,900 119598 - - 0,08
15 14,119 1201,36 1196 cis-piperitol 11,52
16 14,244  1204,29 1200 trans-diidrocarvona 0,15
17 14,350 1206,78 1200 cis-4-caranona 3,89
187 14,426  1208,57 - - 0,57
19 14596 121256 1205 Verbenona 0,85
20 14,829 1218,03 1208 trans-piperitol 4,23
21 14,898 1219,65 1216 trans-carveol 2,45
22 15,374  1230,83 1230  cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 17,29
237 15461 1232,87 - - 0,57
24 15,923 1243,72 1243 Carvona 4,50
25 16,200 1250,23 1249 Hexanoato de isoamila 0,43
267 16,984 1268, 64 - - 0,21
27 17,234 127451 1271 Aldeido perilla 0,62
28 17,744  1286,49 1283 2-octinoato de etila 0,27
297 17,971 1291,82 - - 0,15
307 21,680 1379,30 - - 0,12
317 22,129  1389,90 - - 0,26
32 24,120 1438,20 1441 Butanoato de 2-fenil etila 0,20
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33 24,465  1446,63 1445 Octanoato de isoamila 0,75
34 29,611 157545 1583 Oxido cariofileno 0,14
35 32,024 1638,74 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,30
36" 43,418 1965,80 - - 0,69
377 49,283 2155,11 - - 1,87
387 49,455 2160,89 - - 0,24
397 49,580 2165,08 - - 0,53
407 50,028 2180,12 - - 0,26
417 52,102 2251,98 - - 0,54
42 53,467 2299,85 2300 n-tricosano 0,11
437 53,864 2314,29 - - 0,20
44 56,221  2400,03 2400 n-tetracosano 0,18
45" 58,865 - - - 0,24
46~ 59,494 - - - 0,41
Monoterpeno hidrocarbénico 10,56

Monoterpeno oxigenado 79,97

Sesquiterpeno oxigenado 1,19

Diterpeno hidrocarbénico 0,29

Total 92,01

TR = Tempo de Retencdo, IK= indice de Kovats, "N&o foi possivel calcular o IK, ~Néo foi possivel a
identificacdo do composto.
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Tabela 7: Caracterizagdo do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus coletadas em julho de

2013 (2).
Pico TR IK IK Composto Porcentagem

(min) calculado real (%)

17 6,788  1005,25 - - 0,24
2 7,379 1022,42 1024 p-cimeno 0,79
3 7,532 1026,86 1029 Limoneno 0,17
47 8957  1068,25 - - 0,12
5 9,678 1089,19 1085 meta-cimeneno 0,29
6~ 9,899  1095,61 - - 0,11
7 10,914 112154 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 10,07
8 11,483 1135,72 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 7,90
9 12,024 1149,21 1149 Isopulegol 0,16
10 12,232 115440 1158 Oxido nerol 0,33
117 12,745 1167,19 - - 0,40
12 13,601 1188,53 1189  trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 20,68
13 14,099 1200,89 1196 cis-piperitol 12,18
14 14,240 1204,20 1200 trans-diidrocarvona 0,18
15 14,347 1206,71 1200 cis-4-caranona 6,78
167 14,419 1208,40 - - 0,61
17 14,589 1212,40 1205 Verbenona 1,49
18 14,807 1217,51 1208 trans-piperitol 3,20
19 14,881 1219,25 1216 trans-carveol 2,37
20 15,357 1230,45 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 18,09
217 15447 1232,55 - - 0,48
22 15,909 1243,40 1243 Carvona 4,35
23 16,198 1250,18 1249 Hexanoato de isoamila 0,62
24 17,227 127435 1271 Aldeido perilla 0,88
25 17,736 1286,30 1283 2-octinoato de etila 0,21
26 24,120 1438,20 1441 Butanoato de 2-fenil etila 0,25
27 24,456 1446,41 1445 Octanoato de isoamila 1,04
28 28,983 1559,46 1563 (E)-nerolidol 0,10
29 29,434 1570,94 1578 Espatulenol 0,17
30 29,596 1575,07 1583 Oxido cariofileno 0,24
31 32,016 1638,52 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,53
327 39,070 1835,07 - - 0,41
33 39,311 1842,15 1847 Octanoato de 2-fenil etila 0,15
347 49271 215471 - - 2,30
35 49,523 2163,17 2149 Albienol 0,81
36~ 50,001 217922 - - 0,24
377 52,000 2225156 @ - - 1,06
Monoterpeno hidrocarbonico 1,25

Monoterpeno oxigenado 89,74

Sesquiterpeno oxigenado 2,23

Diterpeno oxigenado 0,81

Total 94,03

TR = Tempo de Retencéo, IK= Indice de Kovats, ~ N&o foi possivel a identificacdo do composto.
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Tabela 8: Caracterizacdo do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus coletadas em setembro

de 2013 (3).
Pico T_R IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1 6,784  1005,14 - - 0,50
2 7,379 1022,42 1024 p-cimeno 1,24
3 7,534  1026,92 1029 Limoneno 0,25
4 8,439  1053,20 1055 Isobutanoato de pentila 0,06
57 8959  1068,31 - - 0,06
6 9,678 1089,19 1085 meta-cimeneno 0,38
77 9,892 109541 - - 0,11
8 10,901 1121,21 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 8,18
9 11,473 113547 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 6,73
10 12,231 1154,37 1158 Oxido nerol 0,39
117 12,743 1167,14 - - 0,39
127 13,290 1180,77 - - 0,10
13 13,597 1188,43 1189  trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 22,24
14 14,088 1200,63 1196 cis-piperitol 12,25
15 14,238 1204,15 1200 trans-diidrocarvona 0,17
16 14,343 1206,62 1200 cis-4-caranona 6,08
177 14,416  1208,33 - - 0,59
18 14586 1212,32 1205 Verbenona 1,30
19 14,801 1217,37 1208 trans-piperitol 2,64
20 14,874 1219,09 1216 trans-carveol 2,61
217 15116  1224,77 - - 0,25
22 15,351 1230,29 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 19,27
237 15440 1232,38 - - 0,53
24 15905 1243,30 1243 Carvona 4,39
25 16,192 1250,04 1249 Hexanoato de isoamila 0,70
26 17,225 127430 1271 Aldeido perilla 0,86
27 17,736 1286,30 1283 2-octinoato de etila 0,16
28 24,117 1438,13 1441 Butanoato de 2-fenil etila 0,32
29 24456 1446,41 1445 Octanoato de isoamila 1,16
30 32,015 1638,50 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,65
317 39,073 1835,16 - - 0,45
32 39,318 1842,36 1847 Octanoato de 2-fenil etila 0,10
337 49273 2154,78 - - 2,47
347 49,390 2158,71 - - 0,14
35 49524 2163,20 2149 Albienol 0,95
36 49,998 2179,12 - - 0,24
377 52,086 225142 - - 1,07
Monoterpeno hidrocarbonico 1,87
Monoterpeno oxigenado 88,35
Sesquiterpeno oxigenado 1,91
Diterpeno oxigenado 0,95
Total 93,08

TR = Tempo de Retencéo, IK= Indice de Kovats, ~ N&o foi possivel a identificacdo do composto.
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Tabela 9: Caracterizagdo do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus coletadas em novembro

de 2013 (4).

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
17 4796 927,03 - - 0,04
27 6,794  1005,43 - - 0,10
3 7,384 102256 1024 p-cimeno 0,72
4 7,542 1027,15 1029 Limoneno 8,74
5 8,440  1053,23 1055 Isobutanoato de pentila 0,09
6 8960  1068,34 - - 0,15
7 9,688 1089,48 1085 meta-cimeneno 0,24
8 10,928 1121,88 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 16,96
9 11,488 113565 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 10,65
10 12,237 115452 1158 Oxido nerol 0,36
117 12,733  1166,89 - - 0,91
12 13,579 1187,98 1189  trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 13,88
13”7 13,890 1195,73 - - 0,12
14 14,085 1200,56 1196 cis-piperitol 9,30
15 14,232 1204,01 1200 trans-diidrocarvona 0,15
16 14,342 1206,59 1200 cis-4-caranona 5,15
177 14,418 1208,38 - - 0,74
18 14,589 1212,40 1205 Verbenona 0,58
19 14,802 1217,40 1208 trans-piperitol 4,39
20 14,873 1219,06 1216 trans-carveol 1,86
21 15334 1229,89 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 12,48
227 15440 1232,38 - - 0,44
23 15,908 1243,37 1243 Carvona 4,78
24 16,194 1250,09 1249 Hexanoato de isoamila 0,41
25 17,231 1274,44 1271 Aldeido perilla 0,45
26 17,733 1286,23 1283 2-octinoato de etila 0,36
277 17,962 129161 - - 0,20
28 24,126 1438,35 1441 Butanoato de 2-fenil etila 0,24
29 24,460 1446,51 1445 Octanoato de isoamila 0,45
30 32,026 1638,79 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,26
317 49,275 2154,85 - - 3,13
32 49,535 2163,57 2149 Albienol 0,31
337 52,093 225166 - - 1,37
Monoterpeno hidrocarbdnico 9,70
Monoterpeno oxigenado 82,09
Sesquiterpeno oxigenado 0,71
Diterpeno oxigenado 0,31
Total 92,81

TR = Tempo de Retencéo, IK= Indice de Kovats, ~ N&o foi possivel a identificacdo do composto.
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Tabela 10: Caracterizacdo do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus coletadas em janeiro

de 2014 (5).
Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
17 6,790 1005,31 - - 0,29
2 7,383  1022,53 1024 p-cimeno 0,87
3 7,538 1027,04 1029 Limoneno 4,31
47 8960  1068,34 - - 0,17
5 9,686 1089,42 1085 meta-cimeneno 0,23
6 10,919 1121,66 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 13,98
7 11,485 113577 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 10,03
8 12,231 1154,37 1158 Oxido nerol 0,34
97 12,733 1166,89 - - 1,04
10 13,579 1187,98 1189  trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 14,52
11 14,089 1200,65 1196 cis-piperitol 11,43
12 14,239 1204,18 1200 trans-diidrocarvona 0,18
13 14,345 1206,66 1200 cis-4-caranona 6,16
147 14,419 1208,40 - - 0,91
15 14,590 1212,42 1205 Verbenona 0,54
16 14,803 1217,42 1208 trans-piperitol 3,99
17 14,873 1219,06 1216 trans-carveol 1,98
18 15,339 1230,01 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 13,95
197 15438 1232,33 - - 0,49
20 15,907 1243,35 1243 Carvona 5,25
21 16,192 1250,04 1249 Hexanoato de isoamila 0,35
22 17,233 127449 1271 Aldeido perilla 0,56
23 17,734 1286,26 1283 2-octinoato de etila 0,43
247 17,968 1291,75 - - 0,28
25 24,463 1446,59 1445 Octanoato de isoamila 0,55
26 32,030 1638,90 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,32
277 49,283 215511 - - 4,22
28 49,538 2163,67 2149 Albienol 0,59
297 52,104 2252,05 - - 2,03
Monoterpeno hidrocarbdnico 5,41
Monoterpeno oxigenado 83,69
Sesquiterpeno oxigenado 0,87
Diterpeno oxigenado 0,59
Total 90,56

TR = Tempo de Retencdo, IK= Indice de Kovats, ~ N&o foi possivel a identificagdo do composto.
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Tabela 11: Caracterizagdo do 0leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus coletadas em marco

de 2014 (6).

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1~ 6,789  1005,28 - - 0,55
2 7,383 102253 1024 p-cimeno 1,25
3 7,536  1026,98 1029 Limoneno 1,04
47 8959  1068,31 - - 0,18
5 9,684 1089,36 1085 meta-cimeneno 0,27
6 10,920 1121,69 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 13,73
77 11,000 1123,68 - - 0,07
8 11,486 113580 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 9,72
9 12,234 1154,45 1158 Oxido nerol 0,39
107 12,732 1166,86 - - 0,97
117 13,310 118127 - - 0,16
12 13,586 1188,15 1189 trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 15,90
13" 13,895 1195,86 - - 0,16
14 14,090 1200,68 1196 cis-piperitol 12,13
15 14,235 1204,08 1200 trans-diidrocarvona 0,20
16 14,349 1206,76 1200 cis-4-caranona 6,89
177 14,419  1208,40 - - 0,95
18 14,587 1212,35 1205 Verbenona 0,80
19 14,804 1217,44 1208 trans-piperitol 3,60
20 14,874 1219,09 1216 trans-carveol 2,09
217 15,172  1226,09 - - 0,10
22 15346 1230,17 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 14,97
237 15,441 1232,40 - - 0,41
24 15,909 1243,40 1243 Carvona 4,84
25 16,196 1250,14 1249 Hexanoato de isoamila 0,38
26 17,229 127440 1271 Aldeido perilla 0,63
27 17,731 1286,19 1283 2-octinoato de etila 0,33
287 17,965 1291,68 - - 0,23
29 24,463 1446,59 1445 Octanoato de isoamila 0,63
30 32,030 1638,90 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,21
317 49,277 215491 - - 3,60
32 49,527 2163,30 2149 Albienol 0,67
337 49,999 2179,15 - - 0,10
347 52,100 225191 - - 1,85
Monoterpeno hidrocarbdnico 2,56
Monoterpeno oxigenado 86,60
Sesquiterpeno oxigenado 0,84
Diterpeno oxigenado 0,67
Total 90,67

TR = Tempo de Retencdo, IK= indice de Kovats, ~ N&o foi possivel a identificacio do composto.
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Foi possivel a identificacdo de mais de 90% da constituicdo quimica dos 6leos
essenciais obtidos nas seis coletas. Analises dos cromatogramas dos Oleos essenciais
revelaram suas composi¢cGes constituidas principalmente por monoterpenos,
apresentando como compostos majoritarios o trans-p-menta-2,8-dien-1-ol, cis-p-menta-
2,8-dien-1-ol, trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-
ol (Figura 7), os quais se mantiveram no decorrer de todo 0 ano e muito provavelmente
sdo o0s responsaveis pelas atividades apresentadas por esse produto natural, seja sob

formas isoladas ou em agéo sinérgica com outros constituintes.

a) /““““ b) \““““

HO,

C) HO

,
,I

e)

Figura 7: Férmulas estruturais dos principais constituintes monoterpénicos presentes no 6leo essencial de
folhas de Cymbopogon densiflorus. a) trans-p-menta-2,8-dien-1-ol. b) cis-p-menta-2,8-dien-1-ol. c) trans-
p-menta-1(7),8-dien-2-ol. d) cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol. €) cis-piperitol.
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Tabela 12: Concentracdo relativa (%) dos constituintes identificados no dleo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus para seis coletas diferentes.

Concentracéo relativa (%) dos constituintes

Composto identificados nos 6leos essenciais (OE)
OE1 OE2 OE3 OE4 OE5 OE®6
p-cimeno 029 0,79 124 10,72 087 125
Limoneno 0,11 0,17 0,25 8,74 431 1,04
Isobutanoato de pentila - - 0,06 0,09 - -
Meta-cimeneno 0,20 029 0,38 024 0,23 0,27
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 13,13 10,07 8,18 16,96 13,98 13,73
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 99% 790 6,73 10,65 10,03 9,72
Isopulegol 0,23 0,16 - - - -
Oxido nerol 122 033 039 036 034 0,39
trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 18,99 20,68 22,24 13,88 14,52 15,90
cis-piperitol 1152 12,18 12,25 9,30 11,43 12,13
trans-diidrocarvona 0,15 018 017 0,15 0,18 0,20
cis-4-caranona 389 6,78 6,08 515 6,16 6,89
Verbenona 08 149 130 058 054 0,80
trans-piperitol 423 320 264 439 399 3,60
trans-carveol 2,45 237 261 189 198 2,09
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 17,29 18,09 19,27 12,48 13,95 14,97
Carvona 450 435 439 478 525 484
Hexanoato de isoamila 043 062 070 041 035 0,38
Aldeido perilla 0,62 08 08 045 056 0,63
2-octinoato de etila 027 021 016 036 043 0,33
Butanoato de 2-fenil etila 020 025 032 024 - -
Octanoato de isoamila 075 104 116 045 055 0,63
(E)-nerolidol - 0,10 - - - -
Espatulenol - 0,17 - - - -
Oxido cariofileno 0,14 024 - - - -
Hexanoato de 2-fenil etila 030 053 065 0,26 0,32 021
Octanoato de 2-fenil etila - 0,15 0,10 - - -
Albienol - 081 09 031 059 0,67
n-tricosano 0,11 - - - - -
n-tetracosano 0,18 - - - - -
Total 92,01 94,03 93,08 92,81 90,56 90,67
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Ademais, foi possivel observar que o isopulegol e o 6xido cariofileno ocorreram
apenas nos 6leos 1 e 2. O butanoato de 2-fenil etila ocorreu nos 6leos 1, 2, 3 e 4. n-
tricosano e n-tetracosano ocorreram apenas no 6leo 1. (E)-nerolidol e espatulenol
ocorreram apenas no 6leo 2. Octanoato de 2-fenil etila ocorreu apenas nos 6leos 2 e 3.
Isobutanoato de pentila ocorreu apenas nos 6leos 3 e 4. E o albienol ocorreu nos 6leos
2,3,4,5e 6, conforme a tabela 12.

O estudo da composicao do Oleo essencial de varias espécies de Cymbopogon
revelou 0s monoterpenos como sendo 0s principais constituintes, no entanto, foi
possivel observar que a composi¢do destes € marcadamente variada entre as espécies.
Além disso, o teor de 0Oleo essencial e sua constituicdo sdo muito influenciados pelo
clima, época, efeitos diurnos e ontogenia (Ganjewala, 2009).

Chisowa (1997) ao caracterizar o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus
coletadas na regido de Zambia identificou 17 componentes, sendo que mais de 70% dos
mesmos equivalem aos do nosso estudo, observando a presenca principalmente de
monoterpenos oxigenados e hidrocarbdnicos. Fato este que também pdde ser
confirmado por Barbosa (2007), que ao identificar os constituintes presente neste 06leo,
encontrou como majoritarios o trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, trans-p-menta-2-8-dien-
1-ol, cis-carveol e cis-p-menta-2-8-dien-1-ol, dentre as 24 substancias, as quais se

igualam em mais de 58% aos nossos resultados.

Intensidade
(x10,000.000)
1.504

1 25—:
1.00-;
0 75—:
0,50—:

0,25—3
] B .‘Il, '.A'I‘.'Allu_llﬁHjI‘L” J A --1L ‘ TR

g o
T 1 ; IBBLABILASE S 1 s s S p e e i e i B S
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Figura 8: Sobreposi¢do dos cromatogramas referente & caracterizacéo dos 6leos essenciais de folhas de
Cymbopogon densiflorus coletadas durante o estudo da sazonalidade.
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A figura 8 representa a sobreposicdo dos cromatogramas das seis amostras
coletadas. E possivel perceber que a diferenca entre 0s mesmos s&o minimas e ao
analisarmos as percentagens dos constituintes identificados, observamos que mais de
90% de sua constituicdo é preservada durante todo o ano. Fato este que possibilita a
coleta e obtengdo do Oleo essencial em periodos diferentes sem que haja perda
significativa das suas caracteristicas, garantindo, assim, um alto controle de qualidade
na producdo de fitoterapicos a partir da reprodutibilidade e constancias de principios

ativos do 6leo essencial.
5.3. Desenvolvimento da nanoemulséo
5.3.1. Obtencao da nanoemulsao

As nanoemulsdes obtidas foram analisadas e caracterizadas para confirmacao de

sua estabilidade.
5.3.2. Caracterizagdo da nanoemulsao
5.3.2.1. Anélise macroscépica

As nanoemulsdes revelam-se como liquidos de aparéncia leitosa, reduzido
diametro de goticula e baixa viscosidade (Silva, 2004).

Na analise macroscépica realizada apds 24 horas do preparo da nanoemulséo,
esta apresentou um aspecto branco leitoso (Figura 9) e com o odor caracteristico do 6leo
essencial das folhas de C. densiflorus. Além disso, observou-se que ndo houve
alteracdes como a separacdo de fases e as caracteristicas organolépticas também néo
alteraram, ou seja, ndo foram identificados sinais de instabilidade, o que a considera

adequada para 0s experimentos seguintes.

Figura 9: Nanoemulsdo obtida a partir do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.
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5.3.2.2. Anélise microscopica

Na analise microscopica foi possivel confirmar a homogeneidade da formulago
e a auséncia de estruturas micrométricas (Figura 10).

Figura 10: Fotomicroscopia da nanoemulsdo com 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

5.3.2.3. Determinacao do valor de pH

A andlise do valor do pH é um teste importante durante o monitoramento da
estabilidade das nanoemulsdes, pois alteragdes no seu valor indicam a ocorréncia de
reacdes quimicas que podem comprometer a qualidade do produto final. No caso de
emulsdes formuladas com oOleos vegetais, a diminuicdo no valor do pH pode ser
decorrente da hidrdlise dos ésteres de acidos graxos, que geram &cidos graxos livres
(Martini, 2005; Fronza, Campos & Teixeira, 2004).

A nanoemulséo apresentou valor de pH equivalente a 3,277 £ 0,143 (Tabela 13).

Embora este valor seja baixo, a formulacdo permaneceu estavel durante todo o periodo.

Tabela 13: Valores das replicatas da determinacéo do pH da nanoemulsdo com 6leo essencial de folhas
de Cymbopogon densiflorus.

Nanoemulsao pH

A 3,12

B 3,31

C 3,40
Média 3,277 £ 0,143
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5.3.2.4. Determinagéo da condutividade elétrica

A condutividade elétrica pode ser um parametro indicativo de instabilidade e
influenciar na granulometria das emulsdes, uma vez que 0 aumento pode estar
relacionado com a coalescéncia e a diminuicdo com a agregacédo dos glébulos (Brasil,

2004). Conforme tabela 14, o valor da condutividade elétrica foi de 159,867 + 34,883
ps/cm a 25°C.

Tabela 14: Valores das replicatas da determinacdo da condutividade elétrica e do ponto de inversdo de
fases da nanoemulséo com dleo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

Nanoemulsio Condutividade eletrica Temperatura de
a 25°C (us/cm) inversao de fases (°C)

A 167,20 71,40

B 121,90 74,80

C 190,50 73,75

Média 159,867 + 34,883 73,317 £ 1,741
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Figura 11: Perfil da condutividade elétrica de acordo com a temperatura para uma replicata da
nanoemulsdo com 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

O ponto de inversdo de fases é identificado pelo aumento subito no valor da
condutividade da amostra quando a emulsdo originalmente é A/O, ou diminuicdo
repentina em emulsdes O/A. Como pbde ser observado na figura 11, o perfil da
condutividade elétrica da nanoemulséo revelou um ligeiro aumento seguido da reducéo
brusca dos valores. Este fato, entdo, confirma que a formulagdo trata-se de uma

nanoemulsdo O/A, visto que a fase continua hidrofilica apresenta valores maiores de
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condutividade comparada com a lipofilica. Sendo assim, o leve aumento inicial da
condutividade esta relacionado a maior mobilidade dos ions presentes na fase continua
causada pelo aquecimento. Ja o decréscimo repentino da condutividade refere-se ao
processo de inversdo de fases, no qual o conteudo oleoso torna-se a fase continua,
diminuindo, portanto a conducao elétrica do sistema (Fernandez et al., 2004).

No presente estudo, a inversao de fases das nanoemulsdes ocorreu em torno de
73,317 £ 1,741°C. Este valor garante a viabilidade de obtencdo das nanoemulsdes O/A,
Visto que, para esse processo as fases aquosa e oleosa sdo aquecidas, inicialmente, a 75
°C, temperatura superior as que foram responsaveis pela reducdo da condutividade
elétrica e consequente instabilidade do sistema.

5.3.2.5. Determinacao do tamanho de particula

Diversos fatores podem influenciar o grau de distribui¢do e o didmetro médio de
goticula de nanoemulsdes, em especial, a selecdo de componentes, como 0s tensoativos
e 0s 6leos, a composicdo quantitativa das formulacGes e as condi¢des experimentais
utilizadas nas técnicas de preparacdo (Bouchemal et al., 2004; Benita, 1999).

Se o tamanho das particulas se situar entre 50 a 500 nm, estas sdo denominadas
de nanoemulsdo, sendo assim, como a formulacdo apresentou particulas com tamanho
em torno de 76,857 + 3,186 nm, esta pode ser caracterizada como tal (Tabela 15)
(Pianovski et al., 2008).

Tabela 15: Valores das replicatas da determinacdo do tamanho da particula da nanoemulsdo com 6leo
essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

Nanoemulsao Tamanho das particula (nm) Indice de Polidisperséo (I1P)
A 77,94 0,094
B 79,36 0,093
C 73,27 0,085
Média 76,857 + 3,186 0,091 + 0,005

A distribuicdo de tamanho das particulas pode apresentar-se como sendo
monodispersa ou polidispersa, contendo uma distribui¢do de tamanhos estreita ou larga,
respectivamente. Uma vez definida uma escala compreendida entre 0 e 1, considera-se
um "bom" indice de polidispersdo (IP) aquele que apresenta um valor inferior a 0,1,

representando uma populacéo de particulas com elevada homogeneidade (Gaumet et al.,
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2008). Com isso, pode-se concluir que a formulagdo é monodispersa (Figura 12), visto
que o valor do IP foi de 0,091 £ 0,005.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura 12: Representacao grafica da distribuicdo do tamanho das particulas da nanoemulsdo com dleo
essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

5.3.2.6. Determinagéo do potencial zeta

O potencial zeta reflete a composicdo da interface das nanoemulsdes, seja em
relacdo aos tensoativos formadores do filme interfacial ou em relagdo a presenca de
moléculas com carga localizadas na interface. A magnitude desse potencial permite uma
avaliacdo da estabilidade das particulas em suspensdo considerando que, se todas as
particulas apresentam um valor altamente positivo ou altamente negativo desse
potencial, elas irdo se repelir evitando a agregacdo. No caso de valores de potencial zeta
proximos a zero, a auséncia de carga superficial pode favorecer, em alguns casos,
interacdes entre particulas o que promove processos de floculagdo ou agregacdo. De
forma geral, a fronteira entre suspensfes estaveis e ndo estaveis € considerada como
sendo o valor de potencial zeta de + 30 mV (Martini, 2005; Roland et al., 2003).

Tabela 16: Valores das replicatas do potencial zeta da hanoemulsdo com 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus.

Nanoemulséo Potencial Zeta (mV)
A -5,57
B -12,40
C -8,54
Média -8,985 + 4,83
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Sendo assim, os valores do potencial zeta foram em média -8,985 * 4,83 mV. De
acordo com Fronza, Campos & Teixeira (2004), esta propriedade pode ser
significativamente reduzida em pH acidos, como o encontrado para a nossa formulacéo,
0 que justificaria o baixo valor em mddulo para esta analise. No entanto, apesar do
potencial zeta ndo estar na faixa do que seria ideal, a nanoemulsdo apresentou uma certa
carga (Figura 13) que ja foi suficiente para torné-la estavel. Este fato pOde ser
observado devido a estabilizacdo estérica e eletrostatica apresentada pelas dispersoes
coloidais. A estabilizacdo eletrostatica ocorre devido as forcas de repulsdo entre as
particulas, uma vez que, por apresentarem a mesma constituicdo e consequentemente
cargas superficiais semelhantes, tendem a promover uma maior estabilidade frente as
forcas de atracdo. Ja a estabilizacdo estérica € observada pela dificuldade de deformacéo
dos globulos devido ao seu tamanho reduzido e, por conseguinte, diminuicdo dos efeitos
da coalescéncia e floculacdo. Além disso, a espessura do filme interfacial dessas
particulas, em relacdo ao tamanho dos glébulos, dificulta o rompimento destes diante de
uma reducdo natural do filme. Por fim, a presenca do movimento browniano nessas
formulacGes superam os efeitos da forca da gravidade atuantes nas particulas,
diminuindo fendbmenos de instabilidade como cremeacdo e sedimentagédo. (Fernandez et
al.,2004; Tadros et al., 2004; Capek, 2002).

Zeta Potential Distribution
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Figura 13: Representacédo grafica do potencial zeta da nanoemulsdo com 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus.

55



Resultados e Discussao

5.3.2.7. Determinacdo do comportamento reologico

O comportamento reoldgico das formulacBes foi avaliado utilizando a Lei das
Poténcias, dada pela formula:
t=k.y" Equacéo 5
Onde, 1 ¢ a tensao de cisalhamento, k ¢ o indice de consisténcia, y ¢ a taxa de

cisalhamento e n é o indice de fluxo.

Tabela 17: Parametros do comportamento reolégico da nanoemulsdo com 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus de acordo com o periodo analisado.

Periodo  Indice de consisténcia (cP) Indice de fluxo  Nivel de confianca (%)

24 horas 4,00 0,94 91,7
7 dias 2,41 1,04 93,7

14 dias 2,32 1,02 98,6
Média 2,910 + 0,945 1,00 £ 0,053 94,667 + 3,550

Brookfield Engineering Labs

Figura 14: Representacéo grafica do comportamento reolégico da nanoemulsdo com 6leo essencial de
folhas de Cymbopogon densiflorus.

Segundo o modelo da Lei da Poténcia, dado pela equacdo 5, quando o indice de
fluxo (n) for igual a 1, o fluido é newtoniano e o valor do indice de consisténcia (k)
fornece a viscosidade. Ao observar a tabela 17, nota-se que para cada periodo a

formulacdo apresentou um indice de fluxo bem proximo a 1, sendo que a média desses
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valores é n = 1, o que define a nanoemulsdo com um comportamento do tipo
newtoniano. Um fluido newtoniano caracteriza-se por possuir viscosidade absoluta
constante, independentemente da variacdo da taxa de deformacdo, conforme
demonstrado na figura 14, em que a relacdo entre a tensdo de cisalhamento (Shear
Stress) e a taxa de cisalhamento (Shear rate) é linear. 1sso significa que para uma dada
temperatura, a viscosidade permaneceu constante durante sua medicdo,
independentemente do tempo e da taxa de cisalhamento empregada (Costa, 2007).

Os valores para viscosidade, aqui representados pelo indice de consisténcia (k),
foram equivalentes a 2,910 + 0,945 cP, revelando um baixo indice, 0 que ja era
esperado devido ao tamanho reduzido das particulas da nanoemulséo.

A viscosidade de nanoemulsBes liquidas apresenta geralmente um
comportamento reoldgico do tipo newtoniano, sendo gue a viscosidade é principalmente
influenciada pela concentracdo de 6leo da fase interna e pelo didmetro de goticula das
formulagdes (Martini, 2005; Silvander et al., 2003).

Estudos do comportamento reoldgico pode contribuir para a avaliagdo da
influéncia que os processos de fabricacdo exercem na preparacdo das formulacGes, bem
como otimizar o desenvolvimento de novos produtos. A viscosidade é uma variavel que
caracteriza reologicamente um sistema e auxilia a determinar se um produto apresenta a
consisténcia ou fluidez apropriada, podendo indicar se a estabilidade é adequada, ou
seja, fornece indicacdo do comportamento do produto ao longo do tempo (Silva et al.,
2006; Brasil, 2004).

5.3.2.8. Ensaio de estabilidade acelerada
a) Estresse térmico

Os estudos de estabilidade procuram fornecer dados que revelem o grau de
estabilidade relativa de um produto nas diferentes condi¢cdes de exposi¢do a que possa
estar submetido, em determinado intervalo de tempo, desde a fabricacdo até o
encerramento de seu prazo de validade (Brasil, 2004). Assim sendo, as informacdes
obtidas com esses estudos sdo relevantes para os veiculos emulsionados, pois quando
estocados podem fornecer sinais de desestabilizagdo como: (1) cremeagdo ou

sedimentacdo, causada pela diferenca na densidade entre as duas fases, em que a
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influéncia da forca gravitacional causa a separacdo das fases; (2) floculagédo ou
agregacao, devido a energia de interacéo (forcas atrativas, como do tipo Van der Waals,
e repulsivas) entre duas particulas em funcdo da distancia e (3) coalescéncia, resultado
da fusdo dos globulos. A presenca desses fendmenos leva a separacdo de fases e a
inativacdo de substancias ativas e, consequentemente, ineficicia do sistema (Tadros et
al., 2004; Idson, 1993). Em acréscimo, a andlise do perfil de distribuicdo do tamanho
das particulas, durante o periodo de estabilidade, permite acompanhar o comportamento

microscopico das particulas em suspenséo evidenciando fendmenos de instabilidade.

Tabela 18: Valores da distribuicdo do tamanho das particulas da nanoemulsdo com 6leo essencial de
folhas de Cymbopogon densiflorus ap6s a submissao ao estresse térmico de acordo com o periodo

analisado.
Periodo Tamanho das particula (hnm)  indice de Polidispers&o (IP)
Inicial 65,933 £ 0,850 0,186 + 0,080
24 horas 63,700 + 0,566 0,150 + 0,019
7 dias 69,700 + 10,607 0,185 + 0,085
14 dias 63,600 £ 0,141 0,154 + 0,023
21 dias 66,250 £ 4,031 0,169 + 0,062
28 dias 65,600 * 2,828 0,162 + 0,027

A tabela 18 representa a distribuicdo do tamanho das particulas das
nanoemulsdes submetidas ao processo de estresse térmico de acordo com o periodo. Os
resultados demonstram a manutencdo do didametro médio de particula, visto que nao
houve diferenca estatistica para p < 0,05. Além disso, a formulacéao foi estavel, pois ndo
apresentou separacao de fases para nenhuma das temperaturas testadas.

A temperatura € um exemplo de fator extrinseco que pode influenciar na
estabilidade de um produto, indicando a ndo conformidade no processo de fabricacéo,
armazenamento ou transporte do produto (Brasil, 2004). Como resultado de sua
instabilidade termodindmica, as emulsfes tendem a sofrer uma reducdo na sua energia
livre total através do aumento do diametro de goticula, com reducdo de sua area
interfacial total (Tadros et al., 2004).

Segundo Aulton (2005), o aumento da temperatura acelera reacGes fisico-
quimicas e quimicas que podem favorecer tanto o processo de cremeagdo quanto de

coalescéncia, devido a diminuicdo da viscosidade da fase continua, bem como, ao
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aumento da motilidade cinética da fase dispersa e do tensoativo, alem de proporcionar
alteracdes na atividade de componentes, aspecto, cor e odor do produto.

b) Centrifugacao

O teste de centrifugagdo produz estresse na amostra simulando um aumento na
forca da gravidade, elevando a mobilidade das particulas e antecipando possivel
instabilidade. Estas poderdo ser observadas na forma de precipitacdo, separacdo de

fases, formacéo de caking, coalescéncia entre outras (Brasil, 2004).

Tabela 19: Valores da distribuicdo do tamanho das particulas da nanoemulsdo com 6leo essencial de
folhas de Cymbopogon densiflorus ap6s a submissao a centrifugacdo de acordo com o periodo analisado.

Periodo Tamanho das particula (hnm)  indice de Polidispers&o (IP)
Inicial 65,933 + 0,850 0,186 + 0,080

24 horas 65,750 + 0,778 0,180 + 0,013
7 dias 66,150 + 0,071 0,141 + 0,041

14 dias 66,550 + 1,485 0,222 + 0,017

21 dias 65,500 + 0,424 0,191 £ 0,014

28 dias 66,600 + 1,131 0,137 £ 0,016

A tabela 19 representa a distribuicdo do tamanho das particulas das
nanoemulsdes submetidas ao processo de centrifugacdo de acordo com o periodo. Os
resultados demonstram a manutencdo do didmetro médio de particula, visto que nao
houve diferenca estatistica para p < 0,05. Além disso, a formulacédo foi estavel, pois ndo
apresentou separacao de fases para nenhuma das rotacoes testadas.

Segundo Masson e colaboradores (2005), o tempo de validade de um produto em
condigdes normais de estocagem pode ser rapidamente previsto pela observacdo da
separacdo da fase dispersa devido a cremeacdo ou coalescéncia quando a emulsdo é
submetida a centrifugacdo. Portanto, a avaliacdo da estabilidade é considerada um
procedimento preditivo, 0s resultados ndo sdo absolutos, mas representam uma
probabilidade de sucesso, baseando-se em informacGes obtidas de produtos
armazenados em condicdes que visam acelerar alteracBes passiveis de ocorrer nas

condigdes de mercado (Brasil, 2004).
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5.4. Atividade antimicrobiana
5.4.1. Atividade antimicrobiana qualitativa

A figura 15 ilustra um exemplar dos halos de inibicdo formados pelo oleo
essencial para cada microrganismo testado e a tabela 20 mostra a média do tamanho
desses halos, que para melhor visualizacéo foi reproduzido na figura 16.

a) b) o )

Figura 15: Halos de inibigdo formados na avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus sobre os microrganismos a) Escherichia coli
ATCC25922, b) Staphylococcus aureus ATCC25923, c) Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 e d)
Candida albicans ATCC14408.

Tabela 20: Tamanho dos halos de inibi¢do formados na avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus sobre os microrganismos Escherichia coli
ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 e Candida
albicans ATCC14408.

Tamanho do halo de inibi¢do (mm)

Microrganismo — — 7 -
Controle Negativo  Controle Positivo ~ Oleo Essencial

e e ool - 22,00 + 2,650 19,67 + 2,520
Staphylooocels aureus - 30,00 + 2,000 23,00 + 1,000
Peeudomonas aeTuginosa - 21,67 + 3,060 15,67 + 4,620
Candida albcans - 20,33 + 2,520 15,33 + 4,160

* Nao apresentou formag&o do halo de inibig&o.
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Figura 16: Tamanho dos halos de inibigdo formados na avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus sobre os microrganismos Escherichia coli
ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 e Candida
albicans ATCC14408.* Néo apresentou formacdo do halo de inibi¢do, 6 mm refere-se ao tamanho do
disco utilizado no teste.

Observa-se que o Oleo essencial de folhas de C. densiflorus apresentou
efetividade de inibicdo para as bactérias E. coli, P. aeruginosa e S. aureus e para o
fungo C. albicans, caracterizado pela formacdo de halos de inibicdo do crescimento
microbiano com didmetro igual ou superior a 10 mm,

Os resultados obtidos neste estudo considerando o Oleo essencial de C.
densiflorus encontram-se compativeis com os obtidos por Takaisi-Kikuni, Tshilanda e
Babady (2000). Tal pesquisa demonstrou que o Oleo essencial de C. densiflorus
apresentou um potencial antimicrobiano de amplo espectro, sendo as bactérias Gram-
positivas mais sensiveis do que as Gram-negativas. Os microrganismos utilizados
foram: S. aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis var. niger, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Streptococcus pneumoniae, Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi e Klebsiella pneumoniae.

Estudos com outra espécie de Cymbopogon, C. citratus, e de seus trés
componentes majoritarios, revelaram que o a e B-citral apresentam isoladamente efeitos
contra as especies E. coli, B. subtilis e S. aureus. O terceiro constituinte, 0 mirceno, ndo
demonstrou nenhuma agdo antibacteriana quando isolado, no entanto, quando avaliado

conjuntamente com outras substancias foi possivel observar um aumento desta atividade
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(Onawunmia, Yisak & Ogunlana, 1984). Ademais, a partir de uma avaliacdo do Gleo
essencial desta espécie feita por Pereira e colaboradores (2004) foi possivel concluir
também que o mesmo expressa um efeito bactericida satisfatdrio sobre as espécies E.
coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Morganella morganii e Enterobacter aerogenes. No
entanto, 0 mesmo ndo pbde ser inferido para as espécies Klebsiella oxytoca e P.
aeruginosa, embora este Gltimo microrganismo tenha se mostrado sensivel para o 6leo
de C. densiflorus. Por fim, de acordo com Heyder e Silva (2004), o 6leo volatil de C.
citratus, bem como, seu extrato hidroalcodlico 50% também apresentaram atividade
inibitoria sobre espécies de fungos, Candida parapsilosis e Candida krusei.

Os produtos mais suscetiveis a contaminacdo Sdo 0s que apresentam &gua em
sua formulacdo como as emulsGes. Ao demonstrar acdes antimicrobianas para diferentes
classes de microrganismos, este 0leo essencial caracteriza-se por ser um conservante
inerente ao produto, elevando a qualidade da conservacdo das formulacGes. Caso este,
diferentemente observado para o controle da nanoemulsdo (sem 6leo essencial), o qual
apresentou, ap6s algumas semanas de sua obtencdo, o aparecimento de coldnias escuras,

caracteristicas de fungos.
5.4.2. Atividade antimicrobiana quantitativa

A partir da avaliacdo da atividade antimicrobiana quantitativa foi possivel
determinar a concentracdo minima (CIM) do 6leo essencial das folhas de C. densiflorus
e de sua forma nanoemulsionada capaz de inibir o crescimento dos microrganismos

testados.

Tabela 21: Concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e da
nanoemulsdo com 6leo essencial sobre 0s microrganismos Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus
aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 e Candida albicans ATCC14408.

Concentracéo Inibitéria Minima (uL/mL)

Microrganismo

Oleo Essencial Nanoemulsao

B! 3,906 31,250 (1,562)*
Staphylooocels aureus 7,812 62,500 (3,125)*
Peeudomonas aeruginosa 15,625 125,000 (6,250)*
Candida aibicans 0,488 15,625 (0,781)*

* Concentracdo de 6leo essencial presente na nanoemulsao.
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Figura 17: Demonstragdo ilustrativa do crescimento bacteriano nos controles e amostras para
determinagdo da concentracéo inibitéria minima.

O efeito bactericida sobre as espécies E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C.
albicans foi, respectivamente, aparente nas concentracdes de 3,906; 7,812; 15,625 e
0,488 uL/mL para o Gleo essencial e 31,25; 62,5; 125,0 e 15,625 uL/mL para a
nanoemuls&o.

Em adicdo, foi possivel observar que a nanoemulsdo mostrou o mais destacavel
resultado, visto que as CIM do 6leo formulado foram, respectivamente, de 1,562; 3,125
e 6,250 uL/mL quando testados sobre as bactérias E. coli, S. aureus e P. aeruginosa,
valores estes inferiores frente ao 6leo puro. Embora 0 mesmo néo tenha sido observado
para o fungo C. albicans, o valor da CIM de 0,781 uL/mL do éleo formulado também
foi satisfatorio.

Segundo Takaisi-Kikuni, Tshilanda e Babady (2000), os resultados da
concentragdo inibitoria minima (CIM) para o 0leo essencial de C. densiflorus revelaram
valores entre 250 e 500 ppm para bactérias Gram-positivas, mais sensiveis, e entre 500
e 1000 ppm para Gram-negativas. Baseando-se na organizacdo estrutural, as espécies
Gram-negativas possuem uma parede bacteriana diferenciada, caracterizada por uma
membrana externa composta por lipopolissacarideos (LPS), a qual confere maior
resisténcia por evitar a difusdo e acimulo de 6leo essencial na célula bacteriana (Probst,
2012).

Chagas e colaboradores (2002) ao demonstrarem a acao biocida de espécies de
Eucalyptus sobre o carrapato Boophilus microplus, observaram que os 0leos essenciais

tiveram suas atividades potencializadas quando transformados em concentrados
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emulsionaveis. A absorcdo de um bioativo pode ocorrer de duas maneiras, sendo assim,
é aconselhdvel que este seja anfifilico para ser absorvido. O 6leo essencial puro
encontra-se muito concentrado, o que propicia a ocorréncia do fenémeno fisico
conhecido como apassivacdo, em que, inicialmente, o produto é absorvido e,
posteriormente, € formado um filme que impede a passagem do 6leo. No entanto,
quando este se apresenta mais diluido, esta barreira ndo é formada e o 6leo passa a
penetrar mais lentamente, porém de uma forma mais efetiva. Com isso, o 6leo puro é
apenas lipofilico e possui uma absor¢cdo menor, enquanto que o sistema emulsionavel
apresenta uma fase lipofilica e outra hidrofilica equilibradas por tensoativos. A redugédo
do tamanho das goticulas de 6leo e a alteracdo das forgas entre as moléculas da agua
provocadas pelos tensoativos possibilitam que os monoterpenos penetrem da maneira
mais facil na agua e formem, assim, as emulsdes. Portanto, a formulacdo tem um
potencial de acdo aumentado devido ao reduzido tamanho das particulas, bem como, a
uma maior biodisponibilidade para penetrar e agir, 0 que justifica a reducdo da
concentracdo do 6leo formulado para reproduzir a mesma atividade apresentada pelo
6leo puro (Chagas et al., 2002).

Com isso, foi possivel observar que 6leo essencial das folhas de C. densiflorus e
sua forma nanoemulsionada possuem um alto potencial antibidtico, sendo, portanto,
uma possibilidade real de aplicacdo deste produto para o tratamento de doengas
ocasionadas pelas bactérias E. coli, P. aeruginosa e S. aureus e pelo fungo C. albicans.
No entanto, € necessario ressaltar que testes para avaliacdo da toxicologia e estudos
clinicos devem ser realizados como auxilio na seguranca do uso deste produto como

farmacos.
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5.5. Atividade antioxidante

Os graficos da figura 18 a 21 representam a porcentagem de inibicdo da
oxidacéo do radical DPPH pela concentracdo das amostras.
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Figura 18: Avaliagdo da atividade antioxidante do padrdo cido galico, 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus, nanoemulsdo com éleo essencial e controle da nanoemulséo.
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Figura 19: Avaliagdo da atividade antioxidante do padréo acido galico e 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus.
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Figura 20: Avaliagdo da atividade antioxidante do 6leo essencial puro de folhas de Cymbopogon
densiflorus e sua concentragdo na forma nanoemulsionada.
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Figura 21: Avaliagdo da atividade antioxidante da nanoemuls&o com 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus e de seu controle sem o 6leo essencial.

O calculo da regressdo linear para cada amostra gerou a equacdo da reta e o

coeficiente de correlacdo linear (R®) conforme a tabela 22.

Tabela 22: Equagdes correspondentes a faixa de linearidade na determinacdo da atividade antioxidante
para o padrdo acido galico, 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e nanoemulsao com 6leo

essencial.
Amostra Equacao correspondente a faixa de linearidade
Acido galico y = 25050 + 22,7 R? =0,9205
Oleo essencial y = 2,6405x + 11,212 R?=0,9746
Nanoemulsdo com 6leo essencial y =0,642x + 2,5942 R? = 0,9590

O potencial antioxidante foi quantificado a partir da determinacdo da
concentracéo capaz de reduzir a 50% a quantidade inicial de DPPH (Clsgs), em que 0
acido galico, o o6leo essencial e a nanoemulsdo apresentaram valores de Clsoo
equivalentes a 1,09x10% 14,689 e 73,840 mg/mL, respectivamente. Visto que a
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formulagdo contém 5% do 6leo essencial, o valor da Clsgy do mesmo quando formulado

é 3,692 mg/mL (Tabela 23). O controle da formulagdo ndo apresentou atividade.

Tabela 23: Determinacdo da Clsg, da atividade antioxidante para o padrao &cido galico, 6leo essencial de
folhas de Cymbopogon densiflorus e nanoemulsdo com 6leo essencial.

Amostra Clso9 (Mg/mML)
Acido gélico 1,09x10°
Oleo essencial 14,689
Nanoemulsdo com 6leo essencial 73,840 (3,692)*

* Concentracdo de 6leo essencial presente na nanoemulsao.

Pode-se observar que as concentraces do 6leo essencial e da nanoemulséo
foram maiores para reproduzirem o mesmo efeito do padrdo do &cido gélico. Além
disso, foi possivel confirmar que o controle da nanoemulsdo (sem 0leo essencial) ndo
apresentou atividade antioxidante.

Sabe-se que o0s compostos fendlicos sdo o0s principais responsaveis pela
atividade antioxidante. No entanto, como o0s O&leos essenciais possuem baixas
concentracdes desses compostos, visto que, sdo constituidos, principalmente, por
terpenos, isto justifica a necessidade de altas propor¢des dos mesmos para revelarem um
potencial antioxidante (Sousa et al., 2007). Entretanto, a forma nanoemulsionada do
6leo foi capaz de reproduzir a atividade bioldgica a partir de menores concentracfes do
mesmo.

Estudos da atividade antioxidante para o Oleo essencial de trés espécies de
Cymbopogon, C. citratus, C. giganteus e C. proximus, a partir da metodologia do
sequestro do radical livre DPPH, revelaram um baixo potencial quando comparados
com o t-butilhidroxitolueno e &-tocoferol, antioxidantes utilizados comercialmente.
Sendo assim, nenhuma dessas amostras demonstra ser suficientemente interessante para

uma aplicagéo industrial neste campo (Menut et al., 2000).
5.6. Atividade alelopatica

Os graficos abaixo exibem a concentracdo do oleo essencial de folhas de C.
densiflorus e da nanoemulsdo pela porcentagem de inibicdo da germinagdo (a) e do
crescimento da raiz (b) sobre as espécies de alface (Figura 22), pepino (Figura 23) e

tomate (Figura 24).
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Figura 22: Atividade alelopatica do 6leo essencial puro de folhas de Cymbopogon densiflorus e sua
forma nanoemulsionada sobre sementes de alface (Lactuca sativa). a) % de inibicdo da germinacéo. b) %
de inibigdo do crescimento da raiz.
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Figura 23: Atividade alelopatica do 6leo essencial puro de folhas de Cymbopogon densiflorus e sua

forma nanoemulsionada sobre sementes de pepino (Cucumis sativus). a) % de inibi¢do da germinag&o. b)
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Figura 24: Atividade alelopatica do 6leo essencial puro de folhas de Cymbopogon densiflorus e sua
forma nanoemulsionada sobre sementes de tomate (Lycopersicum esculentum). a) % de inibicdo da
germinacdo. b) % de inibicdo do crescimento da raiz.
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O calculo da regressdo linear para cada amostra gerou a equacdo da reta e o
coeficiente de correlacdo linear (R?) conforme a tabela 24.
Tabela 24: Equacdes correspondentes a faixa de linearidade na determinacgdo da porcentagem de inibicéo

da germinacé&o e porcentagem de inibicdo do crescimento da raiz para o dleo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus e nanoemulsdo com 6leo essencial sobre sementes de alface, pepino e tomate.

Equacao correspondente a faixa

Semente de linearidade

Alface (Lactuca sativa)

Oleo essencial ~ y=4,1017x -8,9861 R?*=0,9311
Nanoemulsdo  y =33,013x + 6,0497 R*=0,9376
% de inibicdo do crescimento Oleo essencial y = 3,4574x + 10,936 R?=0,9825
da raiz Nanoemulsdo  y =38,888x + 40,061 R?*=0,9241

% de inibicdo da germinacéo

Pepino (Cucumis sativus)

Oleo essencial ~ y=2,5263x - 30,705 R*=0,9781
Nanoemulsdo  y=1,9063x + 4,7662 R*=0,9738
% de inibicdo do crescimento  Oleo essencial ~ y =3,5523x - 3,1941 R?=0,9794
da raiz Nanoemulsio  y=35578x +28,65 R*=0,9729

% de inibicdo da germinacéo

Tomate (Lycopersicum esculentum)

Oleo essencial ~ y =1,9454x + 3,1565 R*=0,9812
Nanoemulsdo y = 132,56x - 6,158 R? =0,9892
% de inibigdo do crescimento ~ Oleo essencial  y =1,6797x + 14,229  R*=0,9907
da raiz Nanoemulsio ~ y=73,49x +4567 R”*=0,9314

% de inibi¢do da germinagéo

Tabela 25: Determinacéo da Clsgy, da germinagdo e do crescimento da raiz para o 6leo essencial de folhas
de Cymbopogon densiflorus e nanoemulsdo com 6leo essencial sobre sementes de alface, pepino e

tomate.
C|50% (|.1L/mL)
Semente , Germinacao Qrescimento da raiz

Oleo x Oleo ~

. Nanoemulsao .. Nanoemulsdo
essencial essencial

Alface (Lactuca sativa) 14,38 26,60 (1,33)* 11,29 5,00 (0,25)*

Pepino (Cucumis sativus) 31,94 474,40 (23,72)* 14,97 12,00 (0,60)*

Tomate (Lycopersicum 2407 840(042)* 2129 1,00 (0,05)
esculentum)

* Concentracdo de 6leo essencial presente na nanoemulséo.

Considera-se a inibicdo minima de 50% da germinagédo e crescimento da raiz
como um nivel satisfatorio para refletir a potencialidade de uma planta como
fornecedora de compostos com atividade alelopatica. No presente trabalho, o nivel da
Clso, da germinacdo foi atingido, respectivamente, para o Oleo puro e para a
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nanoemulsdo nas concentracfes de 14,38 e 26,60 uL/mL para alface, 31,94 e 474,40
uL/mL para pepino e 24,07 e 8,40 uL/mL para tomate, e os valores da Clsgy dO
crescimento da raiz foram 11,29 e 5,0 uL/mL para alface, 14,97 e 12,0 uL/mL para
pepino e 21,29 e 1,0 uL/mL para tomate. Visto que a formulacdo contém 5% do 6leo
essencial, os valores da Clsgy da germinacdo e do crescimento da raiz do mesmo
quando formulado é 1,33 e 0,25 puL/mL para alface, 23,72 e 0,60 uL/mL para pepino e
0,42 e 0,05 pL/mL para tomate (Tabela 25).

E de conhecimento que tecidos adultos geralmente possuem menor taxa
biossintética de metabolitos quando comparados a tecidos mais novos, sendo que,
frequentemente ha uma correlacdo inversa entre alta atividade metabdlica e producéo de
aleloquimicos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Este fato justificaria o alto potencial
alelopatico revelado pelo 6leo essencial de folhas de C. densiflorus, a qual foi coletada
com tamanho indicativo de maior maturidade.

Ademais, o grau de inibicdo proporcionado por determinado aleloquimico é
dependente do limite de resposta da espécie receptora, 0 qual ndo é constante e esta
intimamente relacionado a sensibilidade da espécie receptora, bem como, da sua
concentracdo, ao passo que, em baixas concentracGes, os aleloquimicos podem nao ser
inibitorios para determinadas espécies ou até mesmo apresentar efeitos estimulatorios,
por outro lado, altas concentracBes podem ser extremamente inibitérias. Porém, os
mecanismos pelos quais essas fitotoxinas atuam ainda ndo estdo totalmente elucidados,
devido a limitada disponibilidade de trabalhos que abordam esta questdo e a
seletividade expressa pelos aleloquimicos em suas acles e as plantas em suas respostas,
mas de uma maneira geral, sabe-se que essas substancias interferem nas atividades
vitais das plantas, como, fotossintese, respiracdo, assimilacdo de nutrientes, sintese de
proteinas, atividades enzimaticas, permeabilidade da plasmalema e, por fim, no
desenvolvimento da planta (Pires & Oliveira, 2011; Rice, 1984; Harper & Balke, 1981).

Estudos do efeito alelopéatico das substancias volateis de C. citatrus sobre
sementes de milho (Zea mays) e capim-arroz (Echinochloa crusgalli) revelaram que a
taxa de germinagdo ndo apresentou diferenca considerdvel quando comparada com o
controle negativo, no entanto, o crescimento de plantulas foi significativamente inibido.

Essas substancias constituiam-se de terpenos, principalmente monoterpenos e
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sesquiterpenos (Li et al., 2005). Em adi¢do, Dudai e colaboradores (1999) ao estudar o
potencial alelopético do d&leo essencial de trés espécies, Origanum syriacum,
Micrometria fruticosa e Cymbopogon citratus sobre sementes de trigo, encontrou
valores de Clspy de 16 e 32 nL/mL, respectivamente para o crescimento da raiz e
germinacdo, no caso do capim limé&o (C. citratus), confirmando seu potencial para esta
propriedade.

Pesquisas da fitotoxicidade do citronelal, monoterpeno oxigenado presente em
varias espécies do género Cymbopogon, sobre algumas sementes de ervas daninhas,
Ageratum conyzoides L., Chenopodium album L., Parthenium hysterophorus L.,
Malvastrum coromandelianum L. Garcke, Cassia occidentalis L. e Phalaris minor
Retz., revelaram um efeito significativo sobre a germinacéo e o crescimento inicial da
plantula. A falha no crescimento da raiz foi atribuida ao efeito do citronelal sobre a
atividade mitética. Além disso, foi possivel observar uma leséo visivel causada sob a
forma de clerose e necrose, levando ao emurchecimento e até mesmo a morte das ervas
daninhas. Houve perda de clorofila e reducdo na respiracdo celular indicando

comprometimento do metabolismo fotossintético e respiratorio (Singh et al., 2006).
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6. CONCLUSAO

O teor médio de 6leo essencial obtido das folhas de Cymbopogon densiflorus foi
de aproximadamente 0,09%. A técnica de CG/EM proporcionou a identificacdo de mais
de 90% da constituicdo quimica do 6leo essencial, a qual € formada principalmente por
monoterpenos.

A partir do estudo da sazonalidade, p&de-se observar que menos de 10% da
caracterizacdo deste Gleo, considerando as seis épocas de colheita, foram distintas.
Além disso, 0s compostos majoritarios, trans-p-menta-2,8-dien-1-ol, cis-p-menta-2,8-
dien-1-ol, trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol,
predominaram no decorrer do ano.

O procedimento de emulsificacdo por inversdo de fases mostrou-se eficaz a
obtencdo de nanoemulsdes com diametro de goticula inferior a 100 nm e, por meio da
caracterizacdo destas, foi possivel a confirmacdo da produgdo de uma formulagdo
estavel.

Este 6leo, assim como, a nanoemulsdo apresentaram uma notavel inibicdo da
multiplicacdo microbiana para as bactérias E. coli, P. aeruginosa e S. aureus e para 0
fungo C. albicans. Os resultados obtidos indicam, entdo, a possibilidade de aplica-los
no desenvolvimento de alternativas para terapia de amplo espectro antimicrobiano.

A concentracdo de 6leo essencial contida na nanoemulsdo para revelar uma
reducdo a 50% da quantidade inicial de radicais livres de DPPH foi quatro vezes
inferior quando comparada com o 6leo em sua forma livre.

Para finalizar, foi possivel determinar pela primeira vez o alto potencial
alelopatico deste 0leo sobre as espécies de alface, pepino e tomate e 0 aumento da sua
atividade quando formulado. Esta propriedade pode ser atribuida a presenca de
monoterpenos, constituintes majoritarios do 6leo.

Sendo assim, esses estudos demonstraram um alto desempenho das propriedades
alelopaticas e antimicrobianas do Oleo essencial de folhas de C. densiflorus e a
viabilidade de preparar nanoemulsdes contendo este 6leo, as quais foram capazes de
manter ou até mesmo aumentar a expressao das atividades bioldgicas. Este produto,
portanto, poderia auxiliar a producao agricola a fim de combater fitopatologias, alem da

possibilidade de sua utilizacdo na medicina no combate de infecgdes e micotoxidades.
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