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RESUMO

O conhecimento e a utilizacdo de plantas medicinais para tratamento e cura de doencas pelo
homem é milenar. Muitas comunidades pelo mundo, independentemente do nivel social ou
econdmico, ainda hoje, mantém, ndo so vivo esses conhecimentos, como o passam de geracao
a geracdo. A Canela, Canela-da-india ou Caneldo, do género Cinnamomum, da familia das
Lauraceas é conhecida tradicionalmente como planta medicinal. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi obter o éleo essencial da canela, realizar sua caracterizagdo fisico-quimica e analise
espectroscépica, bem como produzir nanoemulsdo com ele para analise da atividade
antibacteriana. O 6leo foi obtido das folhas da planta Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil
por meio de hidrodestilacdo e teve um rendimento médio de 0,71%, seu indice de refracao
médio foi 1,5769 a 27,6 °C, tendo sido considerado acido pois o indice de pH médio obtido foi
5,89. O ¢6leo essencial de cor amarelada e aparéncia transparente teve sua densidade média
calculada em 1,0230 g.mIt. Com o 6leo essencial da canela foi possivel produzir sistemas
nanoemulsionados utilizando o método de ultrassonicacdo desenvolvidos a partir de
formulacdes com EHL variando de 8,0 a 15 obtidas a partir dos tensoativos Span 80 e Twenn
80 que, apos testes, mostraram-se com boa estabilidade. As medidas e analises espectroscopicas
de UV-Vis, IV-TF, RMN-TF e CG-MS, determinaram que o 6leo essencial da canela é formado
por uma mistura de compostos quimicos dentre os quais indentificou-se hidrocarbonetos dos
grupos alcanos, alquenos, aldeidos, tais como: 3-fenil-2-propenal (36,69 %); acetato de 2-fenil-
propila (20,60%); benzoato de benzila (13,40%); 3-fenil-propanal (3,33%); Cinamaldeido
(3,13%); 3-fenil-propeno (2,26%); p-isopropil-tolueno (1,93%); benzaldeido (1,72%); a-
pineno (1,12%); linalol (0,77%); a-terpineol (0,72%); canfeno (0,59%). Quanto aos resultados
experimentais do ZetaSizer observou-se que todas as formulagbes com EHLs distintos
formaram sistemas nanoemulsionados levando em consideracdo o tamanho, indice de
polidispersividade e potencial Zeta, e que as obtidas com EHL 9, 10, 11 e 12 indicaram melhor
qualidade. Nas analises antibacteriana com o 6leo essencial e sistemas nanoemulsionados
contra as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, verificou-se maior atividade contra a Escherichia
coli em relacdo as nanoemulsoes testadas e 0 OECHVG apresentou melhor atividade contra a
Streptococcus pneumoniae.

Palavras-chave: Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil. Oleo Essencial. Nanoemulsio.
Espectroscopia. Atividade Antibacteriana.



ABSTRAT

The knowledge and the use of medicinal plants for treating and curing diseases by mankind
derive from millennia. A lot of communities around the world, independently on their social or
economical level, still today, keep not only this knowledge alive, but they also pass it on from
generation to generation. The Cinnamon, Indian Cinnamon or “Caneldo” in Brazil, of the genus
Cinnamomum, of the Lauraceae family, is traditionally known as a medicinal plant. Based on
this, the objective of this work was to obtain the essential oil from Cinnamon to accomplish its
physiochemical characterization and spectroscopic analysis, as well as to produce
nanoemulsion with it to analyze the microbiologic activity. The oil was obtained from the leaves
of the plant through hydrodistillation and the average outcome was 0,71 %, its average
refraction rate was 1,5769 at 27,6 °C, which had been considered acid because the average pH
obtained rate was 5,89. The yellowish and transparent appearance oil had its average density
calculated to 1,0230 g.ml. With the cinnamon essential oil, it was possible to produce
nanoemulsion systems, using the ultrasonification method, developed from the formulations
with EHL varying from 8,0 to 15, which were obtained from the surfactants Span 80 and Twenn
80 that, and after trials, they showed good stability. The spectroscopic measurements and
analyses of UV-VIS, IR-TF, RMN-TF and CG-MS, had determined that the essential oil of the
cinnamon is formed by a mixture of chemical compositions, and among them are hydrocarbons
of the groups: alkanes, alkenes, aldehydes, such as: 3-phenyl 2-propenal (36,69%); acetate de
2-fenil-propila  (20,60%); benzyl benzoate (13,40%); 3-fenil-propanal (3,33%);
cinnamaldehyde (3,13%); 3-fenil-propeno (2,26%); p-isopropil-tolueno (1,93%); benzaldehyde
(1,72%); a-pinene (1,12%); linalool (0,77%); a-terpineol (0,72%); camphene (0,59%). As for
the results of ZetaSizer, it was observed that all of the formulations with different EHLs had
formed nanoemulsion systems taking into account the size, polydispersion rate and zeta
potential, and that those ones obtained with EHL 9, 10, 11 and 12, had indicated better quality.
In the microbiological analysis with the essential oil and nanoemulsion systems against the
pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae, a larger activity was verified against the Escherichia coli in relation to
the tested nanoemulsées and OECHVG presented better activity against the Streptococcus
pneumoniae.

Key Words: Vattimo-Gil Cinnamomum hatschbachii. Essential oil. Nanoemulsion.
Spectroscopy. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento de doencas pela espécie humana se
baseia na botanica, na toxicologia e na heranca de conhecimentos adquiridos através de séculos,
na cura e prevencao de doencas (JUNIOR et al., 2005).

Na maioria dos paises, principalmente China, India e Brasil, o uso de plantas medicinais
€ o unico recurso disponivel nas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002). Segundo
Junior, Pinto, Maciel, (2005), “no inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude”.

Os registros das populac¢des pelo mundo sobre o uso terapéutico das plantas medicinais
servem de indicadores importantes quanto a frequéncia das doses, efeitos colaterais, beneficios
e indicacgdes, apesar de ndo ter seus constituintes definidos (MACIEL et al., 2002).

Com o avanco do desenvolvimento tecnoldgico, a partir do século XX, Junior, Pinto,
Maciel (2005) comentam que existem obstaculos para que a populacdo dos paises em
desenvolvimento tenham acesso a hospitais, postos de salde, médicos especializados,
medicamentos industrializados, além de laboratorios para exames, 0 que conserva a tradicdo
popular do uso de terapias alternativas por meio das plantas medicinais.

Na atualidade, hd um apelo da midia para o uso de produtos naturais e organicos,
informando sobre os beneficios que o consumo dos mesmos proporcionam a satde humana. A
comercializacdo de tais produtos, muitas vezes amparada por propagandas que certificam seus
“beneficios seguros”, j& que se trata de fonte natural e utilizada ha milénios pela humanidade,
acontece em lojas de produtos naturais, feiras livres, mercados populares, farmacias de
manipulacédo e, em regides mais carentes, onde as pessoas cultivam essas plantas medicinais
nos quintais de suas residéncias (JUNIOR et al., 2005; MACIEL et al., 2002).

Os conhecimentos tradicionais constituem a base dos estudos cientificos para a
producdo de medicamentos. A partir do método cientifico, com as descobertas e posterior
isolamento dos principios ativos majoritarios contidos em Oleos essenciais ou extratos
produzidos das folhas, flor, frutos, sementes, caules, cascas das plantas, foi possivel produzir
drogas contra determinadas doencas e comercializa-las (MENDES, 2011).

Oleos essenciais e extratos de plantas podem ser extraidos de diferentes partes vitais do
vegetal com aplicagcbes na industria de alimentos e bebidas, culinaria, cosméticos,

medicamentos fitoterapicos, fungicidas e larvicidas. Nos ultimos anos, a Organiza¢do Mundial
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da Saude (OMS) vem se empenhando no sentido de incentivar os estudos com 6leos ou extratos
de plantas consideradas medicinais nas terapias alternativas (REIS, 2012).

O Brasil é considerado o pais detentor da maior diversidade vegetal do planeta e apesar
disso é pouco explorado. Segundo Mendes (2011), o pais acaba importando quantidades
consideraveis de 6leos essenciais e cascas de outros paises, devido a falta de cultivo comercial
das diversas espécies.

A Canela e uma espécie de planta da familia das Lauraceas, originaria do Siri Lanka,
antes conhecido como Ceiléo, principal produtor e exportador da especiaria. Possui um sabor
adocicado, odor suave e picante, amplamente utilizado na culinaria como aromatizante
(MONTEIRO, 2013). Segundo a crenga popular é utilizada como estimulante, combate a
flatuléncia, espasmos e empregado na dieta como termogénico, controla o colesterol,
triglicerideos e combate a diabetes.

O objetivo deste estudo foi a caracterizacdo fisico-quimica e espectroscépica do éleo
essencial extraido das folhas da Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil denominada
popularmente como Canela, assim como a produgdo de nanoemulsbes e avaliacéo

antimicrobiana do 6leo essencial e nanoemulsdo preparadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A relacdo do homem com as plantas advem desde sua existéncia, e influencia na
sobrevivéncia e desenvolvimento da espécie humana. Muitas plantas utilizadas pelo homem

possuem finalidade medicinal, destacando-se, aqui a Canela.

2.1 HOMEM VERSUS PLANTAS

A relagdo entre 0 homem e o ambiente pode ser considerada bastante complexa, pois
para sua sobrevivéncia, necessidades e conforto, utilizando-se de suas capacidades intelectuais,
0 homem acaba alterando o ambiente e utilizando do que necessita.

A relacdo do homem com as plantas néo é diferente, 0 homem se utiliza da vegetacéo
disponivel no ambiente para diversas necessidades como moradia e alimentacdo, destacando-
se, aqui, a funcao curativa.

Nesta Otica, a Etnoboténica, € a ciéncia que estuda a inter-relacdo entre diferentes
culturas e plantas, avaliando o seu uso, manejo, percepcao e classificagdo desse recurso natural
para os diferentes povos (CARVALHO, 2005).

Entende-se, também, que a Etnoboténica é uma ciéncia interdisciplinar, pelos conceitos
e metodologias de varias areas do conhecimento, tais como a Antropologia, Historia, Botanica
e a Farmacologia. Na Etnoboténica, todos os conhecimentos sdo voltados para estudar e
interpretar a relagdo entre o contexto cultural e a utilizagdo das plantas medicinais
(CARVALHO, 2005).

Em resumo, a Etnobotanica procura estudar como a “ciéncia” popular utiliza as plantas
medicinais, surgindo as tradi¢es que vao passando de geracdo em geracdo e com 0 costume e
os resultados obtidos, acabam desenvolvendo novos conhecimentos. Nesta pesquisa
bibliografica, observou-se a utilizagdo das plantas nas comunidades, com finalidade medicinal
e terapéutica nascendo a necessidade do aprofundamento das pesquisas sobre a caracterizacdo
cientifica dos componentes das plantas tradicionalmente utilizadas pelo homem, para se chegar

a um resultado mais eficiente.
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2.2 UTILIZACAO DE PLANTAS NA MEDICINA

A utilizacdo de plantas para a cura de enfermidades ndo é algo recente, 0s primeiros
registros sobre o emprego de plantas na medicina feito pelo homem, data de aproximadamente
1550 a.C., resgata-se, neste aspecto, que uma das fontes de informagdes sobre o conhecimento
dos povos da antiguidade sdo as escrituras (papiros) do Antigo Egito (TEIXEIRA, 2001).

O papiro mais relevante sobre o tema das plantas medicinais é o do aleméo egipt6logo
e romancista Georg Erbes (1837 — 1898), também conhecido como papiro de Erbes. Nele estava
descrito aproximadamente 100 (cem) doencas e um nimero consideravel de drogas de origem
vegetal, animal e mineral (ARGENTA et al., 2011).

Ja em periodo menos remoto, ainda antes de Cristo, na Grécia, diversos filésofos se
destacaram pela producéo de obras acerca de historia natural. Hipocrates (460 — 377 a.C.), por
exemplo, hoje conhecido como o pai da medicina moderna, norteava suas prescri¢cdes de
medicamentos, basicamente, pela natureza. Podemos citar também de um dos discipulos de
Aristételes, Teofrasto (372 a.C.), que pesquisava e produziu escritos sobre as plantas e o
histdrico de sua utilizacdo, encontrando-se em suas obras, 0 primeiro registro da utilizacdo da
planta Papaver somniferum (papoula), que hoje é o principio ativo da morfina (PINTO et al.,
2002).

No Brasil, a partir da sua colonizacdo, a chegada da medicina europeia, j& bem
desenvolvida, se deparou e interagiu com a “medicina” indigena a partir das plantas medicinais
(ARGENTA et al., 2011). Dentre os primeiros cronistas que se aventuraram em obras sobre
historia do Brasil, vale mencionar o portugués, agricultor, empresario, estudioso e historiador
Gabriel Soares de Souza (1540 — 1591), que chamou as plantas medicinais utilizadas pelos
indios de “as arvores e ervas da virtude” (PINTO et al., 2002).

Nota-se que, hd muito tempo, a humanidade vem acumulando conhecimento sobre as
plantas medicinais, conhecimento esse que é transmitido de geracdo para geracdo. As
informag0es sobre 0 ambiente em que vive e as necessidades coletivas constituem-se nos fatores
iniciais para o estudo das plantas medicinais, que, geralmente, € o Gnico recurso disponivel. E
isso ainda ocorre em grande parte da populacdo mundial, principalmente devido a falta de
acesso a medicamentos industrializados, bem como por causa do seu custo (ARGENTA et al.,
2011).

Em paises pobres ou em desenvolvimento o uso de plantas medicinais para tratamento
de doencas tipicas ainda € comum. A restricdo no acesso a medicamentos industrializados,

hospitais e laboratorios € um fator importante para que a medicina tradicional, praticada por
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comunidades regionais, mantenha viva a tradi¢do e o conhecimento sobre a flora regional. Na
sua grande maioria, 0s produtos naturais sdo consumidos com pouca ou henhuma comprovacgao
sobre suas propriedades farmacoldgicas, o que pode causar um impacto na saude de quem os
consome (JUNIOR et al., 2005).

No Brasil, o controle e a regulacdo da utilizacdo e comercializagcdo das plantas
medicinais e seus derivados é de responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), criada pela Lei n. 9.782, de 26 de janeiro 1999. A ANVISA é uma autarquia com
regime especial, sob a responsabilidade do Ministério da Saude (MS), que tem como area de
atuacdo, nao um setor especifico da economia, mas todos os setores relacionados a produtos e
servigcos que possam afetar a satde da populagéo brasileira. (BRASIL, 2015a).

De acordo com a Geréncia de Medicamentos Isentos, Especificos, Fitoterapicos e
Homeopaticos (GMEFH) da Geréncia Geral de Medicamentos (GGMED) da ANVISA, as
plantas medicinais sdo as que possuem capacidade de atuar contra enfermidades, conhecidas e
utilizadas tradicionalmente por determinadas comunidades, sendo que sua utilizagdo envolve o
conhecimento sobre sua adequada colheita e preparo (BRASIL, 2015b).

De acordo com a regulamentacdo vigente, os medicamentos fitoterapicos
industrializados devem ser registrados na ANVISA/Ministério da Salde antes de serem
comercializados.

Os fitoterapicos sdo medicamentos produzidos a partir da utilizagdo do chamado
principio ativo das plantas. Surgem quando a planta medicinal é industrializada por processo
de padronizacdo quantitativa permitindo maior seguranca para a obtencao de um medicamento
sem contaminag6es. No Brasil sdo regulamentados da mesma forma que os medicamentos
convencionais e tém que apresentar critérios similares de qualidade, seguranca e eficécia
requeridos pela ANVISA para todos os medicamentos (BRASIL, 2015a;2015b; CARVALHO
et al., 2008).

Assim como qualquer medicamento, os efeitos adversos dos fitoterapicos sdo problemas
sérios de salde publica. O agravante é que ndo existe como prever a acdo quimica desses
medicamentos naturais de forma consistente, principalmente quanto a adulteracdo na
preparacdo, a toxidade, além da influéncia muatua com outras drogas que ocorrem
frequentemente na manipulacdo destes produtos, fatores que sdao amplamente pesquisados na
producdo dos medicamentos industrializados. Apesar dessa preocupagdo possuir dados
importantes para as agéncias de controle sanitario, as pesquisas referentes ao uso de plantas

medicinais, ainda ndo sdo suficientes para o seu controle no Brasil (JUNIOR, 2008).
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Quanto a utilizacdo de plantas em fun¢des medicinais nos seres humanos, deve-se adotar
cuidados, pois as plantas podem possuir substancias venenosas ou toxicas para o homem, a
depender da dosagem e modo de utilizacao.

A pesquisa das plantas medicinais pode ndo so colaborar para o melhor uso dos produtos
fitoterapicos, como também trazer a tona o conhecimento sobre as inovages e eficacia das
drogas no combate a diferentes enfermidades. (CARVALHO et al., 2008). Uma das maiores
biodiversidades vegetais do planeta concentra-se no Brasil e, mais da metade das espécies de
plantas devem possuir propriedades ainda ndo conhecidas, principalmente terapéutica, com
alguma utilidade as pessoas, por conta disso as pesquisas nesta area tendem a aumentar
progressivamente (GUERRA et al., 2007).

De acordo com Junior (2008), na Alemanha, 70 % da populacdo pratica a denominada
medicina alternativa que se baseia em plantas medicinais, incluindo os médicos, clinicos gerais,
que prescrevem ervas registradas, pagas pelo seguro saude. Apesar de tais prescri¢fes, ainda
existe a preocupac¢ao com a automedicacao utilizando produtos naturais em concomitancia com
medicamentos industrializados, uma vez que podem provocar resultados ndo esperados pelos
médicos.

No Brasil, regionalmente, € comum o uso de plantas medicinais em preparos de
remédios caseiros para membros da familia. Muitas vezes, as pessoas com maior “experiéncia”
acabam por “receitar” para enfermidades, produtos cuja comprovacao empirica tenha resultados
positivos, ou que ao longo do tempo, seu uso ndo comprometera a satde ou tratamento daqueles
que os consumiram. E importante estudar as comunidades que utilizam as plantas para
tratamento da salde, informando-as sobre o aspecto racional em sua manipulagéo, coleta e uso,
para que o profissional de salude utilize a correlacdo de saberes cientifico versus popular
indicando a melhor terapia as pessoas (TORRES et al., 2005).

O tema, plantas medicinais, é bastante mencionado no meio académico brasileiro.
Apesar de existir um quantitativo expressivo de pesquisadores no tema, ndo se tem muitos
investimentos no setor, comparado a outros paises que faturam bilhdes de ddlares no mercado
mundial de fitoterapicos. Como exemplo, aponta-se para o extrato da Ginko biloba que,
atualmente, € um dos produtos mais comercializados no Brasil e no mundo, no entanto, a

balanca comercial brasileira nesse setor ¢ deficitaria (PINTO et al., 2002).
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2.2.1 CINNAMOMUM HATSCHBACHII VATTIMO-GIL (CANELA)

A familia da Lauraceae possui mais de 350 (trezentas e cinquenta) espécies,
pertencentes a 12 (doze) géneros, que sao empregados em diversas areas de mercado, tais como:
medicina popular, culinéria, téxtil, marcenaria, construcéo civil e industria quimica. Os géneros
que apresentam maior importancia comercial sdo: Aniba, Cinnamomum, Nectandra e Ocotea
(MARQUES, 2001).

Os primeiros apontamentos sobre a utilizacdo das Lauraceas sdo originarios da antiga
Grécia. A influéncia grega deu origem aos nomes de muitos géneros, por exemplo, Laurus L.,
que vem do celta “lauer” significando verde ou “laus” significando louvor, e 0 género Phoebe,
uma alusao ao deus Apolo. (MARQUES, 2001).

Atualmente, do ponto de vista econdmico, a exploracdo da Lauraceae € de grande
importancia na manufatura moveleira, onde suas espécies sdo de mais valia para mobiliarios de
ostentacdo e frutos comestiveis. Do aspecto ecolégico, compreendem um enorme grupo
distribuido ao longo das regides da Mata Atlantica, Amazonica e Caatinga. Infelizmente, aliada
a essa exploracdo vem, também, a ameaca de extingdo de algumas espécies (SANTOS et al.,
2013).

No género Cinnamomum, que em latim significa “Canela”, ha de 200 a 350 espécies,
muitas das quais sdo produtoras de éleos essenciais. A espécie hatschbachii é abordada no
presente estudo e foi descoberta em 1962 pela botanica Ida de Vattimo-Gil (1928-1993) do
Jardim Boténico do Rio de Janeiro (MONTEIRO, 2013; SANTOS et al., 2013).

Popularmente conhecida como Canela, Canela-da-india ou Canel3o, é uma arvore ou
arbusto de 2 a 5 metros de altura (Figura 1) com cascas e folhas de aroma suave, gosto doce,
levemente apimentada, amplamente empregada sob a forma de cascas e em pd, como
aromatizante na culinaria e na perfumaria (MONTEIRO, 2013; SANTOS et al., 2013).
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Figura 1 — Arvore da Cinnamomum hatschbachii.
Legenda: (a) tronco da arvore; (b) tronco mais copa.
Foto: C. A. L. Souza.

Historicamente, antes de ser valorizada como alimento ou cosmético, a canela era
utilizada como medicamento e também fazia parte de rituais religiosos. Considerada simbolo
da sabedoria, a canela foi usada na Antiguidade pelos gregos, romanos e hebreus para
aromatizar o vinho e com fins religiosos na india e na China (ALLARDICE et al., 1999).

Da espécie se aproveita toda a parte aérea, sendo as folhas utilizadas para producao de
6leo essencial, entretanto as partes valiosas sdo a casca e 0s ramos. O valor comercial dos 6leos
essenciais do género Cinnamomum depende da espécie. No mercado, € comum encontrarmos

canela (Figura 2) em pé ou a casca enrolada em si mesma (MENDES, 2011).

Figura 2 — Canela em casca e po.
Fonte: (CANELA, 2011)
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Na alimentacdo, a canela também € utilizada em p6 ou em “pau” (casca), podendo ser
acrescentada a uma série de pratos, como: mingau, arroz doce, leite, café, chas, saladas de frutas
e varios outros.

Jé suas propriedades incluem a¢des antibacteriana, antiviral, antifingica, antioxidante,
estimulante do sistema imunol6gico e circulacdo, adstringente, afrodisiaca, antisséptica,
aperiente, aromatica, carminativo, digestiva, estimulante, hipertensor, sedativa e
vasodilatadora. Ainda, seus beneficios sdo diversos, chegando a diminuir o nivel de colesterol
e triglicerideos, reduzir o nivel de aglcar no sangue e auxiliar no tratamento de diabetes tipo 2
(ARGENTA et al., 2011; MARQUES, 2001; MCINTYRE, 2010; MENDES, 2011,
MONTEIRO, 2013).

Os constituintes principais do 6leo essencial de canela pertencem as classes de aldeidos,
ésteres e terpenos. Como € o caso do acido cindmico, benzoato de benzila e pineno (MENDES,
2011; SIMOES et al., 2010).

2.2.2 METABOLISMO VEGETAL SECUNDARIO

Nas plantas, as fungdes essenciais como respiracdo e fotossintese sdo desenvolvidas
pelo chamado metabolismo primario. J4 o metabolismo secundario, ndo é essencial para que o
vegetal permaneca vivo, tanto que, ja foi considerado como produtor de excregdo do vegetal
(WINK, 1987). Durante os processos do metabolismo primario, 0s componentes atuantes séo
distribuidos uniformemente em todas as partes do vegetal, diferentemente dos componentes que
fazem parte dos processos do metabolismo secundario, que possuem concentracdo em
determinadas partes do vegetal (CASTRO et al., 2005; SANTOS, 2004).

Além disso, por ndo ser essencial, 0 metabolismo secundario ndo se repete em todos 0s
seres Vivos, como o primario e cada planta possui processos diferenciados, de acordo com suas
condicBes. Assim, 0 metabolismo secundario realiza tarefas no que diz respeito a interacdo da
planta com o meio externo, desempenhando func¢des quando ocorrem mudancas de temperatura,
agua, niveis de luz, competicao e atracdo, por exemplo (CASTRO et al., 2005; WINK, 1987).

Dentre as funcBes desses metabdlicos secundarios menciona-se o controle da oxidagédo
lipidica, bem como o controle de microrganismos responsaveis pela contaminagcdo dos
alimentos (ANDRADE et al., 2012).

Essa caracteristica é bastante importante, pois a interagdo com fatores externos permite

que os produtos de metabdlitos secundarios, quando extraidos, também oferecam atividade
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bioldgica contra determinados agentes, advindo dai, a utilizacdo de tais produtos no comércio
em areas de agronomia, farmécia, perfumaria e alimenticia (RHODES, 1994).

E a partir do estudo e pesquisas mais aprofundadas (Quimica dos produtos naturais e
Farmacognosia) dos produtos do metabolismo secundario que encontra-se uma atuacdo mais
eficiente destes sobre atividades bioldgicas especificas. Um dos produtos do metabolismo

secundario dos vegetais, utilizado para estudos, € o 6leo essencial.

2.3 OLEO ESSENCIAL (OE)

No Brasil, o Decreto n. 55.871/1965 que conceitua 6leo essencial, conforme artigo 16,
como sendo um produto oleoso, extraido do vegetal, com sabor e aroma caracteristicos e com
capacidade de mudar de forma (volatilidade), também chamados de “esséncia natural”, “6leo
etéreo” ou “esséncia” (BRASIL, 1965).

As plantas utilizadas no comércio e na fabricagdo de produtos naturais, até que seja
autorizada sua disponibilizacdo no mercado, passam por diversas pesquisas. A grande maioria
dos estudos relacionados as propriedades biologicas das plantas e seus derivados, que sdo
importantes para a industria e o comércio, sdo realizados com base nos 0leos essenciais.
(ANDRADE et al., 2012; TRANCOSO, 2013).

Os primeiros registros de obtencéo dos 6leos essenciais datam da época da Idade Média,
pelos Arabes, por meio do processo de arrasto a vapor ou hidrodestilagdo. O OE pode ser
extraido de diversas partes dos vegetais como: caule, casca, raizes, folhas, flores, frutos, talos
ou ramos. Sua formag&o ocorre a partir do metabolismo secundario dos vegetais, podendo ser
sintetizados pelas diversas partes que compdem a planta (botdes, flores, folhas, caules, ramos,
sementes, frutas, raizes, ou casca de madeira), e em qualquer de suas fases de desenvolvimento
(BAKKALI et al., 2008; BONA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2000; REIS, 2012).

Os OEs sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas, sdo soliveis em solventes organicos apolares, como éter, hexano,
cloroférmio e podem ser chamados de 6leos volateis ou 6leos etéreos (BAKKALL et al., 2008;
BONA et al,, 2012; OLIVEIRA et al., 2000; REIS, 2012).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais, concentra-se, em sua grande maioria, de
derivados terpendides. Outras caracteristicas dos 6leos essenciais referem-se a sua cor, sabor e
estabilidade. Quanto ao sabor, os 6leos essenciais, normalmente sdo considerados com sabor
acido e picante. No que se refere a cor, 0s 6leos essenciais aparentam incolores ou amarelados.

E, em geral, os 6leos volateis ndo sdo muito estaveis quando na presenca de ar, luz, calor,



29

umidade e outros fatores externos. As propriedades fisico-quimicas que auxiliam na
identificacdo dos 0leos essenciais e no seu controle de qualidade: indice de refracdo e atividade
Optica (OLIVEIRA et al., 2000).

Os OEs geralmente possuem aromas e bioatividades, que sdo caracteristicas que
agregam valor comercial para o estudo destes. A analise das bioatividades dos componentes de
um OE inclui, principalmente, atividade antibacteriana, anti-inflamatdria, antifungica,
antioxidantes e outras e, por isso, 0s estudos sobre atividades biologicas de OEs tém aumentado
nos recentes anos (ATOCHE, 2014; SENHAJI et al., 2007). Melo (2009), reforca a grande
importancia comercial e industrial e a aplicacdo dos 6leos essenciais em diversas areas como a
perfumaria, cosmético, alimenticia, farmacéutica e terapéutica.

Outra aplicacdo dos Oleos essenciais bastante utilizada é a de defensivos agricolas
naturais, até mesmo porque sao mecanismos de defesa utilizados pela propria planta antes de
sua extracdo. Nesta busca por produtos agrotdxicos cada vez mais eficazes, com maior
eficiéncia e menor custo, os 6leos essenciais sdo estudados, com a finalidade de diminuir os
efeitos prejudiciais ao meio ambiente dos agrotoxicos sintéticos. No entanto, ndo basta a
extracao da esséncia dos vegetais, para sua utilizagdo com algum fim terapéutico, € necessario
pesquisa-lo profundamente conhecendo e isolando seus componentes, a fim de se obter
resultados mais direcionados para o objetivo pretendido (TOMAZONI et al., 2013).

Considerando que os 6leos essenciais sdo encontrados em diversos tipos de vegetais e
nas diversas partes que os compdem, eles podem ser extraidos das plantas por diferentes
métodos, tais como Arraste por Vapor d’agua, Hidrodestilagdo, Enfloracdo (Enfleurage),
Extracdo com Solventes, Prensagem (ou expressdo) e Extracdo por CO2 Supercritico.
(FILIPPIS, 2001; MARTINEZ, 1996; SARTOR, 2009).

2.3.1 UTILIZACAO TERAPEUTICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

O dbleo essencial é aplicado contra enfermidades do ser humano ha mais de seis mil anos,
observando-se, deste periodo, registros por pinturas egipcias de esséncias de certas partes dos
vegetais (resinas, flores, folhas, sementes, raizes, etc.) sendo utilizadas na busca do bem estar
fisico do homem. Ha&, também, registros anteriores a Cristo, na China e india com a
incorporacdo de 6leos essenciais em “po¢Oes”. Apesar desta utilizagdo bastante antiga, somente
na Idade Média se teve a comercializacdo de esséncias arométicas, apos a utilizacéo de processo

de destilacdo por “cientistas” muculmanos (TYRRELL, 1990).
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Acerca do historico da utilizagdo dos 6leos essenciais como tratamento medicinal, cita-
se a obra “Kralterburch” (1551), do alemdo Alan Lonicir, como sendo a primeira que fez
referéncia sobre o tema dos 0leos essenciais (SIANI et al., 2000).

Atualmente tem-se uma tendéncia, muitas vezes movimentada pela midia, para a
utilizacdo de produtos naturais. Os 6leos esséncias possuem uma vasta aplicacdo além serem
conhecidos tradicionalmente como fragrancias, no entanto, é importante o desenvolvimento de
mais estudos de modo a comprovar a acdo bioldgica para aplicacdo na saude humana,
agroindustria e meio ambiente (BAKKALI et al., 2008; CARSON et al., 2002).

Dentre as diversas fungdes terapéuticas dos 6leos essenciais, observa-se as seguintes:
antioxidante, antibacteriana, antifangica, antiviral, anti-inflamatéria, antiespasmadicas,
expectorante, diurético. Destacando que todos os 6leos volateis sdo: antissépticos e estimulam
a producéo de globulos brancos do sangue, elevando a imunidade. (BAKKALI et al., 2008;
MCINTYRE, 2010).

No que diz respeito a combinacdo de fatores que contribuem para as propriedades
bioldgicas dos Oleos essenciais, lembrando da sua composi¢do complexa, deve-se procurar
saber se 0s seus efeitos biologicos resultam do sinergismo de todos os componentes do OE ou
da atuacdo dos mais abundantes na sua composicdo (BAKKALI et al., 2008; FRANZIOS et
al., 1997; KALEMBA et al., 2003; SANTANA-RIOS et al., 2001).

Na literatura, em muitos casos, 0s constituintes majoritarios da composi¢do do 6leo
essencial sdo estudados isoladamente para analisar as caracteristicas bioldgicas e biofisicas. No
entanto, a acdo do OE, em comparacdo a atuacao de alguns de seus compostos isolados, merece
atencdo pois, € provavel que as atividades dos compostos isoladamente estudados sejam
complementadas com a atuagdo dos compostos moleculares em menores proporcdes que
formam o OE (BAKKALI et al.,, 2008; FRANZIOS et al., 1997; IPEK et al., 2005;
KALEMBA et al., 2003; SANTANA-RIOS et al., 2001).

A partir da relagdo entre as plantas medicinais e a humanidade, verifica-se a utilizagio
dos 6leos essenciais em acOes médicas curativas ou preventivas e, a canela faz parte deste
estudo como uma das plantas utilizadas na medicina. Por isso, interessante, neste ponto,

apresentar a caracterizagdo teorica inicial do 6leo essencial da Cinnamomum.
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2.3.2 OLEO ESSENCIAL DA CINNAMOMUM HATSCHBACHII VATTIMO-GIL (OECHVG)

Comprovando varias bioatividades da canela, outras pesquisas ja identificaram
aplicacoes larvicidas, bactericidas, carrapaticida e fungicidas, indicando ainda possibilidades
de uso em férmulas de remédios e fitoterapicos para tratamento topico e terapéutico do género
Cinnamomum (BAKKALI et al., 2008; DUARTE, 2014; KOKETSU et al., 1997).

De acordo com a literatura, a composicao quimica dos éleos essenciais da Cinnamomum
em geral possuem os grupos funcionais: hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos
e ésteres como é o caso de compostos como eugenol, b-cariofileno, cinamaldeido, p-isopropil-
tolueno, a-pineno, benzaldeido, benzoato de benzila e linalol, em diferentes concentragdes
(DIAS, 2009; MENDES, 2011; MONTEIRO, 2013; RANASINGHE et al., 2002; REIS,
2012; SIMOES et al., 2010).

Como ja mencionado, os diversos 6rgaos da planta podem acumular sua esséncia e, em
uma mesma planta seu OE pode estar presente em todas as suas partes. Apesar disso, a
composicdo do 6leo apresenta variacBes a depender da localizacdo na planta. No estudo feito
por Oliveira (2000) sobre a Canela, o 6leo encontrado na casca da arvore, possui alta
concentracdo de cinamaldeido, ja o dleo das folhas e das raizes possuem maior concentracao
de eugenol.

Ja o estudo de Koketsu (1997) verificou que a composicdo do 6leo essencial da casca
da Cinnamomum apresenta 55% de cinamaldeido e 12% de eugenol. J& nas folhas tem-se 94%
de eugenol e apenas tracos de cinamaldeido.

Ainda, segundo Andrade (2012) na casca seca da Cinnamomum zeylanicum foram
identificados mais de dez componentes, com maior concentracao de (E)-cinamaldeido com 72
%, acetato de (E)-cinamila em segundo lugar, com 5,99 % e monoterpenoide 1,8-cineol em
terceiro lugar, com 4,66 %.

Podemos citar a espécie Cinnamomum zeylanicum Breyn que foi avaliada em relacéo a
fitodisponibilidade de metais, a atividade antioxidante e antibacteriana do OE extraido das suas
folhas e demonstrou resultados positivos para uma disponibilidade dos metais Ni e Cu,
potencial antioxidante e atividade frente as bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Serratia odorifera, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis
(DIAS, 2009).

Além disso, o OE da Cinnamomum zeylanicum Blume obteve uma forte atividade
antimicrobiana do contra 21 (vinte e um) tipos de bactérias, usando o método de difusdo em
disco (UNLU et al., 2010). Ainda, segundo Mendes (2011), o OE da Cinnamomum zeylanicum
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Breyn, extraido das folhas teve anélise positiva em relacdo ao efeito larvicida contra larvas em
terceiro estagio do mosquito Aedes aegypti. Ja o estudo de Bona (2012), utilizou o OE da mesma
espécie de Canela, para producdo de um composto vegetal, juntamente com 6leo essencial de
orégano, alecrim e extrato de pimenta vermelha para reducéo de enterites especificas em aves
causadas por Eimeria maxima e E. tenella. Observou-se também, no trabalho de Monteiro
(2013) com o OE Cinnmomum zeylanicum, resultados positivos da atividade larvicida contra
larvas e fémeas de Rhipecephalus microplus (carrapato bovino). Também em Budri (2014), foi
testado o OE da Canela na atividade sobre a formacao de biofilmes em cepas de Staphylococcus
aureus, em diferentes superficies, reduzindo a capacidade de producéo de biofilme.

2.4 NANOCIENCIA/NANOTECNOLOGIA/NANOBIOTECNOLOGIA (N&N&ND)

A ciéncia, além de estudar e entender as diversas atividades do nosso cotidiano, possui
desdobramentos que promovem conhecimento, desenvolvimento tecnolégico com o intuito de
melhorar o cotidiano da populacdo e, pode-se dizer, que esta é a funcdo da Nanociéncias,
Nanotecnologia e Nanobiotecnologia (DURAN et al.,, 2006; DURANT et al., 1978;
POLETTO et al., 2008; SOUZA, 2000).

O conjunto de conhecimentos obtidos ou produzidos com o objetivo de entender e
orientar as pessoas em suas atividades cotidianas é o que chamamaos de ciéncia. Ja a aplicacdo
de uma série de conhecimentos de forma pratica, técnica e economicamente viavel é o que se
chama de tecnologia (DURAN et al., 2006; HAWKING, 1988).

A evolucdo cientifica cresce a cada dia e com ela a esperanca e possibilidade de
transformacéo da sociedade, diante dos diversos problemas que enfrenta e assola sua populagéo.
Néo é tarefa facil, apesar de estarmos bastante evoluidos tecnologicamente, no Universo
macroscopico, buscar respostas sobre, por exemplo, a existéncia de vida ou a condi¢édo dela a
partir de como a conhecemos em outros planetas. Atualmente, estamos nos confins do nosso
sistema solar, procurando analisar e compreender sobre 0 ambiente em condicdes tdo inospitas.
Mas, o que dizer do desconhecido Universo imensamente pequeno!?

O termo “Nano” vem da palavra Grega que significa ando e se refere ao prefixo métrico
10° m. Isso significa um bilionésimo de um metro. "Nano" pode ser atribuido a qualquer
unidade de medida.

A Nanociéncia, Nanotecnologia e Nanobiotecnologia, empenham-se na caracterizacéo,
manipulacdo, fabricacdo, aplicacdo de sistemas biologicos e ndo bioldgicos e, como ja

mencionado, ainda possui um Universo a ser descoberto. Dentro destes conceitos, por exemplo,
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podem até ser criados compostos moleculares inteligentes na escala nano, o que condiciona aos
denominados nanocompositos, com capacidades especificas e determinadas. Assim,
nanocompositos sdo formados por materiais hibridos, em que pelo menos um elemento possui
dimensdo manométrica.

Por exemplo, compoésitos e nanocompdsitos, em escala ndo nano, possuem
comportamentos diferentes, e a principal distingdo reside no fato de que os nanocompdsitos
alcancam maior area superficial, o que gera maior interacdo do nanocomposto com o local de
atuacdo (ASSIS et al., 2012).

A nanotecnologia é mais utilizada, atualmente, nas areas da biomedicina e tecnologia
da informacéo, sendo novidade a sua utilizacdo, também, na industria de alimentos, onde ja
existem estudos em relacdo a nutricdo e embalagens inteligentes (ASSIS et al., 2012).

Aliado a essa evolucgédo tecnoldgica esta a utilizacdo de produtos naturais, como por
exemplo os Oleos essenciais, vinculados a producdo de sistemas emulsionados por serem
economicamente viaveis, biodegradaveis e seguros, representam uma possibilidade de
aplicacdo no controle de diversos microrganismos e patdégenos que interfere na agroindustria,
alimentacéo e seres humanos (DURAN et al., 2006; JOAQUIN et al., 2009).

2.5 SISTEMAS EMULSIONADOS

O termo emulsdo deriva da palavra em latim emulgeo, que significa em portugués:
mungir, que, por sua vez, quer dizer, extrair das tetas, ordenhar, explorar. Neste sentido,
emulsdes sdo preparagdes com aspecto leitoso (MORAIS, 2006).

Por meio de sistemas emulsionados sdo fabricados produtos com as mais diversas
finalidades, em areas cosmeticas, farmacéuticas, industriais, alimenticias, agricultura,
transporte de materiais de risco, detergentes, entre outros. No entanto, o sistema emulsionado
ndo é totalmente novidade no nosso cotidiano, temos exemplos de sistemas naturais que
consumimos ha muito tempo, como o leite que ao olho desarmado parece uma solucao
homogénea, mas se utilizados equipamentos Opticos, pode-se observar estruturas em suspensao.
O sangue também é emulsdo natural, e dentre outros produtos emulsionados, cita-se a manteiga,
maionese, margarina, cosmeticos e cremes.

Sistema emulsionado, também chamado de emulsdo, constitui-se pela mistura de dois
elementos liquidos em fases diferentes, ou seja, imisciveis, como por exemplo, agua e 6leo,
onde um dos elementos esta disperso no outro, classificando-se de acordo com a quantidade de
cada elemento em: 4gua em 6leo (A/O) ou 6leo em &gua (O/A) (FRANGE et al., 2010; LIMA
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etal., 2008). O elemento apresentado na forma de gotas é chamado fase dispersa ou fase interna,
ja o liquido da outra fase, denomina-se fase continua ou externa (HERNANDEZ, 2004).

No sistema A/O (agua em 6leo) o dleo € o elemento externo/continuo/dispersante, em
maior quantidade e a &gua € o elemento interno/descontinuo/disperso, ja no sistema classificado
em O/A (6leo em agua) a distribuicdo dos elementos ocorre de forma oposta, com 6éleo em
menor quantidade, disperso em gotas e a agua € que estd em maior quantidade como elemento
dispersante.

As emulsdes sdo misturas instaveis termodinamicamente, ou seja, os elementos liquidos
que compBem a mistura, inicialmente, aparentemente homogéneos, podem se separar. A
estabilizacdo da mistura pode advir de forma natural, decorrentes de agentes fisicos cinéticos,
que fazem com que a quebra da estabilizacdo ocorra de forma, tdo lenta, que garante uma
estabilidade ao sistema. A estabilizacdo de um sistema emulsionado pode ocorrer, também, por
meio da interacdo de um elemento fisico atuante, denominado emulsionante ou surfactante
(OLIVEIRA et al., 2004).

Varios agentes fisico-quimicos influenciam na estabilizacdo de um sistema
emulsionado, como o pH, densidade, distribuicdo de composicdo e tamanho médio das gotas,
dai advém outras classificacdes para as emulsdes (SALAGER et al., 2006).

Os sistemas emulsionados sdo comumente classificados em: macroemulsao (emulséo),
microemulsdo e nanoemulsdo. Os tamanhos das estruturas que compdem o0s sistemas
emulsionados, bem como a aparéncia e a estabilidade, que variam de acordo com o referido

tamanho, sdo os apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 — Dimenséo das particulas, aparéncia e estabilidade por classificacdo do sistema emulsionado
Dimensao da

Classificaao , Aparéncia Estabilidade
Particula
Macroemulsao/Emulsdo 1100 um Branca/Leitosa Instavel
Microemulsdo 0,01-0,14 um  Transparente Termodinamicamente
estavel
Nanoemulsao 20 — 200 nm Transparente Cineticamente

estavel
Fonte: Adaptado de (HERNANDEZ, 2004; MEZADRI, 2010; OLIVEIRA et al., 2004)

2.5.1 NANOEMULSAO

Nanoemulsdo consiste em um tipo de sistema emulsionado com mistura liquida de duas

fases acrescida de um emulsionante, observando-se que as particulas que compdem a fase
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dispersa do sistema possuem tamanho em escala nano, dai a denominagdo nanoemulsdo ser
preferivel. Caracteriza-se por ser ultrafina e transparente.

Considerando a alta fluidez e a dificuldade de alcancar a estabilidade, as nanoemuls6es
sdo sistemas frageis por natureza. Qualquer instabilidade apresentada geralmente sera
visualizada facilmente (MEZADRI, 2010; SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).

As nanoemulsGes apresentam varias vantagens que despertam 0 interesse para a
industria de cosméticos, dentre as quais: diminuicdo de instabilidade como sedimentacdo,
cremeacéo e floculacédo, prevencao de efeitos de coalescéncia, maior eficiéncia de distribuicdo
e facilidade de penetracdo de agentes bioativos na pele (MEZADRI, 2010).

As nanoemulsbes ndo alcancam a estabilidade muito facilmente e nem
espontaneamente. E necessario o emprego de energia, com a utilizacdo de dispositivos
mecanicos ou quimicos, para que a nanoemulsédo alcance a estabilidade. S&o entdo considerados
sistemas termodinamicamente instaveis e cineticamente estaveis (ASSIS et al., 2012;
HERNANDEZ, 2004; KENTISH et al., 2008).

A obtencdo de um sistema nanoemulsionado requer o potencial quimico dos
componentes e 0 emprego de energia. Uma alta energia mecanica € utilizada a fim de produzir
forcas que causam o cisalhamento das particulas da fase dispersa, garantindo uma diferenca de
pressao interna e externa da gota (Lei de Young-Laplace), mantendo o equilibrio necessario
para formar particulas menores. A homogeneizacdo da solucdo é feita com o equipamento
gerador de ultrassom (ABBAS et al., 2013).

Todo sistema possui a tendéncia natural de diminuir sua energia potencial
desequilibrando-se, a manutencao do equilibrio requer, entdo, uma diferenca de pressao que aja
contra a diminuigéo da tensdo superficial da bolha. Concluindo-se que quanto menor a bolha,
maior deve ser a diferenca de pressdo entre os lados interno e externo da mesma (HELLMUTH,
2006).

Os conhecimentos a respeito da inter-relagdo de materiais nanoestruturados com os
diferentes receptores ambientais, também devem ser levados em consideragdo por meio da
investigacdo nanotecnoldgica dos possiveis efeitos toxicos que envolvem a producéo,
comercializacao e descarte desses produtos (PASCHOALINO et al., 2010).

A producédo de materiais diferenciados baseados em sistema dispersos com poder de
estabilidade e aspecto sensorial agradavel, estd levando a nanotecnologia a desenvolver
aplicacdes em embalagens de produtos desde o desing, confecgdo, descarte/reciclagem, que
supre a exigéncia de mercado e do consumidor. Trabalhos com materiais nanoestruturados a

partir de sistemas nanoemulsionados ja foram produzidos inclusive com o OE Cinnamomum
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incorporadas a matrizes poliméricas, com o objetivo de criar embalagens “ativas” (MOURA et
al., 2014).

No que se refere as aplicacBes da nanotecnologia em alimentos, destaca-se 0 uso de
nanoparticulas lipidicas solidas utilizadas como transportadoras de coldides empregados para
encapsular, proteger e entregar componentes funcionais como lipidios bioativos e drogas;
nanocompositos em alimentos e embalagens ativas (ASSIS et al., 2012).

Quanto a possibilidade de aplicacdo em beneficios para os seres humanos, de acordo
com Costa (2015) o sistema nanoemulsionado da Lantana camara Linn apresentou resultados
inibitérios do crescimento do patégeno Leishmania amazonensis na forma promastigota. E
segundo Ferreira (2014), sistemas nanoestruturados empregados como larvicida pode
apresentar melhores resultados contra o Aedes aegypti.

Com o crescente aumento na producéo de nanomateriais é necessario ampliar os estudos
qguanto a sua ecotoxicidade visando proteger diferentes ambientes de forma adequada e

sustentavel para a fauna, flora e a sade humana e explorar atividades bioldgicas destes.

2.6 MICROBIOLOGIA: BACTERIAS PATOGENICAS

A microbiologia consiste no estudo biolégico de organismos microscopicos, dentre 0s
guais encontram-se as bactérias, que sdo microrganismos simples, unicelulares. As bactérias
sdo seres que se desenvolvem em variados tipos de meio (ar, &gua, solo, mar e até em outros
seres vivos) e possuem grande importancia para a vida humana, pois sdo responsaveis pela
decomposicdo de matéria organica, podem provocar doencas e podem ser utilizadas em
processos industriais em Engenharia Genética e em Biotecnologia (TORTORA et al., 2012;
TRABULSI et al., 2008).

As bactérias que causam doencas sao as patogénicas, e estas sdo foco de muitos estudos,
tendo em vista a necessidade de se encontrar substancias que inibam seu desenvolvimento ou
proliferacdo, possibilitando controle sobre as mesmas e redugdo das patologias por elas
causadas (TORTORA et al., 2012; TRABULSI et al., 2008). Assim, analisar a atividade
antibacteriana de determinados principios ativos, consiste em observar se a substancia terd
alguma acdo contra o desenvolvimento dos microrganismos testados (TORTORA et al., 2012;
TRABULSI et al., 2008).

Dentre os exemplos de bactérias patogénicas, de origem alimentar ou hospitalar que
causam doencas infecciosas, cita-se as seguintes: Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Streptococcus pneumoniae e Klebsiella pneumoniae. Diversos trabalhos utilizando substancias
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de uso tradicional (OE e extratos de plantas) e nanotecnologia (sistemas emulsionados), estdo
sendo testados contra esses microrganismos, que cada vez mais estdo criando resisténcia aos
antibioticos e solucGes sanitizantes (BERALDO et al., 2013; BRASIL, 2009; OLIVEIRA,
2011).

Com relacéo a atividade antimicrobiana de estudos usando o OE da Canela e de outras
especiarias, podemos citar o trabalho de Beraldo (2013) que utilizando o método de
microdiluicdo, determinou a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais das
plantas canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), contra as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli e comparou com a CIM de hipoclorito de
sddio. Como resultado obtido os OEs de Canela e Cravo-da-india foram mais eficientes que o
hipoclorito de sédio na inibicdo das bactérias estudadas.

Em seu estudo Trajano (2009) comparou a atividade antibacteriana entre OEs de
especiarias como Cinnamomum zeylanicum Blume, Coriandrum sativum L., Cuminum
cyminum L., Mentha. piperita L., Ocimum basilicum L., Origanum majorana L., Pimpinella
anisum L., Piper nigrum L., Rosmarinus offinalis L. e Zingiber offinalis Rosc frente as bactérias
patogénicas Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Salmonella enterica, Serratia marcencens e Yersinia enterocolitica. A realizacdo dos ensaios
antibacteriano foi por meio do método de difusdo em meio solido e para a avaliacdo do resultado
considerou-se possuidor de atividade antibacteriana o OE que apresentou halos de inibicao igual
ou maior que 10 mm de didametro. Neste sentido, os resultados mostraram que os OEs das folhas
da C. zeylanicum e do E. caryophyllata apresentaram eficiéncia na inibi¢do de todas as cepas
bacterianas estudadas.

Ainda, Freire (2011) utilizou os OEs Origanum Majorana L. (manjerona), Illicium
verum Hook. f. (estrela de anis) e Cinnamomum zeylanicum Blume (canela) contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, e os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, observando o crescimento do halo de inibi¢cdo do micélio por meio de comparacéao
com o padrdo do prato (sem 6leo). Os resultados obtidos com os OEs de manjerona e canela
causaram inibicao sobre as bactérias S. aureus e E. coli, enquanto o 0leo essencial da estrela de
anis apresentou atividade apenas contra E. coli e contra os fungos estudados, os OEs de
manjerona, estrela de anis e canela apresentaram efeito inibidor.

Assim, observa-se da analise dos resultados encontrados na literatura que o OE essencial
da Cinnamomum apresenta potencial antibacteriano e antifdngico, superando até mesmo o
hipoclorito de sédio (BERALDO et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Nanociéncia, Nanotecnologia
e Nanobiotecnologia (N&N&NDb) e Microbiologia que formam o Complexo BIONORTE e
Laboratérios de Botanica e Ecologia Vegetal (LABEV) da Universidade Federal do Acre
(UFAC) em parceria com os Laboratérios de Nanobiotecnologia, Biologia e Quimica da
Universidade de Brasilia (UnB).

A pesquisa foi realizada com base em material botanico, passando pelas seguintes fases:
determinacdo do material de estudo, coleta, processamento e analise. A planta escolhida para
estudo foi a Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil (Canela), que, apds coletada e processada,

foi analisada sob trés aspectos: 6leo essencial, emulsdes e nanoemulsdes.

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

No 6leo essencial de Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil foram realizadas medidas
experimentais de Densidade, Cor e Aparéncia, Potencial Hidrogenidnico (pH), Espectroscopia
de Absor¢do no Ultravioleta Visivel (UV-Vis), Infravermelho com Transformada de Fourier
(IR-FT), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio com Transformada de Fourier de
(RMN-TF), Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massa (CG-EM) e anélise
antibacteriana. Quanto aos Sistemas Emulsionados foram realizadas medidas experimentais de
Potencial Zeta e de estabilidade por meio do teste de centrifugacdo, também foi realizada a
analise antibacteriana.

Para a realizacdo dos procedimentos, desde a coleta até a analise do 6leo e sistemas
emulsionados, foram utilizados os seguintes materiais e equipamentos: i) Coleta: escada,
tesoura, tercado n° 128, lona e sacos de plasticos de 100 litros de cor preta; ii) Processamento
do Oleo Essencial e Sistemas Emulsionados: estufa microprocessada, liquidificador, beques
50, 100 e 500 ml, filme de PVC transparente, funil, papel aluminio, destilador de agua,
hidrodestilador para 6leos essenciais tipo Clevenger, pipeta volumétrica graduada, tubos de
ensaios com rosca e tampa, centrifuga e sonicador ultrassénico; iii) Analise: peagametro;
refratbmetro; espectrometros UV-Vis, IR-FT, RMN-TF; cromatégrafo CG-EM; e, também, a
centrifuga e o ZetaSizer que passam a ser descritos abaixo.
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Para a melhor descricdo divide-se abaixo os materiais de acordo com as etapas
percorridas entre a coleta, processamento do 6leo essencial e sistema emulsionado e analise dos

produtos obtidos.

3.1.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA COLETA

Foram empregados neste processo: no que diz respeito a alcancar partes altas do vegetal,
uma escada; para o corte de galhos fortes foi necessario um tercado n° 128; para retirar 0 6rgao
objeto de estudo do vegetal (folhas) sem danifica-los, fez-se o uso de uma tesoura; e de bandeja

plastica para a lavagem; por fim, sacos plasticos para acondicionamento e armazenagem.

3.1.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para o0 processamento do material e obtencdo do 6leo essencial e de sistemas
emulsionados foram utilizados o0s seguintes materiais e equipamentos: estufa microprocessada,
liquidificador/triturador, beques 50, 100 e 500 ml, filme de PVC transparente, funil, papel
aluminio, balanca eletrdnica, balanca analitica de precisdo, destilador de 4gua, hidrodestilador
para 6leos essenciais tipo Clevenger, pipeta volumétrica graduada, tubos de ensaios com rosca
e tampa, centrifuga e sonicador ultrassénico.

Para a leitura e tratamento dos resultados apresentados apds o processamento do
material pesquisado na espectroscopia UV-VIS e IV-TF, foi utilizado o programa OriginPro
8.0 da OriginLab Corporation destinado a elaborar os gréficos; na espectroscopia por RMN-TF
foi utilizado o programa 2D NMR Processor da ACD Labs para interpretacdo das leituras
realizadas pelo equipamento e edicdo dos graficos; na Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectroscopia de Massa (CG-EM) foi utilizado o programa OpenChrome 1.0 Community
Edition (Aston) para identificagdo dos resultados; e, na analise estatistica dos testes
microbioldgicos foi usado o programa Assistat 7.7 beta.

3.1.2.1 Estufa Microprocessada de Secagem
Estufa modelo Q317M da Quimis, com cdmara interna em aco inoxidavel, estrutura

externa com chapa de ago revestida em epoOxi eletrostatico, controlador eletronico

microcontrolado de temperatura, indicacdo digital da temperatura programavel com as funcdes
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de set point auto sintonia, com duplo display, temperatura minima 50 °C e méxima 200 °C,

homogeneidade na camara: + 5°C em um ponto.
3.1.2.2 Triturador

Liquidificador modelo Power 2i L-28 400 W da Mondial, 2 Velocidades + Pulsar, copo
com 1,25 litros de capacidade util, tampa com copo dosador.

3.1.2.3 Balanca Eletronica

Balanca portatil, modelo 2000, série CS da Ohaus, com capacidade de 2000g, precisdo
de 1g e Display de cristal liquido (LCD).

3.1.2.4 Hidrodestilador tipo Clevenger

Dispositivo de hidrodestilacdo tipo Clevenger com modifica¢des, composto de um bal&o
de fundo redondo de 5.000 mL, manta aquecedora da Quimis e bebedouro transformado para

refrigeracéo.
3.1.2.5 Centrifuga Microprocessada

Centrifuga modelo Q222TM para tubos da Quimis, com corpo em ago e pintura epoxi
eletrostatica. Capacidade maxima de 280 mL com densidade de até 1,2 Kg/dm3 possui indicacdo
digital do RPM (rotagdes por minuto), tempo, tampa aberta, alarmes e selecdo digital da

velocidade e do tempo.
3.1.2.6 Destilador de Agua

Aparelho tipo Pilsen, modelo Q341 da Quimis, com caldeira em ago inox e clpula de

vidro transparente.
3.1.2.7 Homogeneizador Ultrassonico

Sonicador ultrassonico Sonoplus HD 2070 da Bandelin, com amplitude constante
independente de mudangas nas condi¢es da amostra. Possui controle da irradiacdo ultrassom,
desgaste da sonda, limites de pulsacdo temperatura durante o processamento da amostra.
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3.1.2.8 Balanca Analitica de Preciséo

Balanca Série AY 220 digital da Shimadzu, com capacidade de 2209 e precisdo de
0,0001g. Possui calibracéo do teclado utilizando o0 peso externo.

3.2 METODOS

Os métodos desenvolvidos durante a execugdo do trabalho iniciaram pela coleta do
material botanico objeto de estudo, sele¢éo e tratamento do mesmo, extragédo e caracterizacdo

do 6leo essencial, até a producdo e analise do sistema emulsionado.

3.2.1 ORIGEM E COLETA

As amostras das folhas da Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil foram coletadas nos
meses de fevereiro e marco de 2015 na chacara Viveiro da Amazonia localizada na Rua Belo
Jardim, n. 187, loteamento Joafra, no municipio de Rio Branco, Estado do Acre nas seguintes
coordenadas: -9.942481S, -67.853376W (Figura 3).

‘Mapado Estado |
do Acre

Municipio dz Rio Branco

Local da Coleta: Rua Belo Jardim
187, loteamento Joafra, no municipio
de Rio Branco — Acre. Coordenadas:
-9.9424818, -67.853376W

Figura 3 — Localizag8o de extracdo do material boténico.
Fonte: C. A. L. Souza.
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As amostras foram levadas para o Laboratorio de Boténica e Ecologia Vegetal
(LABEV) do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Natureza (CCBN) da Universidade Federal
do Acre (UFAC) para identificacdo botanica e para o Laboratéorio N&N&Nb para
processamento, no Complexo BIONORTE da UFAC.

3.2.1.1 Identificacdo Boténica

O material vegetal objeto desta pesquisa foi coletado em 5 (cinco) amostras contendo

folhas, flores e frutos (Figura 4).

(€)

Figura 4 — Folhas, fruto e amostras de folhas da Cinnamomum hatschbachii.
Legenda: (a) Folhas; (b) Fruto; e (c) Amostra proporcional das folhas.
Foto: C. A. L. Souza

Apos a limpeza das folhas e retirada do excesso de ramos secundérios, o material foi
acomodado em prensas de madeira e colocado em estufa de secagem composta de duas

lampadas de 150 W durante 72 (setenta e duas) horas.

3.2.2 SELECAO E TRATAMENTO DAS FOLHAS DA CINNAMOMUM HATSCHBACHII VATTIMO-GIL

Apo0s a coleta e identificacdo boténica as folhas jovens e adultas sem defeito foram

selecionadas para obtencédo do 6leo e sistemas emulsionados (Figura 5).
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Figura 5 — Selecdo de folhas da Cinnamomum hatschbachii.
Foto: C. A. L. Souza

Em seguida, o material foi lavado no Lboratério de N&N&Nb no Complexo
BIONORTE na UFAC, em agua corrente. E, com a finalidade de retirar o excesso de agua das
amostras, as mesmas foram espalhadas sobre uma lona, em ambiente externo, por um periodo
de 1 (uma) hora (Figura 6). Ao final, foram recolhidas e colocadas em sacos plasticos escuros
de 100 litros.

Figura 6 — Lavagem e secagem das folhas
Legenda: (a) Lavagem das folhas na cuba funda (b) Retirada do excesso de umidade das folhas da Cinnamomum
hatschbachii.
Fotos: C. L. A. Souza.

Apos as primeiras 24 (vinte e quatro) horas, as folhas foram submetidas a uma estufa
microprocessada de secagem. A temperatura de graduacao da estufa durante o processo foi de

50 °C, pelo periodo de 4 (quatro) a 5 (cinco) horas (Figura 7).
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Figura 7 — Secagem das folhas da Cinnamomum hatschbachii.
Foto: C. A. L. Souza

Concluida a secagem na estufa microprocessada, conforme as folhas secas iam sendo
retiradas do equipamento, imediatamente realizava-se o processo de trituragéo (Figura 8).

Figura 8 — Trituracéo das folhas da Cinnamomum hatschbachii.
Legenda: (a) Insercdo das folhas no equipamento; (b) Trituracdo das folhas.
Fotos: C. A. L. Souza.

O material triturado foi armazenado em beques de 500 ml cuja abertura foi vedada por
meio de cobertura com filme de PVC transparente, para evitar a absor¢cdo de umidade do

ambiente.

3.2.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DA CINNAMOMUM HATSCHBACHII VATTIMO-GIL
(OECHVG)

Para a extracdo do 6leo essencial da Canela as folhas trituradas foram processadas por

meio de um hidrodestilador tipo Clevenger com modificacdes.
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Uma por¢do de 300 g de folha triturada pesada numa balanca eletronica portétil, foi
utilizada em cada extracdo com a adicao de 2,5 (dois e meio) litros de agua destilada, produzida
por um destilador de agua tipo Pilsen.

O material triturado foi depositado dentro de um bal&o de fundo redondo por meio de

um funil de bico médio (Figura 9).

Figura 9 — Processamento das folhas da canela trituradas para extracdo do OECHVG
Legenda: (a) Hidrodestilador Clevenger modificado; (b) Pesagem do material para introducéo no baldo de fundo
redondo; e (c) Destilador de agua tipo Pilsen.
Fotos: C. A. L. Souza.

O material vegetal ficou completamente submerso na dgua destilada.

ApOs a mistura dos componentes no baldo, o mesmo foi encaixado em uma manta
térmica que faz parte do equipamento, tendo sido ligado e monitorado a temperaturas entre 80
e 100 °C.

Quinze minutos apds o sistema térmico ser ligado, conectou-se o tubo de vidro do
hidrodestilador no baldo de fundo redondo e acionou-se o sistema de refrigeracao.

Iniciado o processo de hidrodestilacdo, o material botanico ferveu junto com a agua e
de acordo com o método de extracdo por hidrodestilagdo, a &gua vaporizou e o vapor levou
consigo o Oleo essencial. Ao chegar no condensador, os vapores sofreram choque térmico
tornando-se liquidos, e formou-se dois sistemas visivelmente imisciveis, dgua e 6leo.

Dessa forma, o oOleo essencial pdde ser coletado abrindo a valvula abaixo do
condensador e foi acondicionado em tubos de ensaio com tampa e rosca, e recoberto com papel
aluminio (Figura 10).
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Figura 10 — Processo de extracdo do OECHVG.
Legenda: (a) Material botanico fervendo no Hidrodestilador; (b) Os dois sistemas distintos visiveis obtidos no
condensador; e (¢) OECHVG coletado nos tubos de ensaio.
Fotos: C. A. L. Souza.

O processo de uma extracao, nas condi¢des citadas, durou em média de 4 a 5 horas no
hidrodestilador.

O odleo essencial coletado no procedimento de extragdo acima descrito, por meio do
condensador, ainda passou por um processo de centrifugacdo a 2500 rpm por 5 minutos, com a
finalidade de separar, em suspensédo, o residuo de agua que ainda exista no 6leo essencial
coletado (Figura 11).

Figura 11 — Centrifugac&o.
Legenda: (a) Alocagdo dos tubos de ensaio com o material na centrifuga; (b) Processo de centrifugacéo.
Fotos: C. A. L. Souza.

No processo de centrifugacdo o residuo de agua fica em suspensdo formando,
novamente, dois sistemas distintos visiveis e a agua foi retirada por uma pipeta volumétrica
graduada.
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3.2.4 CARACTERIZAGAO FisICO-QUIMICA E ANALISES ESPECTROSCOPICAS DO OECHVG

Para a caracterizacdo do OE da Canela realizou-se o calculo do seu rendimento, medida
do indice de refracdo, determinacdo do pH, célculo da densidade, verificacdo da cor e aparéncia,
espectroscopia no UV-Vis, IV-TF, RMN-TF e cromatografia CG-EM.

3.2.4.1 Determinacdo do Rendimento do OECHVG

O 6leo essencial extraido de material vegetal pode ter seu rendimento calculado por
meio de dois métodos diferentes, um que utiliza como base a biomassa seca (base livre de
umidade — BLU) e outro que tem como base a matéria itmida (base Umida — BU) (SANTOS et
al., 2004). Segundo o mesmo autor, 0 método BU apresenta resultados imprecisos, preferindo-
se, portanto, a utilizacdo do método de calculo do rendimento BLU, cujas repeticbes nao
resultam em desvios significativos.

Assim, para se conhecer o teor de umidade da biomassa, pelo método BLU, utilizou-se

a seguinte equacéo (1):

TO = —2 %100 1)

Bm—( 100 )

onde,

TO = teor de 6leo (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca) ou rendimento de
extracdo em (%).
Vo = volume de 6leo extraido (ml).

Bm = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos) em gramas.

B U ] _ _
( TOJ; ) = quantidade de umidade presente na biomassa.

BmxU
Bm — (
100

) = quantidade de biomassa seca livre de umidade.

100 = fator de conversao para porcentagem.

O resultado obtido pela aplicacdo da Equacédo (1) foi expresso em porcentagem, e
corresponde ao volume/massa, ou seja, quantidade de 6leo essencial em mL por 100 g de
biomassa seca, e expressa o teor de 6leo contido na biomassa seca (ATOCHE, 2014; COSTA,
2015; FARIA, 2010; MOREIRA, 2015; SANTOS et al., 2004).



48

3.2.4.2 Determinacéo do Indice de Refragio do OECHVG

A determinacdo do indice de refracdo foi realizada no Laboratério de Quimica da
UFAC, em triplicata.

Utilizou-se um Refratdmetro Modelo WY A-2S da Nova com gabinete metalico, ajuste
de dioptria, campo de focalizagdo de leitura (digital) BRIX, com faixa de 0 - 95% e preciséo
0,1%, indice de refracdo com faixa de 1.3000 — 1.7000 nD e precisdo + 0.0002 nD com leitura
direta.

Para medir o indice de refracdo calibrou-se o refratdbmetro (Figura 12) com agua
destilada, de acordo com o padréo estabelecido pelo fabricante. Em seguida, inseriu-se duas
gotas do 0Oleo essencial da canela sobre o prisma, abaixando-se o braco de leitura que contem a
lente e a fonte de luz de sodio e, iniciou-se a leitura obtendo o indice de refracdo absoluta do

0leo essencial da Canela.

Sg

7
:
-V

Figura 12 — Refratdmetro de bancada.
Foto: C. A. L. Souza.

3.2.4.3 Determinacdo do potencial Hidrogenionico (pH) do OECHVG

A medida do pH do oleo essencial foi obtido através do aparelho peagametro
microprocessado de bancada pertencente ao Complexo BIONORTE da UFAC. A referida
medida foi realizada em triplicata (Figura 13).

Utilizou-se o equipamento modelo Q400MT digital da Quimis, com corpo de plastico
resistente, faixa de medicdo de - 2,001 pH a 20,000 pH, indicacdo da temperatura entre 0°C e
100°C com precisao de £ 0,5°C.



49

Inicialmente o instrumento foi calibrado utilizando-se solugGes padres recomendadas
pelo fabricante. Em seguida, inseriu-se o eletrodo no interior de um recipiente contendo o OE

e determinou-se o pH.

Figura 13 — Determinacéo do indice de pH do OECHVG
Foto: C. A. L. Souza.

3.2.4.4 Determinagdo da Densidade do OECHVG

A densidade do OECHVG objeto deste estudo foi determinada por meio de um
picndmetro pertencente ao Laboratdrio de Quimica da UFAC, previamente seco, tarado, aferido
e calibrado com &gua destilada, pelo método de deslocamento de fluidos. O procedimento foi
realizado a temperatura ambiente de 25°C e os dados foram coletados em triplicata (MENDES,
2011).

Utilizou-se dispositivo constituido de vidro de potencial precisdo e ideal para se
determinar a densidade de liquidos.

Para célculo da densidade empregou-se a Equacdo (2) (MONTEIRO, 2013):

M{—M

Densidade (i) == )

mL 5mL

Onde:
M - massa do picnémetro contendo o OE.
M - massa do picnémetro vazio.

5 mL volume do picnémetro.
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3.2.4.5 Determinacdo da Cor e Aparéncia do OECHVG

Cor e aparéncia sdo propriedades fisicas que podem ser avaliadas de forma visual e
comparativa. Para andlise da cor, as formulagfes foram dispostas em tubos plasticos
transparentes, em uma superficie de fundo branco e a cor foi comparada com uma paleta de
cores conhecidas sobre a influéncia de iluminacdo com luz branca (policromatica) (MENDES,
2011; MONTEIRO, 2013).

E, para a analise da aparéncia do OECHVG as amostras foram colocadas em tubos de
ensaio de vidro transparente, dispostas em estante em grade de metal, tendo sido realizada,
também, por meio de verificacdo visual, especificamente quanto a passagem da luz através do
6leo (MENDES, 2011; MONTEIRO, 2013).

3.2.4.6 Espectroscopia por Ultravioleta Visivel (UV-Vis) do OECHVG

Utilizou-se um equipamento LAMBDA 950 da marca Perkin EImer, com comprimentos
de onda de 175 nm até 3.300 nm e medi¢es de alta precisdo do Laboratorio do N&N&NDb do
Complexo BIONORTE - UFAC.

A amostra do OECHVG foi preparada utilizando como solvente o Hexano nas
concentracfes de 0,10 %, 0,033 %, 0,011 %, 0, 0037 % e 0,0012 % de Oleo/solvente, tais
concentracBes foram necessarias para se obter linearidade nas leituras do equipamento.

O aparelho foi calibrado na faixa espectral de 190 a 800 nm por meio da realizacdo de
uma leitura padréo inicial, sem amostra, e outra leitura s6 com o solvente. Apos, introduziu-se
0 solvente (padrdo) em uma das cubetas e alocou-se no equipamento, em seguida, fez-se o
mesmo procedimento para a alocacdo da amostra do OECHVG no equipamento (Figura 14).
Foram realizadas tantas leituras quanto a quantidade de amostras dissolvidas obtidas nas

diluicdes.

Figura 14 — Espectrometro UV-Vis.
Legenda: (a) Recebendo as amostras nos pocos de leitura; (b) Realizando a leitura;
Fotos: C. A. L. Souza.


http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-131232BRO_FrontierFTIR.pdf
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Foram realizadas varreduras no espectrdmetro em intervalos de 10 nm referente as faixas

de comprimentos de onda entre 190 a 800 nm.

3.2.4.7 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) do OECHVG

A analise espectroscépica por I\V-TF foi realizada no Complexo BIONORTE da UFAC.

Utilizou-se o equipamento Frontier FT-NIR/MIR Espectrometros da marca
PerkinElmer, adaptavel de sistemas Frontier ™ IR, que se adapta aos sistemas MIR e NIR, ou
seja, com performance dual gama média-IR e préximo-IR Unico.

Para obtencéo dos espectros IV-TF do OECHVG, uma gota da amostra (OECHVG puro)
foi introduzida na cavidade do equipamento onde se encontra o prisma de cristal de Seleneto

de Zinco (ZnSe), conforme Figura 15.

< v

Snecac,

@

Figura 15 — Espectroscopia IV-TF do OECHVG
Legenda: (a) Espectrdmetro fechado; (b) Fonte de leitura do espectrémetro; (c) Introducdo do OECHVG na
fonte de leitura.
Fotos: C. A. L. Souza.

O espectrometro estava no modo de transmissdo ATR e a medicdo foi realizada
operando na faixa do espectro de luz infravermelho médio entre 4000 cm™ e 100 cm™.

3.2.4.8 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio com Transformada
de Fourier *H-RMN-TF) do OECHVG

A andlise espectroscdpica por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio com
transformada de Fourier (*H-RMN-TF) foi realizada no Laborat6rio Multiusuario do Instituto
de Quimica da Universidade de Brasilia (IQ-UnB).


http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-131232BRO_FrontierFTIR.pdf
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Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear serve para analisar a estrutura,
interacdo cinética ou dinamica das moléculas de compostos biolégicos ou sintéticos.

Utilizou-se um espectrémetro por Ressonancia Magnética Nuclear com Transformada
de Fourier (RMN-TF) modelo Ascend 600, da marca Bruker (EUA), equipado com sonda de 5
mm.

O espectrémetro RMN foi operado, no modo de medicdo para deteccdo de grupos
funcionais a partir do nimero de hidrogénios. O procedimento foi realizado por meio de uma
sonda de 5 mm, a 600 MHz de frequéncia e a uma temperatura de 25 °C, tendo como solvente
Cloroférmio Deuterado (CDCIs) e Tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.

3.2.4.9 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM) do OECHVG
O OECHVG teve sua composi¢do quimica analisada por meio da técnica da

cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas que foi realizada no Laboratério
Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (IQ-UnB) (Figura 16).

Figura 16 — Cromatdgrafo CG-MS
Legenda: (a) Cromatdgrafo (vista externa); (b) Coluna cromatogréfica (vista interna).
Fotos: C. A. L. Souza.

O Cromatdgrafo possui: fonte de gas de arraste; controlador de fluxo; cdmara de injecao;
coluna cromatografica contida em um forno; detector; e sistema de aquisicdo de dados. E uma
técnica experimental que permite obtencdo de informacgdes estruturais de uma molécula,
medindo sua massa e descrevendo sua férmula.

Utilizou-se um instrumento analitico que mede o conteddo de varios componentes da
amostra, modelo GCMS-QP2010 Plus da Shimadzu, que possui faixa de massas estendida (1,5

a 1.024 m/z), energia de lonizagdo variavel (10 a 200eV), duas bombas turbomoleculares
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(Quadrupdlo e fonte de fons) e lentes de detectores que conferem ao sistema sensibilidade —
1pg para OFN (S/N >60 — modo Scan e m/z=272).

O procedimento foi realizado com a instalacdo de uma coluna capilar de 30 m x 0,25
mm x 0,25 um, HP-5MS, tendo como fase estacionaria 5 % difenil, 95 % dimetil polisiloxano.
Utilizou-se o gas hélio como arraste a fluxo de 1,0 mL.min™.

Porcdes de 0,3 pL das amostras foram injetadas no modo split, com razdo de diviséo
1:10, com fonte de ionizacdo a 70 eV.

Operou-se 0 equipamento sob as seguintes condic¢des: temperatura do injetor: 280°C,
programacdo de temperatura do forno: 40 °C — 240 °C (40 °C.min™) — 240 °C — 300 °C (80
°C.min*, 7,5 min.) e linha de transferéncia 280 °C. Sendo que o detector de massas utilizado
foi o do tipo quadrupolo linear com varredura de 0,5 seg.scan™.

Para a preparacdo das amostras foram utilizados dois solventes (Triclorometano ou
Cloroférmio e Etanol) e um composto dos dois solventes (Cloroférmio + Etanol) aliados ao

OE, nas seguintes proporg0es (Tabela 2): de 2% e 0,2% (Figura 17).

Tabela 2 — Concentracoes e diluicbes do OECHVG no CG-EM.

1 2 3
Concentracéo
¢ (mg.mL™?) (mg.mL?1) Padréo (mL)
OECHVG/Etanol 2z =0,2 20 =2 10
10 10
L 2 20
OECHVG/Cloroférmio — =02 —=2 10
10 10
OECHVG/Cloroférmio 2 20
+Etanol 0= 92 0~ 2 10

Figura 17 — Amostras preparadas para 0 CG-EM
Foto: C. A. L. Souza.
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Apos a leitura das solugdes com os solventes no cromatdégrafo, somente a amostra do
OECHVG com Cloroférmio (apolar) a 2 % mostrou resultados consistentes para analise dos
dados.

O tamanho dos picos obtidos correspondem a abundéncia de cada composto na amostra.
Cada pico apresenta um espectro de massa com base no qual é possivel indicar o0 composto
quimico, por comparagdo com espectros de massa existentes no banco de dados do software e

no banco de dados do National Institute of Standards and Technology (NIST).

3.2.5 PRODUCAO E ANALISE DE SISTEMAS EMULSIONADOS

Inicialmente obteve-se uma macroemulsdo, a partir do OECHVG com a adi¢do de
agente emulsificante, determinado a partir da analise do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL)
da emulséo, e empregou-se 0 método da ultrassonicacdo de alta energia para se obter o sistema
nanoemulsionado.

Apos realizou-se a andlise do teste de centrifugacéo e ZetaSizer (potencial Zeta e indice

de polidispersividade) da nanoemulsao obtida, além do teste de atividade antibacteriana.

3.2.5.1 Producéo de Sistema Nanoemulsionado

Os sistemas nanoemulsionados foram produzidos no Laboratorio de Bioprospeccao e
Sinteses de Nanocompdésitos da UFAC (Complexo BIONORTE).

Para obtencdo de nanoemulsdo dissolveu-se, inicialmente, o emulsificante na fase
aquosa e apos misturou-se o resultado na fase oleosa, sendo a solugdo obtida submetida a
técnica de alta energia ou homogeneizacdo de alta pressdo por ultrassom, por meio do
equipamento descrito na Se¢édo 3.1.2.7.

Como fase aquosa utilizou-se agua destilada, como fase oleosa 0 OECHVG, e como
tensoativo foram usados Polissorbato 80 e Oleato de Sorbitano 80 com especificagdes

apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas dos tensoativos utilizados nas formula¢tes

Nome INCI* Nome_ EHL** Fabricante Caracteristicas
Comercial
. Tween® Hidrofilico
Polissorbato 80  Polyssorbate 80 15,0  Polytechno A
80 Nao Ionico
Oleato de Sorbitan Sab3o e Lipofilico
Sorbitano 80 Monooleate Span® 80 4,3 Glicerina N3o idnico

Fonte: (COSTA, 2015)
*INCI: International Nomenclature of Cosmetic Ingredient
**EHL: Equilibrio Hidrofilico/Lipofilico

No homogeneizador ultrassonico, a ponta de titanio foi introduzida em contato direto
com a amostra e, devido ao aumento da temperatura, o sistema foi refrigerado com agua e gelo.
Todo o processo seguiu a seguinte configuracdo: 5 ciclos de processamento por um periodo de

5 minutos cada, a uma poténcia de 60 watts (Figura 18).

Figura 18 — Nanoemulsificacéo
Legenda: (a) Mistura do OECHVG com o agente emulsificante; (b) Ultrassonicacdo da solugao.
Fotos: C. A. L. Souza.

3.25.1.1 Determinacéo do EHL do OECHVG

Para o estudo do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) do OECHVG, utilizou-se dois
agentes emulsificantes (tensoativos), um hidrofilico, compativel com a dgua (Polyssorbate 80 -
Tween® 80) e um lipofilico, compativel com o éleo (Sorbitan Monooleate - Span® 80).

O sistema de Equacdes (3) e (4) do metodo Griffin (1946) foi aplicado para o célculo
das quantidades necessarias de tensoativos em cada valor de EHL final da solucdo: (GRIFFIN,
1946).



56

Mp.EHLp+Mpg.EHL
e 2 = EHLpina ©)
My,+Mg=10g 4)

M, = Massa do Tensoativo Hidrofilico;

Mg = Massa do Tensoativo Lipofilico;

EHL, = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de A;
EHLg = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de B;
EHLginqa = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Final;

Na producao da nanoemulséo OECHVG/A, para 5 g de massa total aplicou-se a seguinte
proporcéo: 85 % Agua (A), 5 % Oleo (O) e 10 % Tensoativo (T). Teve-se, também, como base,
as especificacdes (valor do EHL) de fabrica dos tensoativos: Span 80 = 4,3; e Tween 80 = 15.

Assim, a partir de uma escala de valores de 8,0 a 15,0 foi determinado o EHL requerido
para 0 OECHVG (GRIFFIN, 1946).

A quantidade de cada tensoativo necessaria para cada valor que compde a escala de EHL

Final para os sistemas emulsionados esta descrita na (Tabela 4).

Tabela 4 — Massas dos tensoativos para formulacdes de diferentes EHL Final.

Formulacéo E.H L Tivitn I\/I'I("jl\/svstj:a gg) EHL Span (ggl gSpS:n Massa
Final 80 (80) 80 80 Total (9)
F-1 8,0 15 3,46 4,3 6,54 10
F-2 9,0 15 4,39 4,3 5,61 10
F-3 10,0 15 5,33 4,3 4,67 10
F-4 11,0 15 6,26 4,3 3,74 10
F-5 12,0 15 7,20 4,3 2,80 10
F-6 13,0 15 8,13 4,3 1,87 10
F-7 14,0 15 9,07 4,3 0,93 10
F-8 15,0 15 10,0 4,3 0,00 10

Fonte: (COSTA, 2015)
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Para formulagdo dos sistemas emulsionados utilizou-se as quantidades descritas na
Tabela 5 dos componentes agua/éleo/tensoativo para cada EHL Final da escala de 8,0 a 15,0

que foram nomeadas, respectivamente, de F1 — F8:

Tabela 5 — Composicéo das formulagdes para estudo do EHL Final — 10 % de tensoativos.

Agua Massada Tensoativo Massa do Oleo Massado Massa
(%) agua (g) (%) tensoativo (g) (%)  Oleo(g)  total (g)
85 4,25 10 0,5 5 0,25 5

Fonte: C. A. L. Souza

3.2.5.2 Analise de Sistema Emulsionado

Apols a producdo do sistema emulsionado houve necessidade de realizacdo de
determinadas analises para verificar as condigdes de estabilidade do sistema e se as particulas
atingiram um nivel tal de tamanho a ponto de caracterizar uma nanoemulsdo. Assim, realizou-
se a analise do teste de centrifugacao e ZetaSizer do sistema emulsionado obtido.

Também foi realizada analise da atividade antibacteriana das nanoemulsdes produzidas.

3.2.5.2.1 Teste de Centrifugacdo

Ap0s 24 (vinte e quatro) horas do preparo das amostras com EHLs de 8,0 a 15,0, cada
uma foi levada ao equipamento de centrifugacdo em tubos de ensaio com tampa e rosca
contendo 8 mL, tendo sido testadas nos ciclos de rotacdo de 1000, 2500 e 3500 rpm,
equivalendo a 164, 1041 e 2034 G, respectivamente.

As amostras foram submetidas ao processo de centrifugacdo durante 15 (quinze)
minutos para cada ciclo. Em seguida, foram deixadas em repouso por um periodo de 24 horas
a temperatura ambiente de 23 °C e foi realizada a avaliagéo visual.

As formulagbes que n&do apresentarem fendmenos de instabilidade (cremacéo,
sedimentacdo ou separacdo de fases) assim como, dimensdes menores que 200 nm, apos o

periodo de repouso serdo consideradas estaveis.

3.25.2.2 ZetaSizer

Utilizou-se o equipamento ZetaSizer do Laboratério de Nanobiotecnologia da UnB,

modelo Nano ZSP® da Malvern Instruments Ltd (Reino Unido, laser 633 nm), que possui as



58

seguintes especificacfes em relacdo ao tamanho de particulas e tamanho molecular na faixa de
medicdo: 0,3 nma 10,0 micra (didametro); Principio de medicdo: Espalhamento de luz dindmico;
Volume minimo da amostra: 12 uL; Precisdo: Melhor que + 2% em padrdes NIST. E, também,
as seguintes caracteristicas gerais: Faixa de controle da temperatura: 0°C - 90°C + 0,1; Fonte
de luz: He-Ne laser 633 nm, Max 10 mW.

O potencial Zeta (pZ) e o didmetro hidrodindmico (Dn) das amostras foram
determinados por meio da técnica da dispersao dindmica da luz e dispersdo de luz eletroforética
por efeito doppler com laser.

As formulacGes foram diluidas por meio do acréscimo de agua ultrapura (milli-g) na
propor¢do de 50 uL:950 uL (v:v), apds, foi realizada a calibragem do equipamento por 120
(cento e vinte) segundos e a analise, em triplicata, da amostra a uma temperatura de 25 °C e

angulo de leitura do laser a 90°.

3.2.5.3 Teste de Atividade Antibacteriana

A anélise da atividade antibacteriana das amostras do sistema emulsionado com EHL
variando de 09 a 15, assim como do OECHVG foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia do Complexo BIONORTE da UFAC, por meio da técnica de difusdo em disco
(CLSI, 2003), utilizando as seguintes bactérias patogénicas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

Durante o procedimento as bactérias foram crescidas em um periodo de 4 a 6 horas, a
uma temperatura de 37 °C, sendo sua turbidez ajustada para escala 0,5 de McFarland (CLSlI,
2003).

Apos, realizou-se a incubagdo onde as bactérias foram inoculadas em placas de Petri
com meio agar Muller-Hinton sobre as mesmas foram depositados discos de papel e sobre 0s
discos colocou-se 20 uL das amostras, realizando-se a incubacdo a uma temperatura de 37 °C
pelo periodo de 18 (dezoito) horas (CLSI, 2003).

Em cada resultado foi obtido o halo de inibicdo de trés amostras, a média e o desvio
padrdo. Tais resultados foram comparados estatisticamente por meio do Teste de Tukey para
comparar as medias entre 0s tratamentos contra as bacteérias, a partir das amostras do OECHVG
e as hanoemulsdes.

Em cada disco de amostra considerar-se-4& com atividade antimicrobiana o que
apresentar a formacdo de um halo de inibicdo igual ou superior a 10 mm de diametro
(TRAJANO et al., 2009).
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Por fim, foi realizada a medicao dos halos (discos) de inibicdo formados, por meio de
um paquimetro digital (CLSI, 2003).



60

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos baseiam-se nas analises realizadas a partir da caracterizacao
fisico-quimica e espectroscopicas do OECHVG, producgédo de nanoemulséo do OECHVG e da

analise da atividade antibacteriana do OECHVG e do sistema nanoemulsionado.

4.1 IDENTIFICACAO BOTANICA

De acordo com a caracterizacdo botanica, a espécie da arvore canela estudada, foi
identificada como pertencente a familia das Lauraceas, com o nome de Cinnamomum
hatschbachii Vattimo-Gil. Sua exsicata se encontra depositada no herbario da UFAC sob n°
6581.

4.2 RENDIMENTO DO OECHVG

O rendimento médio do OECHVG extraido pelo método de hidrodestilacdo foi
calculado em 0,71 % (Tabela 6). O valor determinado nos mostra que para cada 100 gramas de

folhas secas trituradas da Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil serdo obtidos 0,71 ml do OE.

Tabela 6 — Rendimento do OECHVG

N° de Massa por Massa t\gfalllugé \g?’ILej)r(T?aoéEo Rendimento
extraces  extragio (g) total (g) L) P L) (% ou mL.100g™)
15 300 4.500 31,95 2,13 0,71

Fonte: C. A. L. Souza

O rendimento médio do OE da Cinnamomum obtido se aproxima de resultados

encontrados na literatura cientifica entre 0,7 a 1,0 % (Tabela 7).

Tabela 7 — Rendimento do OE Cinnamomum descrito na literatura cientifica

Espécie Rendimento (%) Referéncia
Cinnamomum zeylanicum Blume 0,43 (ANDRADE, 2010)
Cinnamomum verum Presl 0,70 (KOKETSU et al., 1997)
Cinnamomum zeylanicum Breyn 0,75 (MENDES, 2011)
Cinnamomum zeylanicum Blume 0,93 (UNLU et al., 2010)
Cinnamomum zeylanicum Blume 1,03 (MONTEIRO, 2013)

Fonte: C. A. L. Souza
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Analisando a Tabela 7, observa-se que o método de célculo do rendimento (BLU) do
OE encontrados na literatura cientifica € 0 mesmo praticado nesta pesquisa € a variagdo entre
os resultados obtidos de espécies pertencentes ao mesmo género (Cinnamomum) pode ser
atribuida a fatores relacionados a local e época de coleta, clima da regido, tipo de solo e umidade

relativa do ar.

4.3 INDICE DE REFRAGCAO DO OECHVG

O valor médio do indice de refracdo obtido, a partir da metodologia j& descrita, para o
OECHVG foi de 1,5769 a 27,6 °C. O referido valor estd em conformidade com valores
encontrados na literatura (DIAS, 2009; MENDES, 2011; MONTEIRO, 2013; REIS, 2012).

No estudo fisico-quimico o indice de refracdo no OE é uma medida importante para a
identificacdo da pureza, adulteracéo, alteracéo e do tamanho da cadeia de hidrocarbonetos, pois,
quanto maior o indice de refracdo, maior serd a cadeia e 0 seu grau de instauracdo (COSTA,
2015; DOURADO, 2012; LUTZ, 1985; MARTINS et al., 2010; MENDES, 2011).

O valor obtido se aproxima do valor encontrado na literatura cientifica para a
Cinnamomum zeylanicum de 1,6073 (GENDE et al., 2008).

4.4 POTENCIAL HIDROGENIONICO (PH) DO OECHVG

Na medida do pH do OECHVG foram obtidos os seguintes valores em trés medidas, 1%)
5,50; 2%) 5,93; 3?) 6,25, caracterizando um valor médio de 5,89, considerado acido, porém néo
foram encontrados valores de referéncia na literatura cientifica acerca da Cinnamomum.

O valor do pH determinado para a pele humana é fator de motivacao para as pesquisas,
tendo em vista as possibilidades de utilizacdo dos produtos em seres humanos por meio de
aplicacdo topica, sem prejuizos para superficie cutanea que apresenta pH levemente acido (4,6
—5,8), fator que caracteriza uma protecao contra bactérias e fungos (LEONARDI et al., 2002;
ZLOTOGORSKI, 1987).

Assim, o valor do pH identificado para o OECHVG (5,89), apesar de nao ter sido
encontrado outros dados na literatura cientifica para comparacdo, pode ser considerado
compativel com o pH da pele, despertando o interesse da industria cosmética e farmacéutica, ja
que pode ser Gtil na neutralizacdo de substancias agressivas como detergentes (LEONARDI et
al., 2002; RODRIGUES, 1995).
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4.5 DENSIDADE DO OECHVG

A densidade do OECHVG foi medida em triplicata obtendo-se os seguintes valores
sobre as mesmas condicdes: 12 medida: 1,0206 g.mL*; 22 medida: 1,0185 g.mL™; 32 medida:
1,0301 g.mL*, caracterizando-se o valor médio de 1,0230 g.mL™, préximo dos valores
encontrados na literatura cientifica (DIAS, 2009; MONTEIRO, 2013; REIS, 2012).

O valor obtido se aproxima do valor encontrado na literatura cientifica para a
Cinnamomum zeylanicum de 1,061 g.mL™? (GENDE et al., 2008). Referidos valores, em
comparagio com densidade da agua (1,0 g.mL* a 25 °C), identificam que 0 OECHVG é pouco
mais denso (COSTA, 2015; DIAS, 2009; MONTEIRO, 2013).

A partir dessa comparacao, pode-se prever que tipo de desestabilizacdo podera ocorrer
com o sistema emulsionado produzido com adicdo do OECHVG, pois quando se utiliza 6leos
menos densos que a agua deve-se observar a cremacao e 6leos menos densos devem provocar
desestabilizacdo do sistema emulsionado por sedimentacdo (COSTA, 2015).

Outro aspecto em que a identificacdo da densidade do OE pode ser Util se relaciona a
pureza da substancia, uma vez que havendo diferenca de densidade pode-se constatar
adulteracdes (DOURADO, 2012).

4.6 CORE APARENCIADO OECHVG

A anélise visual do OECHVG obteve o resultado de cor amarelada em comparagao com
uma paleta de cores conhecidas (Figura 19), em conformidade com dados existentes na
literatura cientifica (MENDES, 2011; MONTEIRO, 2013).

(b)

Figura 19 — Cor do OECHVG
Legenda: (a) Paleta de cores conhecidas; (b) OECHVG em tubos plasticos transparentes.
Foto: C. A. L. Souza.
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O OECHVG, em relacdo a aparéncia, é considerado transparente, pois percebe-se,
visualmente a passagem da luz através da amostra (Figura 20), no mesmo sentido também foi
encontrado na literatura (MENDES, 2011; MONTEIRO, 2013).

(b)

Figura 20 — Aparéncia do OECHVG
Legenda: (a) Amostras do OECHVG na estante; (b) Detalhe da amostra do OECHVG.
Fotos: C. A. L. Souza.

No que se refere a cor, os 6leos essenciais aparentam incolores ou amarelados. E, em
geral, os Oleos volateis ndo sdo muito estaveis quando na presenca de ar, luz, calor, umidade e
outros fatores externos. As propriedades fisico-quimicas que auxiliam na identificacdo dos
Oleos essenciais e no seu controle de qualidade: indice de refracdo e atividade Optica
(OLIVEIRA et al., 2000).

4.7 ANALISE DO ESPECTRO DO UV-VIs DO OECHVG

Ao submeter as amostras do OECHVG a Espectroscopia por Ultravioleta Visivel (UV-
Vis) foi obtido um espectro de UV-Vis com duas bandas de absor¢do: uma em 217 nm e outra
em 278 nm (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Espectro UV-Vis do OECHVG

A banda de absor¢do de 217 nm pode estar associada a insaturagdes do tipo C=C. Em
relacdo a banda de absorcdo de 278 nm pode estar associada a hidrocarbonetos com anéis
aromaticos. As duas bandas de absorgdo configuram transic¢des do tipo 1 — n* (MCMURRY,
2014; PRETSCH et al., 2009).

A banda de absor¢do em 217 nm também foi identificada na anélise por ultravioleta do
6leo essencial de quatro espécies de Protiun (oleorresinas) (SILVA, 2006).

Ja em relacdo a canela, o extrato da Cinnamomum verum analisado no UV-Vis detectou
em seu espectro absorcdo nas bandas de 232 nm e 270 nm que também podem indicar
compostos hidrocarbonetos aromaticos monosubstituidos do benzeno com transicdes do tipo ©
— n* (SICHIERI, 2013).

4.8 ANALISE DO ESPECTRO DO IV-TF D0 OECHVG

Cada molécula possui uma quantidade de energia em sua estrutura traduzindo-se em
uma constante vibracdo molecular. Quando a molécula absorve a radiacdo 1V na faixa entre
10000 a 100 cm™, esta se transforma em energia de vibragio molecular, processo denominado

guantizacao, ou seja, a molécula pode ser deformada axialmente (vibracao ao longo do eixo de
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ligacdo de forma simétrica ou assimétrica) ou angularmente (vibracdo de um grupo de atomos
em relacdo a molécula no plano ou fora do plano) (MCMURRY, 2014; SILVERSTEIN, 2013).

Neste sentido, considerando que cada grupo funcional possui uma combinagédo
especifica de ligagdes, cada um possuira um grupo caracteristico de absorcdo de energia no
infravermelho. Assim, identificando-se quais frequéncias sdo absorvidas e quais ndo sdo, é
possivel determinar os grupos funcionais contidos na molécula (BRASIL, 2010; MCMURRY,
2014; SILVERSTEIN, 2013)..

O OECHVG submetido a Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de

Fourier (IV-TF) foi obtido um espectro com as principais faixas de maior absorcéo entre 2926

e 688 cm™ (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Espectro IV-TF do OECHVG

Os valores de numero de ondas obtidos correspondem aos modos vibracionais da
molécula e grupos funcionais demonstrados na Tabela 8:
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Tabela 8 — Posicéo e identificagdo das bandas observadas no IV-TF do OECHVG
Numero de

ondas (cm) Modo de vibracional Grupo funcional
2926 Deformacéo axial assimétrica C—H Alcano
1720 Deformacéo axial C=0 Carbonila/Aldeido
1674 Deformacéo axial C=C Alquenos
1625 Deformacdo angular C-C Hiir%cnaq;tifcr:)eto
1450 Deformacéo angular C—H Metila

Deformacdo axial

1121 Alcool/Ester

O-H, COO
970 Deformacéo angular simétrica C=C Alguenos
Monosubstituidos de
688 e 746 Deformacéo angular Cs—Hs Hidrocarboneto

Aromatico
Fonte: (MCMURRY, 2014; PRETSCH et al., 2009).

A absorcéo do espectro correspondente & faixa com nimero de onda 2926 cm™ indica
uma vibracao de deformacéo axial assimétrica do grupo metileno (CH>), derivado dos alcanos
(C—H) que ocorrem na regido de 3000 a 2840 cm™ para (SILVERSTEIN, 2013) e 2840 a 2960
cm? para (MCMURRY, 2014).

A absorcdo do espectro correspondente & faixa com niimero de onda 1720 cm™ indica
uma vibragéo de deformacéo axial C=0 do grupo carbonila de aldeido. Esses grupos funcionais
mostram uma absorcéo intensa entre as bandas de 1740-1720 cm™ (PRETSCH et al., 2009;
SILVERSTEIN, 2013).

A absorcio do espectro correspondente a faixa com niimero de onda 1674 cm™ indica
um grupo funcional alquenos C=C. Esse grupo mostra uma absorcdo intensa entre as bandas
1690-1635 cm, sofrendo uma vibracdo de deformagéo axial (PRETSCH et al., 2009).

A absorcdo do espectro correspondente a faixa com ndmero de onda 1625 cm™ indica
um grupo funcional hidrocarboneto aromatico CsHs. ESse grupo mostra uma absorcéo de média
a fraca intensidade entre as bandas 1625-1575 cm™, sofrendo uma vibragio de deformacio
angular simétrica (PRETSCH et al., 2009; SILVERSTEIN, 2013).

A absorc&o do espectro correspondente & faixa com niimero 1450 cm™ indica um grupo
metila CHs (coincide com CHy). Esse grupo mostra uma absorcdo de média intensidade entre
as bandas de 1475-1450 cm, sofrendo uma vibragio de deformacgdo angular assimétrica
(PRETSCH et al., 2009; SILVERSTEIN, 2013).
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A absorcéo do espectro correspondente a faixa com nimero 1121 cm™ indica possiveis
grupos de alcool ou éster. Os espectros de bandas caracteristicas dos alcool e éster derivam da
vibracdo de deformacdo axial de O-H (hidroxila) e de COO ou C-O-C. O grupo ésteres
alifaticos apresentam uma absorcéo de forte intensidade entre as bandas de 1125-1000 cm™ e
entre as bandas 1150-1080 uma absor¢do carateristica do alquil-éter (LOPES et al., 2004;
PRETSCH et al., 2009; SILVERSTEIN, 2013).

A absorcéo do espectro correspondente a faixa com nimero 970 cm™ indica um grupo
alcenos monosubstituidos C=C. Esse grupo apresenta uma absorcao de forte intensidade entre
as bandas de 980-965 cm™, sofrendo uma vibracdo de deformagéo angular simétrica fora do
plano C—H (LOPES et al., 2004; PRETSCH et al., 2009; SILVERSTEIN, 2013).

A absorcéo do espectro correspondente a faixa com niimeros 688 e 746 cm™ indicam um
padrdo de monosubstituidos de grupo hidrocarboneto aromatico Ces—Hs. ESse grupo apresenta
uma absorc¢do de fraca a média intensidade entre as bandas de 900-675 cm™, sofrendo uma
vibracdo de deformacéo angular (120°) fora do plano C—H. (LOPES et al., 2004; PRETSCH et
al., 2009; SILVERSTEIN, 2013).

Dessa forma os resultados obtidos pela analise do OECHVG no IV séo compativeis com
analises ja realizadas em outras espécies da Cinnamomum encontrados na literatura, das quais
cita-se Gende (2008) que também indicou a presenga de grupos de aldeidos aromaticos e
monoterpenos no OE extraido das folhas e ramos da Cinnamomum zeylanicum; Phutdhawong
(2007), que constatou a presenca de uma banda de absorcdo ampla referente ao grupo hidroxila,
no Oleo essencial da Cinnamomum iners extraido a partir da casca e caule utilizando o0 método
de extragdo assistida por microondas; e Kim (2004), que analisou o OE extraido das folhas da
Cinnamomum cassia e identificou a presenca do aldeido trans-cindmico, cujo grupo também
foi encontrado no OECHVG.

4.9 ANALISE DO ESPECTRO DE *H-RMN-TF bo OECHVG

O espectro objeto da leitura do OECHVG teve atividade a esquerda do zero, na faixa de
deslocamento entre 0 e 10. Esta faixa € dividida em cinco principais regides que caracterizam
determinados grupos funcionais, sendo que o OECHVG apresentou resultados ativos nas
regides do hidrocarbonetos saturados, alilicos, vinilicos e aromaticos (Gréafico 3). Isto significa
que as ligagdes entre carbono e hidrogénio nas moléculas do OECHVG podem ser simples

(saturadas), com o hidrogénio ligado a carbonos vizinhos aos carbonos da dupla ligacéo
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(alilicas), com hidrogénio ligado diretamente ao carbono de dupla ligacdo (vinilicas) ou

formando um anel benzénico (aromaticas) (PRETSCH et al., 2009).
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Grafico 3 — Espectro RMN do OECHVG - grupos funcionais por regides
Fonte: (MCMURRY, 2014).

O espectro de RMN-TF de H apresenta varios picos de leitura, para a analise dos
resultados e qualificacdo das estruturas funcionais nas cadeias carbdnicas presentes no
OECHVG. O espectro obtido do OECHVG apresentou 22 (vinte e dois) multipletos, dos quais
observou-se, em detalhe, a existéncia de 3 (tres) dupletos (Graficos 4 e 5), 0s quais identificam-

se 0s possiveis grupos funcionais conforme se encontra na literatura (Tabela 9).
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Tabela 9 — Identificagdo dos multipletos.

Pi Quantidade de Deslocamento Acoplamento de .

icos . A PO . Grupo Funcional
Hidrogénio Quimico (ppm) spin

MO01 2 0,834 singleto

MO02 3 0,989 multipleto

MO03 2 1,051 multipleto Alcano (CHse CHy) e

MO04 4 1,239 multipleto monosubstituidos

MO05 3 1,601 singleto

MO06 5 1,664 multipleto

MO7 3 2,044 singleto .

MO8 9 2,096 mulgpleto Ciclo Alqueno e

M09 2 2,309 singleto monosubstituidos

M10 5 4,723 multipleto

M11 1 5,361 singleto

M12 2 6,281 multipleto Alqueno coniudado

M13 1 6,633 singleto g Jug

M14 1 6,659 singleto

M15 2 6,706 dupleto

M16 3 7,256 multipleto

M17 5 7,314 multipleto

M18 27 7,419 multipleto Algueno Aromaético

M19 12 7,562 multipleto

M20 1 8,079 multipleto

M21 4 9,701 dupleto Aldeido

M22 3 6,732 dupleto Alqueno Aromatico

Adaptado de (MCMURRY, 2014; PRETSCH et al., 2009).

Resultou, ainda, do espectro de RMN-TF de *H do OECHVG que nas regides entre 0,5
e 3,0 ppm e 7,0 e 8,5 (ppm) sdo as que possuem as maiores quantidades de hidrogénios
(Gréficos 6 e 7). A referida concluséo é obtida a partir observacgéo da area abaixo dos picos de
forma integrada, onde a integracdo de maior area representa a maior quantidade de hidrogénio
(Grafico 8). Assim os hidrogénios mais abundantes localizam-se nos compostos aromaticos do

grupo dos alquenos.
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Grafico 8 — Espectro RMN do OECHVG — maior area de integracéo

Outros autores, na literatura que analisaram extratos e 6leos esséncias obtidos de folhas,
galhos e cascas de plantas da familia das Lauraceas de espécies especificas, a partir do espectro
de 'H-RMN-FT (Tabela 10).

Tabela 10 — Publicaces de analises de *H-RMN de OE.
Extratos/Oleo Essencial Grupos Funcionais Autor(es)
Cinnamomum cassia Aldeido e Fenol (HEIDE, 1972)

) ) Alcool monoterpeno,
Cinnamomum smophloeum Kanehira i (FANG et al., 1989)
Aldeido e Acido cinamico

S _ Alcool, Acido geranico,
Endlicheria citriodora e sericeae .
Ester e monoterpenos

Ocotea Mino,Ceanothifolia e ;
Alcool e monoterpenos (YAMAGUCH]I, 2011)
Leucoxylon

Rhodostemonodaphne recurva e

) Alcool e monoterpenos
crenaticupula

Aniba rosaeodora Ducke Alcool e monoterpenos (AMAZONAS, 2012)

Fonte: C. A. L. Souza
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Assim, comparando os resultados obtidos do espectro de RMN de *H do OECHVG com
os da sua familia (Laurdceas) encontrados na literatura (Tabela 8), observa-se que eles

convergem para os grupos funcionais aldeido, monoterpenos e alcool.

4.10 ANALISE DO CG-EM bo OECHVG

O cromatograma obtido a partir da cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massa do OECHVG, identificou 28 (vinte e oito) espectros de massa (picos), representando a

mesma quantidade de compostos (Grafico 9).
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Gréfico 9 — Cromatograma do OECHVG.

Nota-se que o software utilizado pelo cromatdgrafo (Shimadzu) identifica os possiveis
compostos por correspondéncia de espectro de massa, por isso, nao foi possivel identificar com
exatiddo todos os picos do OECHVG, por que as informagOes obtidas na leitura néo
corresponderam consistentemente com as de nenhum composto dos bancos de dados buscados.

Observa-se, ainda, que os picos nao identificados na andlise dos resultados foram os de
menor abundancia no OECHVG. Neste sentido, na Tabela 11 apresenta-se 12 (doze) compostos
de maior abundancia identificados no OECHVG em ordem de leitura do aparelho (nimero do
pico), com tempo de retencdo (TR) em minutos (min), percentual da area do pico, nome do

composto, férmula molecular e formula estrutural.



Tabela 11 — Identificagdo dos compostos por meio do CG-EM.

Pico

TR
(min)

7,3

7,433

7,533

7,967

8,367

8,7

8,833

% da
Area

1,12

0,59

1,72

1,93

0,77

3,33

0,72

Composto

o-pineno

Canfeno

Benzaldeido

p-isopropil-
tolueno

Linalol

3-fenil-propanal

o-terpineol

Formula
Molecular

CioH1e

CioHzs

C/HsO

CioH14

C10H180

CoH100

C10H180

Formula Estrutural

CH,



http://massbank.ufz.de/MassBank/jsp/Dispatcher.jsp?type=disp&id=JP006891&site=11&qmz=40,41,43,44,51,52,53,55,65,66,67,68,69,77,78,79,80,81,82,83,85,91,92,93,94,95,105,107,108,121,122,136,&CUTOFF=5
http://massbank.ufz.de/MassBank/jsp/Dispatcher.jsp?type=disp&id=JP008378&site=11&qmz=40,41,43,44,45,51,53,54,55,57,59,60,65,67,68,69,71,77,78,79,80,81,82,83,85,91,92,93,94,95,96,105,107,108,119,121,122,136,137,139,253,&CUTOFF=5
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Tabela 11 — Continuagéo

8 8,967 3,13 Cinamaldeido CgHgO

@\/A"/”
9 9183 3669 3-fenil-2-propenal  CoHsO m\
\O
(==
10 9,508 2,26 3-fenil-propeno CoHio
o]
@”

Acetato de 2- Q\/\/
11 9,758 20,60 fenil-propila CuiH120, T
Benzoato de
12 10,75 13,40 pzoatd C14H120, A@

Fonte: (NIST, 2010).

Da analise dos resultados, dos 100% dos picos obtidos, identificou-se 86,27 %, com a
seguinte composi¢do majoritariado OECHVG: 3-fenil-2-propenal (36,69%); acetato de 2-fenil-
propila (20,60%); benzoato de benzila (13,40%); 3-fenil-propanal (3,33%); cinamaldeido
(3,13%); 3-fenil-propeno (2,26%); p-isopropil-tolueno (1,93%); benzaldeido (1,72%); a-
pineno (1,12%); linalol (0,77%); a-terpineol (0,72%); canfeno (0,59%).

Em outros estudos encontrados na literatura a partir da analise por CG-EM de outra
espécie de Cinnamomum, encontrou-se a indicacdo de compostos compativeis com o
OECHVG. Andrade (2010) e Probst (2012), ao analisarem a Cinnamomum zeylanicum também
identificaram a-pineno, canfeno, benzaldeido, linalol, a-terpineol e cinamaldeido. Ja Unlu
(2010) e Freire (2011), ao estudarem a Cinnamomum zeylanicum Blume apontaram como
existentes no 6leo essencial o cinamaldeido e 0 a-pineno, também presentes no OECHVG.

Nos graficos 10 a 21 estdo os espectros de massa dos compostos majoritarios do
OECHVG.
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Grafico 15 — Espectro de massa do 3-fenil-propeno
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Graéfico 18 — Espectro de massa do o-pineno
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Gréfico 19 — Espectro de massa do linalol
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Grafico 20 — Espectro de massa do a-terpineol
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Grafico 21 — Espectro de massa do canfeno
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Em comparacdo com os espectros de massa da base de dados do NIST, os espectros de
massa obtidos da andlise do OECHVG indicaram a existéncia 0s seguintes compostos: a-
pineno; canfeno; p-isopropil-tolueno; linalol; a-terpineol pertencem ao grupo dos
monoterpenos que correspondem a 5,13 % da composi¢cdo do OECHVG; e 0s compostos
benzaldeido, 3-fenil-propanal; cinamaldeido; 3-fenil-2-propenal; 3-fenil-propeno; acetato de 2-
fenil-propila; benzoato de benzila pertencem ao grupo dos aldeidos que correspondem ao grupo
majoritario do OECHVG representando 81,14 %.

Os compostos identificados no presente trabalho se alinham aos encontrados em Vvérias

espécies de Cinnamomum disponiveis na literatura (Tabela 12)

Tabela 12 — Compostos encontrados na literatura.

Espécie Compostos Autor(es)
Cinnamomum Eugenol (82,67%), Cariofileno (12,18%) e (MENDES, 2011)
zeylanicum Breyn Humuleno (2,47%)
Cinnamomum

. Aldeido Cinamico (87,7%) e a-Pineno (7,98%) (FREIRE et al., 2011)
zeylanicum Blume

Eugenol (87,37%), Cinamaldeido (1,70%), 2-

CZ'Q”E?IOC”J;‘]”‘ Metil-5-(Metiletenil)-Ciclohexanol (2,14%), (DIAS, 2009)
yBreyn Farnesol (1,45%), Trans-Cariofileno (6,31%) e ’

a-Cariofileno (1,05%)

Benzoato de Benzila (65,39%), Linalol
Cinnamomum (5,37%), E-Cinamaldeido (3,97%), a-Pineno
zeylanicum Blume (3,95%), B-Felandreno (3,42%), Eugenol
(3,36%) e Benzaldeido (2,68%)

(MONTEIRO, 2013)

a e B-Pineno (9,9%; 3,5%), a-Felandreno
(9,2%), p-Cimeno (6,2%), Limoneno (7,9%),
Cinnamomum Linalol (10,6%); a-Copaeno (3,3%), (B)-
zeylanicum Blume Cariofileno (6,7%), Oxido de Cariofileno
(3,1%), (E)-cinamaldeido (7,8%) e Acetato de
(E)-Cinamila (9,7%)

(LIMA et al., 2005)

C|nr_1amomum Cinamaldeido (79,3%) e eugenol (11,9%) (GENDE et al., 2008)
zeylanicum Breyne
(E)-Cinnamaldehyde (68,95%), Benzaldeido
(9,94%), (E)-Cinnamy!l Etilo (7,44%), (UNLU et al., 2010)
Limoneno (4,42%) e Eugenol (2,77%)
Fonte: C. A. L. Souza

Cinnamomum
zeylanicum Bark

Os compostos majoritarios do OECHVG, 3-fenil-2-propenal, acetato de 2-fenil-propila
e benzoato de benzila, possuem caracteristicas especificas que despertam interesse para o
isolamento e aplica¢des tais como aroma, propriedades antibacteriana e antifingica.


http://massbank.ufz.de/MassBank/jsp/Dispatcher.jsp?type=disp&id=JP006891&site=11&qmz=40,41,43,44,51,52,53,55,65,66,67,68,69,77,78,79,80,81,82,83,85,91,92,93,94,95,105,107,108,121,122,136,&CUTOFF=5
http://massbank.ufz.de/MassBank/jsp/Dispatcher.jsp?type=disp&id=JP008378&site=11&qmz=40,41,43,44,45,51,53,54,55,57,59,60,65,67,68,69,71,77,78,79,80,81,82,83,85,91,92,93,94,95,96,105,107,108,119,121,122,136,137,139,253,&CUTOFF=5
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O 3-fenil-2-propenal, liquido oleoso de cor amarela é o que caracteriza a canela pelo
odor penetrante, por isso é utilizado como aromatizantes e matéria prima de perfumes. Além
disso, também é utilizado como base para sintese de outras substancias importantes na industria
quimica (ROJAS et al., 2012).

Na investigacdo da atuacdo do 3-fenil-2-propenal extraido da canela e do eucalipto
contra trés patdgenos de importancia na inddstria de alimentos concluiu-se que o aldeido
cinamico (3-fenil-2-propenal) emulsionado foi mais eficaz que o 6leo essencial do eucalipto na
inibicdo de Salmonella, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (SILVA, 2014b).

O acetato de 2-fenil-propila existente na canela é um dos compostos com maior efeito
antimicrobiano (PHILIPPI et al., 1995). Outro provavel efeito do acetato de 2-fenil-propila,
identificado a partir do emprego do Oleo essencial da canela em alface, é a inibicdo da
germinacao e crescimento de plantas (ALVES et al., 2004).

O benzoato de benzila, encontrado em 13,40% do OECHVG é um composto conhecido
e utilizado como medicamento sarnicida e a¢do acaricida e jé € disponivel no mercado com 0s
seguintes nomes: Miticocan; Parasimed; Acarsan; Benzotisan; Sarnilab; Zilaben. E utilizado
contra pediculose (piolhos e Iéndeas) e escabiose (sarna) (SILVA, 2014a). Além disso, também
ja se obteve acdo carrapaticida no controle de carrapato bovino Rhipicephalus microplus com
0 benzoato de benzila (MONTEIRO, 2013).

Os 13,73 % dos espectros de massas referentes a picos ndo identificados do OECHVG

estdo apresentados na Tabela 13 e graficos 22 a 37.

Tabela 13 — Picos ndo identificados.

Pico Gréfico TR (min) % da Area
13 22 10,008 0,63
14 23 10,275 1,54
15 24 10,442 1,22
16 25 10,975 0,23
17 26 11,242 0,57
18 27 11,400 0,80
19 28 11,700 0,78
20 29 12,008 1,01
21 30 12,358 1,09
22 31 12,775 1,22
23 32 13,275 1,11

24 33 13,908 1,03


http://www.tuasaude.com/escabiose/

Tabelal3 - Continuagao
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25
26
27
28

34
35
36
37

14,717
15,242
15,750
17,083

0,81
0,22
0,67
0,80

Fonte: C. A. L. Souza
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4.11 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS EMULSIONADOS

Para caracterizagdo do sistema emulsionado obtido a partir do OECHVG as 8 (0ito)

formulagdes obtidas em 27 de fevereiro de 2015, com EHL de 8 (oito) a 15 (quinze)

respectivamente foram submetidas ao teste de centrifugacdo e ao Zeta/Size na data de 17 de

marco de 2015.
Apos o teste de centrifugacdo observou-se que as formulacdes Tabela 14, com EHL 9 a

15, respectivamente, resultaram aparéncia emulsionada e estaveis, no entanto a formulagéo F-

1, com EHL 8 resultou em aparéncia diferente, conforme Figura 21.
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Tabela 14 — Formulagdes/EHL, Tamanho, IPD e Potencial Zeta.

Formulacéo EHL Ta(r:?nr;ho IPD gec;;e?r(r::sl)
F-1 8 97,69 0,255 -26,7
F-2 9 81,55 0,177 -19,8
F-3 10 64,45 0,157 -15,3
F-4 11 69,71 0,108 -10,3
F-5 12 93,55 0,082 -7,88
F-6 13 154,3 0,085 -9,99
F-7 14 197,4 0,253 7,07
F-8 15 152,5 0,292 -5,14

Fonte: C. A. L. Souza

CThHLU &C

 ERL Iz .
=

r'y

Figura 21 — Aparéncia dos sistemas emulsionados com EHL de 8 a 15
Fotos: C. A. L. Souza.

No que se refere aos resultados obtidos ap6s a submissdo das formulagdes F-1 a F-8 ao
ensaio de ZetaSizer, os sistemas emulsionados produzidos com o OECHVG apresentaram
resultados conforme demonstrados na Tabela 14, com tamanho de particulas entre 50 e 200 nm,
sendo considerados, sistemas nanoemulsionados em todas as formulacBes F-1 a F-8. A
formulacdo F-3 com EHL 10 apresentou os menores tamanhos de particulas, com 64,45 nm.

O resultado do indice de polidispersividade (IPD) das formulac6es F-1 a F-8 foi entre
0,080 e 0,300, observando-se que a de menor indice, foi obtida com EHL 12 (F-5).

E, as formulacdes apresentaram como resultado em relacdo aos valores, em modulo, do
potencial Zeta entre 5,00 e 27,0 mV. A formulacdo com maior mddulo de potencial Zeta, cuja
tendéncia é que as particulas estejam dispersas de forma mais uniforme foi a F-1, com EHL 8.
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Deve-se observar os valores do tamanho das particulas obtidas pelo indice de
polidispersividade (IPD) e, em mddulo, do Potencial Zeta (mV), sendo que, quanto mais baixo
o valor do indice de polidispersividade menor a velocidade de desestabilizacdo do sistema (alta
estabilidade); e, quanto mais alto o valor, em mdédulo, do potencial Zeta, maior a uniformidade
de dispersdo das particulas. Portanto, considerou-se, para analise dos resultados que o sistema
€ nanoemulsionado com particulas de tamanho entre 20 e 200 nm (COSTA, 2015;
HERNANDEZ, 2004; HIGUCHI etal., 1962; KATSUMOTO et al., 2000).

Outros estudos que corroboraram para esta afirmagdo foram a sintetizacdo da
Cinnamomum zeylanicum em nanoemulsdes que ocorreu de forma satisfatoria resultando
particulas nanométricas, especificamente para a produgdo de nanobiocompdsitos
biodegradaveis para aplicacdo em embalagens ativas (MOURA et al., 2014).

Em mais um estudo, a mesma espécie da canela acima referida (Cinnamomum
zeylanicum) gerou nanoemulsdes com aparéncia leitosa e goticulas variando de 120 a 230 nm,
mantendo estabilidade por 72 horas, sem separagédo de fases (PONTES, 2013).

A estabilidade do sistema nanoemulsionado foi realizada de forma visual apds 24h de
aplicado o teste de centrifugacdo. As formulagcdes mantiveram sua estabilidade conforme
determinado por analise macroscopica.

Em uma andlise comparativa, considerando a relacéo entre todos os resultados obtidos
para cada formulagdo (indice de polidispersividade e potencial Zeta), pode-se considerar que

as melhores nanoemulsdes foram obtidas com EHL 9, 10, 11 e 12 (F-2 a F-5, respectivamente).
4.12 AVALIAGAO DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Em relacdo as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae o OECHVG, bem como o0s sistemas
nanoemulsionados foram testados (teste de sensibilidade por difusdo em disco no meio agar
Mdeller-Hinton), sendo esta a técnica mais utilizado a na avaliacdo antimicrobiana de 6leos
essenciais (ANDRADE, 2010).

Para a bactéria Staphylococcus aureus na Tabela 15 sdo apresentados os resultados dos
valores do didmetro dos halos de inibicao, bem como sua média e respectivo desvio padrdo, dos

quais gerou-se o Grafico 38.
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Tabela 15 — Resultado microbioldgico de disco de fusdo para o tratamento da Staphylococcus aureus

OE F-=2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8
o d 25 10 0 8 0 8 7 7
_ Halode 50 22 30 28 0 0 24 20
inibicédo (mm)
30 20 20 18 14 20 6 28
Média 35 17,3 16,7 18,0 4,7 9,3 12,3 18,3
Desvio 132 64 15,3 10,0 8,1 10,1 10,1 10,6
padrao
Fonte: C. A. L. Souza
Médias dos tratamentos para a Staphylococcus aureus
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Graéfico 38 — Médias dos tratamentos para a Staphylococcus aureus.

Utilizando como tamanho de halo significativo para inibicdo da bactéria o valor igual
ou superior a 10 mm (TRAJANO et al., 2009) os resultados foram positivos em relagdo as
formulagdes F-2, F-3, F-4, F-7 e F-8.

O OECHVG apresentou halo de inibigdo 2,5 vezes maior do que a média dos halos das
nanoemulsdes (F-2 a F-8), € provavel que esta ocorréncia se deve ao fato de as nanoemulsdes
terem sido produzidas com apenas 5 % de OECHVG. Pode-se ainda inferir que seja necessario
aumentar a quantidade de OE nas nanoemulsfes na mesma proporcao para aumento do halo de
inibicdo dos sistemas emulsionados contra a Staphylococcus aureus.

Apesar de o tamanho do halo ser bastante significativo, também na atuacdo do
OECHVG, néo se pode considera-lo relevante, devido ao desvio padréo apresentado tornar o
resultado ndo confidvel estatisticamente.

Com a finalidade de comparar a diferenga de tratamentos entre o OECHVG e as

formulacdes testadas foi realizado o Teste de Tukey (Tabela 16).
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Tabela 16 — Teste Tukey realizado para tratamento frente a Staphylococcus aureus
Tratamento  Médias Diferenca Minima Significativa (DMS)
OECHVG 35,0a

F-2 17,3a
F-3 16,6a
F-4 18,0a
F-5 4,6a 30,51
F-6 9,3a
F-7 12,3a
F-8 18,3a

Fonte: C. A. L. Souza

Foi aplicado o teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade obtendo-se como resultado
que as médias ndo diferem estatisticamente entre si, uma vez que seguidas pela mesma letra.

No que se refere aos resultados obtidos no teste com a bactéria Streptococcus
pneumoniae, na Tabela 17 sdo apresentados os resultados dos valores do diametro dos halos de

inibicdo, bem como sua média e respectivo desvio padrao, dos quais gerou-se o Grafico 39.

Tabela 17 — Resultado microbiolégico de disco de fusdo para o tratamento da Streptococcus pneumoniae

OE F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8
o d 35 16 0 0 14 24 20 22
_Halode 35 0 0 0 0 0 0 0
Inibicdo (mm)
Média 35 8 0 0 7 12 10 11
Desvio 0 113 0,0 0,0 9,9 17,0 14,1 15,6
padrao
Fonte: C. A. L. Souza
Médias dos tratamentos para Streptococcus pneumoniae
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Gréfico 39 — Médias dos tratamentos para a Streptococcus pneumoniae.
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Em relacdo a atuacdo do sistema nanoemulsionado contra a bactéria Streptococcus
pneumoniae somente as formulacgdes F-6, F-7 e F-8 obtiveram resultados positivos, tendo como
base o tamanho minimo de halo de 10 mm.

Jé& a atuacdo do OECHVG contra essa bactéria deve ser levado em consideracao, pois o
halo de inibicdo é significativamente elevado, com nenhum desvio padrdo, o que demonstra a
confiabilidade do resultado.

Comparando a diferenca de tratamentos entre 0 OECHVG e as formulagdes testadas, o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade foi realizado, obtendo-se como resultado que

as médias ndo diferem estatisticamente entre si (Tabela 18):

Tabela 18 — Teste Tukey realizado para tratamento frente a Streptococcus pneumoniae
Tratamento Médias Diferenca Minima Significativa (DMS)
OECHVG 35,0a

F-2 8,0a
F-3 0,0a
F-4 0,0a
F-5 7,0a 43,28
F-6 12,0a
F-7 10,0a
F-8 11,0a

Fonte: C. A. L. Souza

Os resultados apresentados pelo OECHVG e nanoemulsdes no teste microbioldgico
com a bactéria Escherichia coli estdo mostrados na Tabela 19 com os valores do diametro dos
halos de inibicdo, bem como sua média e respectivo desvio padrédo, desses dados gerou-se 0
Grafico 40.

Tabela 19 — Resultado microbioldgico de disco de fusdo para o tratamento da Escherichia coli

OE F=2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8
28 14 16 13 13 14 10 14
__Halode 31 20 24 20 22 16 16 18
inibicdo (mm)
0 17 24 14 20 19 14 17
Média 207 170 213 157 183 16.3 133 16,3
Desvio 15 30 4.6 3.8 47 25 31 21
padréo

Fonte: C. A. L. Souza
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Gréfico 40 — Médias dos tratamentos para a Escherichia coli.

A média do halo de inibi¢do tanto do OECHVG como das nanoemulsdes testadas

apresentaram resultado positivo, com valores superiores a 10 mm. Tendo em vista que 0s

desvios padrdo determinados foram baixos, os resultados da Cinnamomum hatschbachii

Vattimo-Gil contra a Escherichia coli podem ser considerados confiaveis e relevantes para

estudos de aplicacéo efetiva.

A partir da realizacdo do Teste de Tukey ao nivel de 5 %, para verificar se existe

diferenca de tratamento entre 0 OECHVG e as nanoemulsdes, foi constatado diferenca de

tratamento entre a utilizacdo do OE e das nanoemulsdes (Tabela 20).

Tabela 20 — Teste Tukey realizado para tratamento frente a Escherichia coli

Tratamento Meédias Diferenca Minima Significativa (DMS)
OECHVG 29,6a

F-2 17,0b

F-3 21,3ab

F-4 15,6b

F-5 18,3b 945

F-6 16,3b

F-7 13,3b

F-8 16,3b

Fonte: C. A. L. Souza

A atividade antibacteriana do OECHVG e das nanoemulsdes testadas contra a bactéria

Klebsiella pneumoniae apresentou valores do diametro dos halos de inibicdo, bem como sua

média e respectivo desvio padrdo conforme Tabela 21 e Grafico 41.
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Tabela 21 — Resultado microbiolégico de disco de fusdo para o tratamento da Klebsiella pneumoniae

OE F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8

od 20 0 9 0 0 0 0 0

_Halode 18 0 9 9 0 0 0 0
Inibicdo (mm)

22 0 11 7 0 0 0 0

Média 20 0 9,7 53 0 0 0 0

Desvio Padréao 2 0 1,2 47 0 0 0 0

Fonte: C. A. L. Souza

Médias dos tratamentos para Klebsiella pneumoniae
25

a0
£
£
9 15
o
kS|
£
210 20 L
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OECHVG F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F-7 F-8

Grafico 41 — Médias dos tratamentos para a Klebsiella pneumoniae.

A média do halo de inibicdo do OECHVG ¢ significativa uma vez que possui um baixo
desvio padrdo, no entanto, nenhuma das nanoemulsdes tiveram resultado positivo, pois os halos
de inibicdo foram menores que 10 mm contra a Klebsiella pneumoniae.

Quanto a existéncia de diferenca de tratamento entre 0 OECHVG e as nanoemulsGes
analisadas por meio do Teste de Tukey, existe diferenca (Tabela 22), no entanto, considerando
que o halo das nanoemulsdes néo tiveram resultados inibitdrios, pois inferior a 10 mm, verifica-

se com possibilidade de tratamento apenas 0 OECHVG.

Tabela 22 — Teste Tukey realizado para tratamento frente a Klebsiella pneumoniae
Tratamento Médias  Diferenca Minima Significativa (DMS)
OECHVG 20,0a

F-2 0,0c
F-3 9,6b
F-4 5,3b
F-5 0,0c 5.26
F-6 0,0c
F-7 0,0c
F-8 0,0c

Fonte: C. A. L. Souza
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Ressalta-se que para a analise dos resultados foi considerado o valor de F o resultado da
comparacao de variancia que, para ser considerado significativo deve ser maior que o F-Critico,
que é o limite.

Analisou-se, ainda a probabilidade de os tratamentos com o OECHVG e com as
nanoemulsdes serem iguais (“p”’), sendo que, se p < 0,01 considera-se significativa a diferenca
de tratamento ao nivel de 1 % de probabilidade; se 0,01 < p < 0,05 considera-se significativa
a diferenca de tratamento ao nivel de 5 % de probabilidade; e, se p = 0,05 a diferenga de
tratamento ndo é significativa.

A Tabela 23 demonstra os resultados estatisticos referentes a diferenca de tratamento
entre 0 OECHVG e as nanoemuls@es, considerando as varidveis de F, F-Critico, p (indice de

probabilidade) e coeficiente de variancia (CV) para cada bactéria testada.

Tabela 23 — Probabilidade estatistica de diferenca de tratamento com o uso do OECHVG e das nanoemulsdes

o Coeficiente
Indice de de
Bactérias F-Critico Teste F Probabilida N Resultado
de (p) Variancia
(CV%)
N&o houve diferenca
Staphylococcus estatisticas nos
aureus 2,6572 2,0524 0,1107 65,55 tratamentos entre as
amostras
N&o houve diferenca
Streptococcus 3,5005 2.0129 0,1738 105.36 estatisticas nos

tratamentos entre as
amostras

pneumoniae

Significativo ao nivel
Escherichia coli 4,0259 6,8742 0,0006 18,06 de 1% de
probabilidade

Significativo ao nivel
4,0259 45,6988 0,0001 42,51 de 1% de
probabilidade

Klebsiella
pneumoniae

Fonte: C. A. L. Souza

Na literatura encontrou-se o estudo do 6leo essencial da Cinnamomum zeylanicum
Breyn contra as bactérias Staphylococcus aureus, Serratia odorifera e Escherichia coli. A
sensibilidade das bactérias a acdo do OE foi verificada com base no tamanho do halo de inibi¢éo

formado, onde halo com diametro inferior a 8 mm resulta que a bactéria é resistente ao produto
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e halo com didmetro entre 9 e 14 mm indicam a sensibilidade da bactéria. O referido estudo
resultou que o 6leo essencial da canela apresentou inibicdo de 15 mm contra todas cepas
testadas (DIAS, 2009).

Comparando o resultado acima com o0s obtidos nesta pesquisa observa-se que o
OECHVG apresentou média no didmetro dos halos de inibicdo de 35, 35, 29,7 e 20 mm contra
as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae respectivamente, o que traduz melhor atividade do que a espécie Cinnamomum
zeylanicum Breyn para atividade antimicrobiana.

O dleo essencial da Cinnamomum zeylanicum também obteve resultados positivos em
testes contra fungos, especificamente Septoria lycopersici, Stemphylium solani e Alternari
solani, chegando a uma inibicdo de 98,47 % contra este Gltimo (TOMAZONI et al., 2013). A
partir desse resultado, pode-se indicar que a submissédo do OECHVG também possa ser positivo
para esse tipo de microrganismo.

No que se refere as nanoemulsBes os valores obtidos, aliado ao desvio padrdo
considerados nos testes, que os tornou inconclusivos em alguns casos, instiga a realizacao de
testes posteriores com variadas concentracfes de OECHVG. Além disso, a fim de confirmar os

dados obtidos demanda-se a novas analises com métodos de maior sensibilidade.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Com a finalidade de caracterizar a composi¢cdo quimica da planta Cinnamomum
hatschbachii Vattimo-Gil (Canela) foi extraido seu 6leo essencial (OECHVG) pelo método da
hidrodestilacdo a partir de suas folhas, obtendo-se um o6leo essencial transparente de cor
amarelada. Em relacdo ao OECHVG também foi obtido o valor médio do indice de refracdo de
1,5769 a 27,6 °C, densidade média de de 1,0230 g.mI e o rendimento de 0,71 %, valor
compativel com a média dos rendimentos de outras espécies de canela encontrados na literatura.

Foi obtido, tambem, o valor médio do potencial hidrogenidnico (pH) do OECHVG de
5,89, caracterizando-o como acido compativel com o pH da pele humana, o que induz a
realizacdo de trabalhos para a producdo de produtos de uso topico sem agressdes a pele humana.

Para a obtencdo do cromatograma do OECHVG, na intensdo de identificar seus
compostos, foram testados dois solventes e uma mistura dos dois (cloroférmio, etanol e
cloroférmio/etanol) em concentragbes de 0,2 e 2 %, no entanto, somente a amostra com
cloroférmio a 2 % mostrou dados consistentes para a andlise. Podendo-se concluir que o
OECHVG é compativel com solvente apolar (cloroférmio).

Da anélise dos resultados, dos 100% dos picos obtidos no CG-EM, identificou-se 86,27
% do OECHVG, que e formado por uma mistura de compostos quimicos pertencentes aos
grupos funcionais aldeido aromatico, éster, hidrocarboneto aromético e monoterpeno, dos quais
44,87 % sdo aldeidos aromaticos, tais como: 3-fenil-2-propenal (36,69 %), 3-fenil-propanal
(3,33%), Cinamaldeido (3,13%) e Benzaldeido (1,72%); 34 % sdo ésteres, tais como o0 Acetato
de 2-fenil-propila (20,60%) e o Benzoato de benzila (13,40%); 5,13 % sdo monoterpenos, quais
sejam: p-isopropil-tolueno (1,93%), a-pineno (1,12%), Linalol (0,77%), a-terpineol (0,72%) e
Canfeno (0,59%); e 2,26 % sdo hidrocarbonetos aromaticos representados pelo 3-fenil-propeno
(2,26%).

Trés compostos mereceram destaque pela sua abundancia no OECHVG, o 3-fenil-2-
propenal, acetato de 2-fenil-propila e benzoato de benzila, que por possuirem propriedades
aromatizante, antibacteriana e antifingica e representarem 70,69 % da composic¢do do OE,
permite concluir que tais propriedades também estdo presentes no OECHVG.

Vale mencionar que 13,73 % do OECHVG ndo foi identificado na comparacdo dos
espectros de massa obtidos com a base de dados da NIST, concluindo-se por possibilidades de

novos estudos, pois podem até mesmo representar compostos ndo conhecidos.
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O método da ultrassonicacdo demonstrou-se eficiente para a producéo de nanoemulsdes
e 0 OECHVG também é compativel para a obtencdo desses sistemas, pois as particulas obtidas
atingiram tamanhos entre 64,45 e 197,4 nm.

O OECHVG teve atividade significativa contra toda as bactérias testadas:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
Obteve-se um halo de inibicdo de 35 mm contra Staphylococcus aureus, de 35 mm contra a
Streptococcus pneumoniae, de 29,7 mm contra a Escherichia coli e de 20 mm contra a
Klebsiella pneumoniae, todos superiores ao halo minimo adotado de 10 mm.

Comparando a atividade do OECHVG com o OE de outra espécie de Cinnamomum
pode-se concluir que 0 OECHVG apresentou melhor atividade do que a espécie Cinnamomum
zeylanicum Breyn. Além disso, a partir de estudos existentes de outras espécies a conclui-se
que existe boas perspectivas de aprofundamento nos estudos do OECHVG também contra
outros microrganismos como os fungos, tal possibilidade se confirma, também, pelas
propriedades de seus componentes majoritarios.

Ja as nanoemulsfes testadas apresentaram valores insatisfatorios contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Klebsiella pneumoniae, no entanto,
considerando a boa atividade do OECHVG conclui-se como necessaria a realizagdo de novos
estudos com nanoemulsdes produzidas com maiores concentragdes do OECHVG. Em relagéo
a bactéria Escherichia coli os resultados da atuacdo das nanoemulsdes foram melhores com
halos de inibicdo acima do minimo e desvio padrdo baixo. Vale destacar que contra a bactéria
Klebsiella pneumoniae nenhuma formulacédo de nanoemulséo teve atividade (halos de 0 a 9,7
mm) considerando o halo de inibi¢do padrdo (10 mm).

Para melhor desenvolvimento de estudos com os dados obtidos da caracterizagao fisico-
quimica do OECHVG recomenda-se ainda a realizacao de testes relacionados a sua toxicidade,
capacidade antioxidante em alimentos

Por fim, relacionando a constatacdo da compatibilidade do pH do OECHVG com o da
pele, com a boa atividade do OECHVG frente as bactérias testadas, conclui-se por boas

perspectivas para a producdo de produtos para combate e tratamento de infec¢fes cutaneas.
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