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RESUMO

A goiaba (Psidium guajava) e a pitanga (Eugenia uniflora) pertencem a familia Myrtaceae e 0s
oOleos essenciais extraidos das folhas possuem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias
e antioxidantes. Essas caracteristicas conferem grande potencial para aplicacdo desses de 6leos
essenciais nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Porém, a aplicacdo de 6leos
essenciais é frequentemente limitada devido a sua volatilidade, baixa solubilidade em agua e
instabilidade sob varias condi¢cdes ambientais. Para superar esses desafios, as hanoemulsdes
surgem como uma solucéo inovadora, capazes de melhorar a estabilidade e a biodisponibilidade
dos 0leos essenciais. Assim, esse estudo teve como objetivo desenvolver nanoemulsdes em gel
dos 6leos essenciais de goiaba e pitanga e determinar a atividade antioxidante e antimicrobiana
dos Oleos essenciais e das nanoemulsdes. A caracterizacdo quimica dos 06leos essenciais de
goiaba e pitanga foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, a
quantificacdo de compostos fenolicos totais foi determinada através do método de Folin-
Ciocalteau e a atividade antioxidante através dos métodos de ABTS (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) e DPPH (acido 2,2-azinobs-3-etilbenztiazolina-6-sulfénico). As nanoemulsées foram
elaboradas e caracterizadas através das analises de tamanho das gotas, indice de polidispersao
(PDI) e potencial zeta. Realizou-se o estudo de estabilidade das nanoemulsdes por 30 dias em
diferentes temperaturas (4, 40 e 25 °C). A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e das
nanoemulsdes foi determinada através das seguintes metodologias: método de difusdo em agar;
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM). Os ensaios de inibicdo do crescimento microbiano ao longo do tempo dos 6leos
essenciais e das nanoemulsdes foram realizados contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Os principais compostos quimicos do 6leo essencial de pitanga foram curzereno (34,80%)
e germacreno B (11,92%), enquanto o Oleo essencial de goiaba apresentou B-cariofileno
(25,92%), B-selineno (22,64%) e y-selineno (19,13%). As nanoemulsdes de pitanga e goiaba
apresentaram tamanhos de goticulas de 105,30 e 99,50 nm, valores de PDI de 0,32 e 0,43 ¢
potencial zeta de -9,29 e -7,34 mV, respectivamente. Essas nanoemulsées permaneceram
estaveis por 30 dias de armazenamento a 25 °C, com tamanhos de goticulas de 104,7 e 103,8
nm, valores de PDI abaixo de 0,50 e sem separacdo de fases. A nanoemulsdo de pitanga exibiu
zonas de inibigdo variando de 8,41 a 15,13 mm contra as bactérias S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii. Além disso, a nanoemulsdo de
pitanga mostrou as maiores zonas de inibi¢do contra Candida albicans (20,97 mm) e Candida
krusei (15,20 mm), juntamente com baixos valores de CIM (0,54-1,22 mg/mL) e CBM (4,84—



11,02 mg/mL) contra essas leveduras potencialmente patogénicas. A nanoemulséo de goiaba
apresentou baixos valores de CIM (1,26 mg/mL) e CBM (11,35 mg/mL) para C. krusei. O
ensaio de inibicdo do crescimento microbiano ao longo do tempo também sugeriu a eficacia
das nanoemulsdes contra S. aureus e E. coli, destacando seu potencial como um novo agente

terapéutico alternativo.

Palavras-chave: nanoformulacdo; oOleos volateis; atividade antimicrobiana; estudos de

estabilidade; curva de tempo morte.
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ABSTRACT

Guava (Psidium guajava) and pitanga (Eugenia uniflora) belong to the Myrtaceae family, and
the essential oils extracted from their leaves possess antimicrobial, anti-inflammatory, and
antioxidant properties. These characteristics provide great potential for the application of these
essential oils in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries. However, the application of
essential oils is often limited due to their volatility, low water solubility, and instability under
various environmental conditions. To overcome these challenges, nanoemulsions have emerged
as an innovative solution capable of improving the stability and bioavailability of essential oils.
Thus, this study aimed to develop gel-based nanoemulsions containing guava and pitanga
essential oils and to determine the antioxidant and antimicrobial activity of both the essential
oils and the nanoemulsions. The chemical characterization of guava and pitanga essential oils
was performed using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The quantification of
total phenolic compounds was determined using the Folin-Ciocalteu method, while antioxidant
activity was assessed using the ABTS (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and DPPH (2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) methods. The nanoemulsions were prepared
and characterized by analyzing droplet size, polydispersity index (PDI), and zeta potential. A
stability study was conducted over 30 days at different temperatures (4, 25, and 40 °C). The
antimicrobial activity of the essential oils and nanoemulsions was evaluated using the agar
diffusion method, minimum inhibitory concentration (MIC), and minimum bactericidal
concentration (MBC) tests. Time-kill assays were conducted to assess microbial growth
inhibition over time against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The main chemical
compounds identified in pitanga essential oil were curzerene (34.80%) and germacrene B
(11.92%), while guava essential oil contained p-caryophyllene (25.92%), B-selinene (22.64%),
and y-selinene (19.13%). The pitanga and guava nanoemulsions exhibited droplet sizes of
105.30 and 99.50 nm, PDI values of 0.32 and 0.43, and zeta potentials of -9.29 and -7.34 mV,
respectively. These nanoemulsions remained stable after 30 days of storage at 25 °C,
maintaining droplet sizes of 104.7 and 103.8 nm, PDI values below 0.50, and no phase
separation. The pitanga nanoemulsion exhibited inhibition zones ranging from 8.41 to 15.13
mm against S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, and Acinetobacter
baumannii. Additionally, the pitanga nanoemulsion demonstrated the highest inhibition zones
against Candida albicans (20.97 mm) and Candida krusei (15.20 mm), along with low MIC
(0.54-1.22 mg/mL) and MBC (4.84-11.02 mg/mL) values against these potentially pathogenic
yeasts. The guava nanoemulsion exhibited low MIC (1.26 mg/mL) and MBC (11.35 mg/mL)
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values for C. krusei. The microbial growth inhibition assay over time also suggested the efficacy
of the nanoemulsions against S. aureus and E. coli, highlighting their potential as novel

alternative therapeutic agents.

Keywords: nanoformulation; volatile oils; antimicrobial activity; stability studies; time-kill

curve.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 ARESISTENCIA ANTIMICROBIANA

As arqueas, virus, bactérias, fungos e algas fazem parte do grupo dos microrganismos.
Os microrganismos estdo presentes no solo, na agua, no corpo humano influenciando os
sistemas ecoldgicos, a saude humana e a dindmica de doencas. Os microrganismos tém
aproximadamente 3,8 bilhdes de anos, sendo os primeiros seres vivos a habitarem a Terra e
evoluiram para se adaptar ao mundo em que vivemos (de Souza et al., 2019; Madigan et al.,
2016; Teixeira, 2020).

A aquisicdo de resisténcia antimicrobiana (RAM) é um exemplo da evolugdo dos
microrganismos (Figura 1). A penicilina foi o primeiro antibiético a ser introduzido em 1940
para o tratamento de infecces bacterianas e acreditava-se que ela seria a cura do século?, mas
antes de 1943, o primeiro relato de RAM ocorreu, com a identificagdo de cepas de
Staphylococcus resistentes a penicilina. Assim, aumentou-se a busca por novos antibioticos
para o tratamento de infeccBes e, a cada novo antibidtico utilizado, novas cepas resistentes
foram sendo identificadas (Baquero et al., 2021; Perry; Waglechner; Wright, 2016; Uddin et
al., 2021).

Figura 1. Linha do tempo de eventos de resisténcia antimicrobiana
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Fonte: traduzido e adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2013).

Notas: Tuberculosis XDR — Tuberculose extensivamente resistente a medicamentos. As datas sdo baseadas em
relatos iniciais de resisténcia na literatura. No caso de Acinetobacter e Pseudomonas pan-resistentes a
medicamentos (PDR), a data é baseada em relatos de transmissdo de assisténcia médica ou surtos. A penicilina
tinha uso limitado antes do uso generalizado na populacdo em 1943.

! Apds a descoberta da penicilina, iniciou-se a Era Ouro dos antibidticos que durou 30 anos (1940-1970). Até hoje,

antibidticos como neomicina e estreptomicina, descobertos nessa época, estdo em uso clinico (Uddin et al., 2021).
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Dessa forma, a resisténcia antimicrobiana (RAM) acontece quando microrganismos,
como bactérias, fungos, virus e parasitas se tornam resistentes aos antimicrobianos, sendo eles
o0s antibidticos, antifingicos, antivirais, antimalaricos ou anti-helminticos. Isso leva a perda de
eficacia dos medicamentos, resultando na persisténcia das infec¢Ges no corpo e aumenta o risco
de propagacdo para outras pessoas. A RAM é uma preocupacdo critica de saude global
reconhecida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Estima-se que até 2050, se ndo forem
implementadas medidas eficazes para resolver esse problema, as infeccbes resistentes aos
antimicrobianos podem levar a até 10 milhdes de mortes, com perdas econdmicas significativas
no valor de bilhdes de ddélares (da Silva Dantas, 2022; Kasimanickam; Kasimanickam;
Kasimanickam, 2021; Murray et al., 2022; Samreen et al., 2021; Volpi; Shehadeh; Mylonakis,
2019; World Health Organization, 2023).

O uso indevido de antibidticos em ambientes de atencdo primaria € um fator contribuinte
para o desenvolvimento da RAM. A presenca de cepas multirresistentes em ambientes clinicos
representa uma ameaca as opgdes de tratamento eficazes. Varios paises estdo enfrentando
desafios ao combate de cepas resistentes de Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae
(Nodari et al., 2020; Qekwana et al., 2017; Urbiztondo et al., 2017; Veloso, 2023; Zuniga-
Moya et al., 2020). Portanto, as estratégias para prevenir a RAM incluem programas de gestdo
do uso de antimicrobianos e a busca por novos compostos com potencial antimicrobiano
(Arshad et al., 2021; Ber Lucien et al., 2021; Monteiro et al., 2023; Rehman et al., 2018).

Os antibidticos penetram mais facilmente nas bactérias Gram-positivas do que nas
Gram-negativas, pois as primeiras possuem apenas uma espessa camada de peptideoglicano em
sua parede celular. J& as bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos (LPS) que dificulta a entrada de antibi6ticos, tornando-as
mais resistentes e, frequentemente, mais patogénicas. Além da resisténcia intrinseca, as
bactérias adquirem mecanismos de RAM, sendo eles: bombas de efluxo dos antibidticos;
modificacfes da proteina-alvo; inativacdo de drogas por meio da hidrdlise enzimaética;
formacéo de biofilmes e impedimento de entrada dos farmacos nas células (Figura 2) (da Silva
Dantas, 2022; Jian et al., 2021; Varela et al., 2021).

Assim, as bactérias resistentes aos antimicrobianos comprometem o manejo e o controle
de doencas infecciosas. A prevaléncia de resisténcia em patogenos como “ESKAPE”
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.) representa uma ameaga significativa
a saude humana (Barlow et al., 2017; Oliveira et al., 2020; Reynolds et al., 2022).



24

Figura 2. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Bactéria Gram-negativa Bactéria Gram-positiva
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Fonte: Adaptado e traduzido de Varela et al. (2021).

Nota: 1) hidrolise enzimética; 2) modificagdes enzimaticas de antibidticos por transferéncia de grupo e processo
redox; 3) modificagdes de alvos antibitticos; 4) reducdo da permeabilidade a antibidticos por modificagdes de
porinas e 5) extrusdo ativa de antibiéticos por bombas de efluxo de membrana.

Na prética clinica, existem quatro classes principais de antifingicos sistémicos para o
tratamento de infec¢des fungicas: azais, polienos, equinocandinas e o analogo de pirimidina 5-
flucitosina. Devido a limitada diversidade de antifungicos disponiveis e ao uso prolongado
desses medicamentos no tratamento das infeccdes sistémicas, algumas cepas de Candida
albicans, Candida krusei e Candida auris ja apresentam resisténcia aos tratamentos
antifungicos convencionais, representando um desafio crescente na terapéutica dessas infeccbes
(Fisher et al., 2022; Rhodes; Fisher, 2019; Veerapandian et al., 2022).

A batalha continua contra a resisténcia antimicrobiana tem impulsionado o
desenvolvimento de novos compostos para combaté-la em todo o mundo. Essa urgéncia decorre
do aumento alarmante de infec¢bes causadas por patdgenos multirresistentes (MDR), que
dificultam as opcdes de tratamento e elevam o0s custos com salde. Pesquisas recentes tém
explorado diversas estratégias inovadoras para enfrentar esse problema, incluindo o
desenvolvimento de novas classes de agentes antimicrobianos, o uso de compostos naturais e a
aplicacdo da nanotecnologia, oferecendo novas perspectivas para a terapéutica antimicrobiana
(Figura 3) (Alamgir, 2024; Duval; Grare; Demoré, 2019; Ikokwu, 2023; Mamun et al., 2021,
Monteiro et al., 2023; St-Pierre et al., 2018; Yakobi, 2024).
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Figura 3. Tipos de estratégias terapéuticas para combater a RAM
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Fonte: Traduzido de Veerapandian et al. (2022).

Dentro da classe de compostos naturais, 0s Oleos essenciais possuem excelentes
propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral, antibacteriana e antifungica.
Atualmente, diversos estudos tém relatado o efeito sinérgico das nanoemulsdes de Oleos
essenciais em combinacdo com antimicrobianos sintéticos. Essas interacGes sinérgicas
potencializam a atividade antimicrobiana, maximizando a eficiéncia dos agentes combinados.
Como resultado, ha uma reducéo significativa nas doses antimicrobianas necessarias desses
agentes, 0 que pode contribuir para minimizar efeitos adversos e retardar o desenvolvimento de
RAM (de Sousa et al., 2023; Sattayakhom, Wichit, Koomhin, 2023).

1.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais, também chamados de O6leos volateis, sdo definidos pela
Organizacdo Internacional para Padronizagdo (ISO - International Organization for

Standardization, do inglés), como:

“Produto obtido a partir de matéria-prima natural de origem vegetal, por destilacdo a
vapor, por processos mecanicos a partir do epicarpo? de frutas citricas ou por
destilagdo a seco, ap6s separacdo da fase aquosa — se houver — por processos fisicos

que ndo resultem em nenhuma alteracdo significativa em sua composicdo (por

2 Parte mais externa de um fruto, também conhecida como casca.
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exemplo, filtracdo, decantacdo, centrifugacdo)” (International Standard Organization,
2021, p.08).

Portanto, os 6leos essenciais sdo compostos volateis extraidos de diversas partes das
plantas, como folhas, flores, caules, brotos, sementes e raizes. Os 0Oleos essenciais
desempenham um papel fundamental na protecdo das plantas contra insetos e herbivoros,
auxiliam na polinizagdo, contribuem para o controle da temperatura e conferem o aroma
caracteristico de cada espécie (Hudz et al., 2023; Wang et al., 2020).

O termo "6leo essencial™ foi introduzido pelo alquimista e médico Paracelso (1493-
1541), baseado na teoria da "Quinta essentia", que em latim antigo significa "quinto elemento".
Essa teoria se relaciona com os quatro elementos: fogo, terra, ar e dgua. Paracelso acreditava
que o processo da destilacdo extraia a “alma da planta” ou, a “quintesséncia para a cura”, a
parte mais importante para a planta, separando os compostos “essenciais” dos “nao essenciais”.
Assim, os 6leos essenciais eram usados para procedimentos curativos com beneficios médicos
(de Sousa et al., 2023; Sattayakhom, Wichit, Koomhin, 2023).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais pode variar conforme fatores ambientais,
incluindo a regido geografica, o clima, o tipo de solo e a precipitacdo, influenciando suas
propriedades e aplicacdes. A variagdo na composicdo quimica dos dleos essenciais confere as
plantas de uma mesma espécie diferentes perfis de metabdlitos secundarios, influenciados pelas
condi¢cdes ambientais da regido onde foram coletadas. Amin, Naik e Hussain (2017), ao
estudarem a quimiotipagem do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. (alecrim) na india,
observaram que a concentragcdo de compostos como eucaliptol, canfora e alfa-pineno pode
variar de acordo com as condi¢Oes de desenvolvimento da planta, evidenciando a influéncia do
ambiente na composicao quimica dos 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais sdao compostos complexos, contendo entre 20 e 60 componentes em
diferentes concentracdes e dentre esses, apenas dois ou trés serdo 0s majoritarios, ou seja, estao
presentes em maiores proporces (20-70%) dentro dos 6leos essenciais. Embora todos os
componentes contribuam para a atividade bioldgica dos dleos essenciais, 0s compostos
majoritarios geralmente desempenham o papel principal nessas funces. Esses compostos
incluem terpenos, compostos fenolicos e outros metabdlitos secundarios (de Sousa et al., 2023),
que influenciam as propriedades antimicrobianas, antioxidantes e terapéuticas dos 0leos
essenciais.

Os Oleos essenciais podem ser extraidos através de métodos que influenciam

diretamente seu rendimento e qualidade final. As técnicas de extracao utilizadas sdo: destilagdo
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a vapor, hidrodestilacdo, extracdo por solvente, extracdo por fluido supercritico e extracao
assistida por micro-ondas (Abd Elhafez, 2022; Hasibuan, 2024; Hua et al., 2021; Sukasri, 2023;
Zhang & Chen, 2020). A destilacdo a vapor é um dos meétodos mais antigos e 0 mais
amplamente utilizado para a extracdo de 0leos essenciais. Esse processo envolve a passagem
de vapor através do material vegetal, vaporizando os compostos volateis. O vapor resultante é
entdo condensado e retorna a forma liquida, permitindo a separacdo do 6leo essencial da agua.
Para essa técnica, utiliza-se o aparelho de destilacdo de Clevenger (Figura 4) ou um destilador
de 6leos essenciais (Abd Elhafez, 2022).

Figura 4. Aparelho tipo Clevenger utilizado para extracdo de 6leos essenciais

(ﬁ -

Fonte: Autoria propria, 2025.

A popularidade dos 6leos essenciais cresceu nos ultimos anos devido a aromaterapia,
uma pratica terapéutica que se baseia no uso de 6leos essenciais para promover o0 bem-estar
fisico, emocional e mental. A aplicacdo de 6leos essenciais na aromaterapia pode ser por meio
da inalacdo, através de difusores, aplicacdo topica ou velas aromaticas. Os compostos volateis
presentes no 6leo essencial, quando inalados, interagem com o sistema olfativo, que esta ligado
ao sistema limbico no cérebro, responsavel pelas emocgdes e memdrias. Essa interacdo pode
levar a respostas fisiologicas como reducdo da dor, estresse e ansiedade (Bisson, 2024,
Fernandes Girdo, 2024a; Fernandes Girdo, 2024b, Muhammad et al., 2022; Rahmawati et al.,
2022).

Os Oleos essenciais de lavanda (Lavandula angustifolia), rosa (Rosa damascena),
horteld-pimenta (Mentha piperita), ylang-ylang (Cananga odorata), bergamota (Citrus
bergamia), geranio (Pelargonium graveolens), camomila (Matricaria chamomilla) e de neroli

(Citrus aurantium) sdo amplamente utilizados na aromaterapia (Amin et al., 2021; Kalani,
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2023; Lee et al., 2021; Lestari et al., 2022; Mahdavikian; Fallahi; Khatony, 2021;
Mahmoudvand, 2022; Tabatabaeichehr; Mortazavi, 2020; Takasi, 2023).

Em 2023, a india foi 0 maior exportador de dleos essenciais do mundo, representando
16% das exportagdes globais, com um valor exportado de R$ 5.270.679,28. Em seguida, 0s
Estados Unidos ocuparam a segunda posi¢do, contribuindo com 13,2% das exportagoes,
totalizando R$ 4.329.606,30. O Brasil ficou em terceiro lugar no ranking mundial, sendo
responsavel por 8,4% das exportacdes, com um valor exportado de R$ 2.764.690,11 (Figura 5)
(International Trade Centre, 2024).

Figura 5. Lista de paises exportadores de 6leos essenciais em 2023

A

1.000.000

800,000

600.000—

400.000—

Valores exportados, em dolares

200,000+

LLil o]
BT
nsg
saqery
SOpRINuE

-
5
B
53

BOLIQUIY Ep
SOpINI[] SOPEJST
nserg

eduerg
eueta]
OOTXSIN
EIsaUOpU|
eruedsg
EpUER[OH
BUNUSEIY
euedng
epuery

epeue)

eog

BBy

oprup] owey

Paises

Fonte: Traduzido de International Trade Centre (2024).

Apesar de ser um grande produtor de éleos essenciais, 0 Brasil ndo possui normas
nacionais vigentes para atestar o controle de qualidade desses produtos. Desde a década de
1970, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) elaborava normas especificas para
6leos essenciais. No entanto, entre 2010 e 2011, todas essas normas foram canceladas, deixando
0 setor sem regulamentacéo oficial para garantir padrdes de qualidade e pureza. Isso representa
um desafio para a comercializacdo dos 0leos essenciais no mercado nacional e internacional,
evidenciando a necessidade de atualizacdo e implementacdo de novas diretrizes regulatorias
(Bizzo & Rezende, 2022).
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1.3 GOIABA (Psidium guajava) E SEU OLEO ESSENCIAL

A goiaba (Psidium guajava) pertence a familia Myrtaceae que abrange
aproximadamente 3800 espécies. O género Psidium possui mais de 130 espécies de arvores e
arbustos frutiferos, sendo a Psidium guajava a &rvore perene mais conhecida e amplamente
distribuida nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Figura 6) (EMBRAPA, 2010;
Gutierrez-Montiel et al., 2023; Liu, Jullian, Chassagne, 2024).

Figura 6. Classificacdo da Psidium guajava L.
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Fonte: Adaptado de Sistema de informacéo sobre a biodiversidade brasileira (SiBBr) ([s. d.])

Ao estudar a origem genética de goiabeiras, Arévalo-Marin et al. (2024) sugeriram que
essa planta teve origem na América tropical, de onde se dispersou para outras regiées do mundo.
A goiaba (Psidium guajava) é uma espécie altamente adaptavel, capaz de se desenvolver em
diversos tipos de solo, sendo predominante em &reas tropicais e subtropicais. No entanto, é
sensivel a temperaturas baixas e ndo prospera em solos alagados. A espécie pode atingir até 12
metros de altura e seus frutos sdo produzidos principalmente durante o verdo (Figura 7)
(EMBRAPA, 2010; Ghaderi et al., 2022; Gutierrez-Montiel et al., 2023).
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Figura 7. Goiabeira, suas folhas e frutos

Fonte: Ceagesp (2022); Manual do Jardim (2020); Paraiso das Arvores ([s. d.]).
Notas: A) goiabeira; B) folhas e frutos da arvore de goiaba; C) Goiaba.

As cascas, raizes, frutos e folhas da goiaba sdo utilizadas na medicina tradicional para o
tratamento de infec¢des fungicas, bacterianas, desordens do sistema gastrointestinal, infeccdes
respiratorias, doencas de pele, feridas, acne, maléria, disturbios cardiovasculares, diabetes e até
para expelir a placenta apds o parto (Chinatu, 2023; Choi et al., 2021; Ghaderi et al., 2022;
Gutierrez-Montiel et al., 2023; Heppy et al., 2023; Kamble et al., 2019; Liu, Jullian, Chassagne,
2024; Mamun et al., 2019; Naseer et al., 2018; Okwudilichukwu, 2024; Shady et al., 2022).

Os efeitos farmacoldgicos da goiaba sdo atribuidos a sua rica composicdo fitoquimica,
sendo que suas folhas e flores contém altas concentrages de taninos, flavonoides, rutina,
saponinas (como quercetina, guajavolide, luteolina e kaempferol), além de a-pineno, B-pineno
e limoneno. As cascas e raizes da goiabeira também sdo fontes abundantes de flavonoides e
taninos (Bunu, 2023; de Souza et al., 2018; Ghaderi et al., 2022). Ojatula (2023) observou que
0 extrato aquoso das raizes da goiabeira apresentou efeito hipoglicémico, sugerindo seu
potencial no controle do diabetes. Além disso, os compostos da folha da goiaba possuem
propriedades antioxidante e antimicrobiana (Le et al., 2021).

O oleo essencial de goiaba é extraido das folhas da planta e geralmente possui como
compostos majoritarios B-cariofileno, a-pineno, limoneno e viridiflorol, sendo que existe
variagdo na composicdo conforme a regido de coleta das folhas. O B-cariofileno destaca-se por
sua atividade anti-inflamatdria e analgésica, enquanto 0s demais compostos contribuem para o
perfil terapéutico geral do 6leo essencial de goiaba (Arain et al., 2019; Hussin et al., 2021; Silva
etal., 2019).

O oleo essencial de goiaba apresenta atividade antimicrobiana, atuando especialmente
contra bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans
(Mukunda, 2019; Phon & Lum, 2021). Além disso, o 6leo essencial de goiaba possui

propriedades antioxidantes, sendo capaz de neutralizar radicais livres e reduzir o estresse
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oxidativo devido a presenca de compostos fendlicos e flavonoides. As propriedades anti-
inflamatorias e antimicrobianas do 6leo essencial de goiaba também tornam esse 6leo um
ingrediente promissor para ser utilizado em formulacdes tdpicas voltadas a cicatrizacdo de
feridas (Arain et al., 2019; Arul Raj, 2023; Hussin, 2023).

1.4 PITANGA (Eugenia uniflora) E SEU OLEO ESSENCIAL

A pitanga (Eugenia uniflora), também conhecida como cereja brasileira, é uma espécie
de &rvore perene que pertence ao género Eugenia, conhecido por abranger uma variedade de
plantas frutiferas da familia Myrtaceae (Figura 8). O nome pitanga tem origem na lingua
indigena tupi, da palavra “pi ‘tag”, que significa vermelho, por conta da cor avermelhada de seu
fruto (da Costa et al., 2020a; Franzolin et al., 2022; Ministério do Meio Ambiente, 2011).

Figura 8. Classificagdo de Eugenia uniflora L.
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Fonte: Adaptado de Sistema de informag&o sobre a biodiversidade brasileira (SiBBr) ([s. d.]).

A pitanga € nativa das regides tropicais e subtropicais da América do Sul,
particularmente do Brasil e tem sido cultivada em vérias partes do mundo, incluindo a Australia,
Estados Unidos, Caribe e 0 Sudeste Asiatico. A pitangueira € um arbusto denso de 2 a 4 metros
de altura, bastante ramificado e com copa arredondada. As folhas da pitanga possuem coloragéo
verde-amarronzada e tém um odor caracteristico. Os frutos da pitanga sdo pequenos, redondos,
vermelhos e com sabor exotico e aparecem apos o surgimento das flores, geralmente entre o
final da primavera e inicio do verdo (Figura 9) (da Costa et al., 2020a; Freitas, Dutra, Bolini,
2016; Ministério do Meio Ambiente, 2011).
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Figura 9. Pitangueira, suas flores, folhas e frutos

Fonte: Biologia da Paisagem (2021).
Notas: A) Pé de pitanga (pitangueira); B) Flores da pitangueira; C) Frutos avermelhados (maduros) e verdes (em
processo de amadurecimento).

Os frutos e as folhas da pitangueira exibem atividades farmacoldgicas, sendo que suas
folhas séo tradicionalmente utilizadas para tratar reumatismo, bronquite, tosse e febres. As
comunidades indigenas fazem infusdo das folhas da pitangueira para aliviar os sintomas
associados as infeccdes respiratorias. Ja o fruto da pitanga é reconhecido por seu potencial no
tratamento de problemas gastrointestinais, como dispepsia e diarreia, controle de diabetes e
hipertensdo arterial, além de ser rico em fosforo, vitamina C, potassio e calcio, auxiliando
também o sistema imunolégico (da Costa et al., 2020a; Daniel, 2019; Franzolin et al., 2022;
Lazzarotto-Figueir0 et al., 2021; Paiva et al., 2023; Sobeh et al., 2020).

Lazzarotto-Figueiro et al. (2021) encontraram nas sementes da pitanga 0s compostos
pirogalol, a-muuroleno, &-cadineno, isopropenil, acido linoleico, cariofileno e B-sistosterol.
Sobeh et al. (2020) encontraram 22 metabdlitos secundarios como &cidos quinico e galico,
derivados de quercetina e glicosideos de miricetina em apenas uma fracdo da pitanga. Essa
diversidade na composic¢do fitoquimica da pitanga contribui para suas atividades antioxidante,
antibacteriana, anti-inflamatéria, antifngica, analgésica, antidiarreica, diurética e anti-
hipertensiva (Lazzarotto-Figueiro et al., 2021; Sobeh et al., 2020).

O oleo essencial de pitanga é extraido das folhas da pitangueira e possui uma
composi¢do quimica complexa (Cipriano; Mais; Deschamps, 2021; da Costa et al., 2020a). Os
constituintes principais do 6leo essencial de pitanga geralmente sdo 0s sesquiterpenos como
curzereno, germacreno D e selina-1,3,7(11)-trien-8-ona. A porcentagem dos compostos
majoritarios do 6leo essencial de pitanga varia de acordo com a regido e solo em que a

pitangueira esta localizada e ainda, com a época do ano em que as folhas foram coletadas. O
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6leo essencial de pitanga possui propriedades antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena,
anti-inflamatoria, além da ac&o inseticida (Ascari et al., 2021; Baildo et al., 2015; Marques et
al., 2018; Santos et al., 2018).

Diante de suas propriedades terapéuticas, o 6leo essencial de pitanga tem sido estudado
para aplicacdes em cuidados com a pele, aromaterapia, conservagdo de alimentos e como
repelente natural de mosquitos e outras pragas (Delfino et al., 2019; Flores et al., 2020;
Mohamed et al., 2023). Na aromaterapia, 0 0leo essencial de pitanga possui efeito calmante,
atuando no sistema limbico para melhorar o humor e aliviar o estresse. Além disso, suas
propriedades relaxantes podem auxiliar no alivio de dores associadas a tensées musculares e
articulares (Falcéo et al., 2018; Hassan, Manzoor, Saleem, 2020).

Dessa forma, os oOleos essenciais conhecidos por suas propriedades aromaticas,
antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes tém sido utilizados nas inddstrias
alimenticias, cosméticas e farmacéuticas. Porém, a aplicacdo desses Oleos essenciais &
frequentemente limitada por sua volatilidade, baixa solubilidade em &gua e instabilidade sob
varias condi¢des ambientais. Para superar esses desafios, as nanoemulsdes surgiram como um
sistema de entrega promissor para Oleos essenciais, aumentando sua estabilidade e
biodisponibilidade (Ahmad et al., 2024; Anuar et al., 2020; Lu et al., 2018; Yammine et al.,
2022).

1.5 SISTEMAS NANOEMULSIONADOS

As nanoemulsdes sio sistemas coloidais® formados por dois liquidos imisciveis, como
a agua e o Oleo e apresentam goticulas em escala nanométrica (< 200 nm). Esses sistemas
podem ser classificados em 6leo em agua (O/A) ou dgua em 6leo (A/O), dependendo da fase
continua e da fase dispersa (Figura 10). No sistema O/A, pequenas goticulas lipidicas estdo
dispersas em uma fase aquosa. Ja no sistema A/O, goticulas de agua em escala nanométrica
estdo dispersas em uma fase oleosa. A estabilidade dessas nanoemulsdes é alcangada com o
auxilio de tensoativos, que atuam por meio do equilibrio hidroéfilo-lipofilo (HLB). Para sistemas
AJO, tensoativos com valores de HLB entre 4 e 6 sdo 0s mais adequados. Além de auxiliar na
escolha dos tensoativos para a formulagdo, o HLB desempenha um papel fundamental na

estabilidade das nanoemulsdes, prevenindo fendmenos como floculacéo e coalescéncia, que

3 S30 misturas heterogéneas de substancias, compostas por uma fase dispersa e uma fase dispersante, como

exemplo, tem-se a maionese onde, com auxilio da gema de ovo (emulsificante), o 6leo fica disperso no vinagre.
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podem comprometer a integridade da emulséo ao longo do tempo (Che Marzuki, Wahab, Abdul
Hamid, 2019; Ho, Abik, Mikkonen, 2022; Maruno & Rocha-Filho, 2009; Pavoni et al., 2020a).

Figura 10. Esquema de nanoemulsdo O/A e A/O

Fase oleosa «=esss=»

P Fase aquosa

Compostos bioativos ¢
hidrofilicos ~ €

Compostos bioativos
Lipofilicos (6leo essencial)

-
.
. .
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. .
. )
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. o
. o
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.
.
......
. .

Nanoemulsiao A A Nanoemulsdo
Oleo em Agua o Agua em Oleo
Agentes
estabilizadores
Hidrofilico Hidrofobico
Grupo principal Grupo de cauda

Fonte: Traduzido de Ujilestari et al. (2022).

As nanoemulsbes podem ser formadas por métodos de alta energia e de baixa energia.
No método de alta energia, as goticulas maiores sdo quebradas em goticulas menores utilizando
equipamentos de alta pressdo como ultrassonicacdo e homogeneizacao de alta pressao (HPC).
Para 0 método de baixa energia, hd uma mudanca de temperatura ou na composicao do sistema
que faz com que goticulas de uma macroemulsdo sejam quebradas em goticulas menores a
medida em que passam por um estado de baixa tensdo superficial durante essa alteracdo do
sistema (Gupta et al., 2016; Ho, Abik, Mikkonen, 2022). A classificacdo das emulsdes com
base no tamanho das goticulas considera os seguintes intervalos: macroemulsdes (500-100.000
nm), microemulsdes (200-500 nm) e nanoemulsdes (20-200 nm) (Aldakkan et al., 2021; Che
Marzuki, Wahab, Abdul Hamid, 2019; Gupta et al., 2016).

Atualmente, as nanoemulsdes tém sido amplamente aplicadas nas industrias
farmacéutica e cosmética. Devido ao seu tamanho reduzido, as nanoemulsdes séo utilizadas em
sistemas de administracdo transdérmica de farmacos, pois conseguem penetrar a barreira

epidérmica, aumentando assim a absor¢édo dos ativos (Malik, Nawaz, Noor, 2024). Wu et al.
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(2024) desenvolveram uma nanoemulsdo que aumentou a estabilidade e a liberacdo das
vitaminas C e E em formulacbes cosméticas.

As nanoemulsdes também podem ser usadas para estender a vida util dos produtos
alimenticios. Durmus et al. (2019) verificaram que nanoemulsdes com propriedades
antimicrobianas estenderam a vida util de filés de robalo. Cenobio-Galindo et al. (2019)
verificaram que a aplicagdo de uma nanoemulséo a base de laranja e extrato de figo-da-india
aumentou a vida util de frutas durante o armazenamento pos-colheita. Garcia-Becerra et al.
(2023) verificaram que as nanoemuls6es aumentaram a biodisponibilidade de suplementos
alimentares.

Na area agricola, as nanoemulsdes podem atuar como sistemas de entrega de
agroguimicos, oferecendo uma solucéo eficaz para a aplicacéo de pesticidas insolUveis em agua.
Devido ao seu tamanho reduzido, essas formulacdes podem melhorar a disperséo dos pesticidas,
aumentar sua absorcéo pelas plantas e reduzir o impacto ambiental associado ao uso excessivo
de pesticidas (Mustafa & Hussein, 2020).

A incorporacdo de Oleos essenciais em nanoemulsfes protege o ingrediente ativo da
degradacdo, aumenta a solubilidade e melhora a atividade biologica. Esses sistemas criam
goticulas em nanoescala, aumentando significativamente a area de superficie dos Oleos
essenciais. A grande area de superficie fornecida pelo tamanho nanométrico aumenta a
solubilidade, resultando em maior biodisponibilidade de compostos pouco soltveis em agua.
Assim, as nanoemulsdes podem promover a liberacdo controlada de moléculas bioativas
lipofilicas (Barradas & de Holanda e Silva, 2021; Gupta et al., 2016; Lu et al., 2018; Tavares
etal., 2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composi¢do quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana dos 6leos

essenciais de goiaba, pitanga e de suas nanoemulsdes em gel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil quimico através de cromatografia gasosa dos 6leos essenciais
de goiaba e pitanga;

e Quantificar os compostos fenolicos e a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
de goiaba e pitanga;

e Desenvolver as nanoemulsdes em gel dos 6leos essenciais de goiaba e pitanga;

e Realizar a caracterizacdo (tamanho das gotas, indice de polidispersdo, potencial
zeta e pH) e o estudo de estabilidade por 30 dias em diferentes temperaturas (4°C,
40°C e 25°C) das nanoemulsdes de goiaba e pitanga;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e das nanoemulsées
através das seguintes metodologias: método de difusdo em &gar; determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM).

e Realizar os ensaios de inibicdo do crescimento microbiano ao longo do tempo dos

Oleos essenciais e das nanoemulsdes contra S. aureus e E. coli
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE GOIABA E PITANGA

Os Oleos essenciais de goiaba e pitanga foram adquiridos de um estabelecimento
comercial localizado em Sdo Paulo, Brasil. De acordo com o fabricante, as plantas foram
cultivadas localmente, com certificacdo organica e ambos os 6leos essenciais foram extraidos

das folhas usando a técnica de destilacdo a vapor.

3.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
GOIABA E PITANGA

A caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais de goiaba e pitanga foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (equipamento Agilent, modelo
MSD5977B, Santa Clara, CA, EUA). Foram utilizados 0s seguintes parametros para a analise
cromatografica: temperatura do injetor: 280 °C; volume de injecdo: 1 uL; modo de injecdo: split
(1:20); vazdo: 1 mL/min; gas de arraste: hélio; coluna capilar: DB-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um); gradiente de temperatura do forno: temperatura inicial 60 °C, 2 min, taxa de 4 °C/min
até 200 °C e taxa de 6 °C/min até 260 °C, 10 min; temperatura do detector de massa: 260 °C;
temperatura da fonte de ions: 280 °C; modo de aquisicdo: scan. Os compostos foram
identificados através da comparacdo dos espectros de massa dos picos com a biblioteca
NIST17.L (NIST Chemistry WebBook — webbook.nist.gov), o grau de similaridade de cada
identificacdo é apresentado nos resultados. A area percentual relativa de cada pico (Apéndice
A) foi calculada com base na soma das areas de todos 0s picos eluidos da coluna e originarios

da amostra analisada.

3.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS
DE GOIABA E PITANGA

A quantificacdo de compostos fenolicos totais dos 6leos essenciais de goiaba e pitanga
foi determinada através do método de Folin-Ciocalteau (Singleton; Rossi, 1965) e os resultados
foram expressos em mg.GAE/mL (miligramas equivalentes a acido galico por mililitros). A
atividade antioxidante foi avaliada usando o ensaio de eliminagdo dos radicais livres de 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (ABTS) (Rufino et al., 2007a) e do &cido 2,2-azinobs-3-
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etilbenztiazolina-6-sulfonico (DPPH) (Rufino et al., 2007b). Os resultados foram calculados a
partir de uma curva padréo de Trolox* (Apéndice B) e expressos como pmol equivalentes de
Trolox por mL de amostra (umol. TE/mL). Os reagentes Folin-Ciocalteau, DPPH e ABTS foram
adquiridos da Sigma-Aldrich-Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.4 DESENVOLVIMENTO DAS NANOEMULSOES DE GOIABA E PITANGA

As nanoemulsdes em gel foram preparadas utilizando os 6leos essenciais de goiaba e
pitanga na proporcao de 15% (v/v), surfactante Cremophor® EL (Merck, Darmstadt, Alemanha)
na proporcéo de 30% (v/v), co-surfactante Plurol® Oleique (Gatefosse, Saint-Priest, Franga) na
proporcéao de 5% (v/v) e tampao fosfato pH 5,5 na proporcao de 50% (v/v), conforme o Quadro
1.

Quadro 1. Composigéo das nanoemulsdes em gel de goiaba e pitanga

Oleo essencial 15%
Cremophor® EL 30%
Plurol® Oleique 5%

Solucdo Tampéo Fosfato pH 5.5 50%

Fonte: Autoria prépria, 2025.

A concentracdo de 15% (v/v) dos 6leos essenciais de goiaba e pitanga foi selecionada
por estar acima da Concentracdo Bactericida Minima determinada para todos o0s
microrganismos testados, garantindo, assim, sua eficécia antimicrobiana. Os tensoativos foram
selecionados de acordo com Cardoso et al. (2022), que utilizaram o surfactante Cremophor®
EL na formulacdo de uma microemulsao em gel devido as suas caracteristicas nao irritantes em
combinagio com o co-surfactante Plurol® Oleique, que reduz a tenséo superficial da emulsio.
As misturas foram colocadas em um béquer e homogeneizadas usando um processador
ultrassénico (Vibra-Cell VC 750, Sonics & Materials Inc., Newtown, CT, EUA), durante 20
minutos a uma amplitude de 20% e cada ciclo consistiu em um pulso de 30 segundos ligado e
um pulso de 30 segundos desligado. Durante o processo, a temperatura foi controlada usando
gelo ao redor do béquer. Por fim, as nanoemulsdes foram submetidas a centrifugagédo a 4000

“Trolox, ou 6-hidroxi-2,6,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid, é um antioxidante natural derivado da

vitamina E.
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rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos, assegurando a estabilidade do sistema e a
auséncia de separacdo de fases.

3.5 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES DE GOIABA E PITANGA

O equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worcestershire, Reino Unido) foi
utilizado para caracterizar o tamanho das gotas (nm), o indice de polidispersdo (PDI) e o
potencial zeta (mV) das nanoemulsGes. Para as analises, 20 pL das nanoemulsfes foram
diluidas em 980 L de &gua ultrapura (proporg¢éo de 1:50). O tamanho das gotas foi determinado
usando a técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) e o potencial zeta foi medido por
mobilidade eletroforética. O pH da nanoemulséo ndo diluida foi verificado com um medidor de
pH digital (Digimed, modelo DM-22, Sao Paulo, Brasil) imergindo diretamente o eletrodo na
nanoemulsdo a temperatura ambiente (25+1°C). Os resultados foram expressos em média de
andlises em triplicata e desvio-padréo.

3.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES DE GOIABA E PITANGA

Os mesmos parametros utilizados na caracterizacdo das nanoemulsdes (tamanho das
gotas, PDI, potencial zeta e pH) foram analisados para avaliar sua estabilidade. As
nanoemulsdes de goiaba e pitanga foram armazenadas em tubos Falcon por 30 dias em
diferentes temperaturas: geladeira (4°C), estufa (40°C) e temperatura ambiente (25°C). A
estabilidade foi monitorada nos dias 0, 1, 3, 7, 14 e 30. Além disso, os tubos Falcon foram
fotografados diariamente para verificar possiveis separacdes de fases (Apéndice C). Os

resultados foram expressos em média de analises em triplicata e desvio-padrao.

3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS E DAS
NANOEMULSOES DE GOIABA E PITANGA

3.7.1 Microrganismos utilizados e preparacao do inéculo

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais e das
nanoemulsdes de goiaba e pitanga, foram utilizados 0s seguintes microrganismos:
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (bactéria Gram-positiva), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706, Acinetobacter baumannii ATCC
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19606 e Escherichia coli ATCC 25922 (bactérias Gram-negativas) e Candida albicans ATCC
10231 e Candida krusei ATCC 6258 (leveduras). O inoculo bacteriano foi preparado por meio
da suspensdo direta do crescimento microbiano em caldo Mueller-Hinton (Himedia, Thane,
india), com turbidez ajustada entre 0,08 e 0,10 em um espectrofotdmetro (Hitach U-3900H,
Téquio, Japdo) a 625 nm (equivalente ao padrdo McFarland 0,5 ou 1,0x10® UFC/mL) (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2018). Para as leveduras, o in6culo foi preparado por
suspensdo direta do crescimento microbiano em caldo RPMI-1640 (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e o indculo foi ajustado usando um espectrofotémetro (Hitach U-3900H, Toquio,
Japdo) com turbidez ajustada entre 0,08 e 0,13 em um comprimento de onda de 530 nm
(equivalente ao padrdo McFarland 0,5 ou 1,0x10° UFC/mL) (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2017).

3.7.2 Teste de difusdo em 4gar

Para comparar a atividade antimicrobiana entre as nanoemulsdes e 0s 6leos essenciais,
foi empregado o método de difusdo em agar, uma vez que o método do disco de papel néo se
mostrou adequado para a difusdo das nanoemulsdes em gel. Além disso, 0s 6leos essenciais
foram testados tanto em sua forma pura quanto diluidos a 15% (v/v) em caldo Mueller—Hinton
e 4% de Tween 80 (Sigma-Aldrich-Merck, Darmstadt, Alemanha), permitindo a comparagéo
direta com as nanoemuls@es, que foram formuladas com uma concentracdo de 15% de 6leo
essencial. Assim, o in6culo microbiano foi semeado, com o auxilio de um swab estéril, na
superficie de uma placa de agar Mieller—Hinton até que um esfregaco uniforme fosse obtido.
Apos a secagem do in6culo, pocos de 6 mm de diametro foram perfurados, em triplicata, nas
placas usando um perfurador de aco inoxidavel estéril. Em seguida, 50 pL de cada amostra
(6leos essenciais ou nanoemulsdes) foram adicionados aos pocos. As placas foram incubadas a
37 °C por 24 h. Ao final da incubacéo, as zonas de inibigdo que se formaram ao redor dos po¢os
foram medidas em milimetros e os resultados expressos em média e desvio-padréo (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2012).

3.7.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao
Bactericida Minima (CBM)

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao Bactericida Minima (CBM)

foram determinadas de acordo com a metodologia do Clinical and Laboratories Standards
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Institute (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017, 2018). O in6culo microbiano foi
diluido em caldo Miueller-Hinton (in6culo bacteriano) ou caldo RPMI-1640 (in6culo de
levedura) na proporc¢édo de 1:150. Em seguida, as amostras de 6leos essenciais e nanoemulsdes
foram diluidas em diferentes concentracbes (CIM 0,20-25,00 mg/mL e CBM 2,00-55,00
mg/mL) em caldo Mdeller-Hinton (inéculo bacteriano) ou caldo RPMI-1640 (inéculo de
levedura) usando diluigdo seriada. Os testes foram realizados em triplicata e usando
microplacas de fundo plano de 96 pocos. Cada pogo recebeu 100 pL da amostra diluida e 100
uL do indculo microbiano, resultando em uma concentragdo final de indculo de 1,0x10°
UFC/mL em um volume total de 200 uL por poco. Para o controle positivo do crescimento
microbiano, cada pogo recebeu 100 pL de caldo e 100 pL de in6culo microbiano. Para o
controle sem crescimento microbiano, foram utilizados 200 pL de caldo Mdueller—Hinton
(inéculo bacteriano) ou caldo RPMI-1640 (indculo de levedura) e 200 pL dos 6leos essenciais
ou nanoemulsdes. Para evitar interferéncia da coloracdo das amostras e do caldo, 100 pL de
caldo Mueller—Hinton ou RPMI-1640 e 100 pL dos 6leos essenciais ou nanoemulsdes foram
usados como brancos. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h para testes bacterianos
e 48 h para testes de levedura. Em seguida, a turbidez de cada poco foi lida a 620 nm usando
um leitor de microplacas Multiskan® (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
EUA). Para a confirmagdo da CBM, 100 pL de cada uma das amostras foram semeadas em
placas de agar Mueller—Hinton por 24 h (para bactérias) e em agar batata dextrose (Himedia,
Thane, india) por 48 h (para leveduras) a 37 °C. A CBM foi determinada como a menor
concentracdo que ndo permitiu o crescimento microbiano visivel no agar. Para a confirmacéo
da CIM, 20 pL de corante resazurina (Sigma-Aldrich-Merck, Darmstadt, Alemanha) a 0,01%
(p/v) foi adicionado a cada pogo contendo 100 pL de cada amostra. A resazurina é um indicador
redox usado para avaliar a viabilidade celular. Inicialmente, a resazurina € azul, mas torna-se
rosa e fluorescente quando reduzida a resorufina por oxidorredutases dentro de células viaveis
(Ristivojevi¢ et al., 2018). A CIM foi definida como a menor concentragao na qual ndo houve

alteracéo na cor.

3.7.4 Ensaios de inibicdo do crescimento microbiano ao longo do tempo dos dleos

essenciais e nanoemulsdes de goiaba e pitanga

Os ensaios de inibigdo do crescimento microbiano ao longo do tempo (curva de tempo
morte) dos 6leos essenciais e das nanoemulsdes foram realizados contra S. aureus e E. coli. Os

oleos essenciais e as nanoemulsdes foram testados em concentragdes de 4xCIM, 2xCIM, CIM
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e 0,25xCIM. Os ensaios foram realizados em microplacas de fundo plano de 96 pocos e cada
poco recebeu 100 pL da amostra diluida e 100 pL do indculo microbiano, resultando em uma
concentragéo final de inoculo de 1,0x10% UFC/mL e um volume total de 200 L por pogo. Para
o0 controle positivo do crescimento microbiano, cada pogo recebeu 100 pL de caldo e 100 pL
de inbculo bacteriano. A CIM da oxacilina foi usada como um controle de inibi¢cdo do
crescimento para S. aureus e a CIM da cefepima foi usada como um controle de inibi¢do do
crescimento para E. coli. As amostras foram coletadas em 0, 2, 4 e 6 h e espalhadas em placas
de agar Mueller-Hinton, que foram entdo incubadas por 24 h a 37 °C. Para elaboracdo dos
resultados, o numero de unidades formadoras de col6nias resultantes em log10 (log10 UFC/mL)

foi plotado em funcdo do tempo (Leber, 2016).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as anélises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média
+ desvio padrdo. Todos os dados foram tratados com o auxilio do software STATISTICA®
versdo 10.0. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para detectar diferencas
significativas entre as andlises e quando as diferencas foram estatisticamente significativas, o
teste de Tukey foi utilizado para as comparacfes de médias.
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A andlise da composic¢do quimica do dleo essencial de goiaba (Tabela 1) permitiu a

identificacdo de 21 compostos volateis, representando 98,10% da composic¢do total do 6leo

essencial de goiaba.

Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial de goiaba

(continua)

Componentes Composicéo (%) Classificacao
1 a-Pineno 0,24 Monoterpeno
2 p-Cimeno 0,18 Monoterpeno
3 Limoneno 0,75 Monoterpeno
4 Eucaliptol 4,58 Monoterpeno
5 a-Terpineol 0,19 Monoterpeno
6 Copaeno 0,80 Sesquiterpeno
7 B-Cariofileno 25,92 Sesquiterpeno
8 Humuleno 3,95 Sesquiterpeno
9 [-Panasinsense 2,17 Sesquiterpeno
10 B-Selineno 22,64 Sesquiterpeno
11 y-Selineno 19,13 Sesquiterpeno
12 a-Muuroleno 0,63 Sesquiterpeno
13 -Bisaboleno 0,17 Sesquiterpeno
14 y-Cadineno 2,69 Sesquiterpeno
15 7-epi-a-Selineno 0,49 Sesquiterpeno
16 6-Cadineno 2,48 Sesquiterpeno
17 a-Calacoreno 0,23 Sesquiterpeno
18 Oxido de Cariofileno 5,61 Sesquiterpeno
19 Oxido de Humuleno 0,37 Sesquiterpeno
20 t-Cadinol 1,34 Sesquiterpeno
21 Selin-6-en-4-a-ol 3,54 Sesquiterpeno

Monoterpenos

Sesquiterpenos

5,94%
92,16%
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(concluséo)
% de Identificacéo 98,10%

Fonte: Autoria propria, 2025.

Os sesquiterpenos foram a principal classe de compostos presentes no 6leo essencial de
goiaba, correspondendo a 92,16% de sua composicdo. Dentro dessa classe, destacaram-se 0s
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (81,30%) e os sesquiterpenos oxigenados (10,86%), enquanto
0s monoterpenos representaram 5,94% do total. Os constituintes quimicos mais abundantes
foram os hidrocarbonetos sesquiterpénicos B-cariofileno (25,92%), B-selineno (22,64%) e y-
selineno (19,13%). Além disso, outros compostos identificados em quantidades significativas
incluiram o sesquiterpeno oxigenado 6xido de cariofileno (5,61%), o selin-6-en-4-a-ol (3,54%),
0 monoterpeno eucaliptol (4,58%) e o sesquiterpeno humuleno (3,95%).

Resultados semelhantes foram obtidos por Dos Santos et al. (2023) ao analisarem o 6leo
essencial de goiaba da regido Sudeste do Brasil (Rio de Janeiro, RJ). Nesse estudo, foram
identificados 20 compostos, com destaque para os hidrocarbonetos sesquiterpénicos, que
representaram 85,52% da composicao total. Os compostos majoritarios encontrados foram o-
humuleno (33,20%), Oxido de (E)-cariofileno (25,83%), a-selineno (12,08%) e B-selineno
(11,71%). De Souza et al. (2021) avaliaram o 6leo essencial de goiaba da regido sul do Brasil
(Canelinha, SC) e identificaram como principais compostos o B-selineno (13,83%), o o-
humuleno (10,90%) e o B-cariofileno (7,61%). Da Silva de Souza et al. (2017) relataram que 0s
6leos essenciais de goiaba provenientes de 22 diferentes gen6tipos cultivados na regido Sudeste
do Brasil (municipios de Mimoso do Sul e Linhares, ES) apresentaram predominancia de trans-
cariofileno (14,2-16,0%) e a-humuleno (7,1-11,4%). Além disso, em cinco desses gendtipos,
também foram observadas quantidades significativas de éxido de cariofileno (9,5-11,5%), -
selineno (6,8-8,0%) e a-selineno (6,1-7,6%).

O oleo essencial de goiaba do presente estudo apresentou 41,77% de selineno e 25,92%
de B-cariofileno em sua composi¢édo. Resultados semelhantes foram reportados por Sarma et al.
(2020) para o 6leo essencial das folhas de Lantana camara, que apresentou B-cariofileno
(24,96%) e o-selineno (17,46%) como seus principais constituintes. Alguns outros 0Oleos
essenciais também foram relatados na literatura como tendo selineno como componente
principal, como Artemisia annua (B-selineno 20,05-46,29%) (Hong et al., 2023) e Callicarpa
macrophylla (B-selineno 37,51-57,01%) (Chandra et al., 2017).
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O sesquiterpeno p-cariofileno € estudado na literatura por suas atividades
antimicrobianas. Dahham et al. (2015) isolaram B-cariofileno do 6leo essencial de Aquilaria
crassna e observaram que 0 composto exibiu alta atividade antimicrobiana, especialmente
contra bactérias Gram-positivas. Woo et al. (2020) avaliaram a atividade antimicrobiana do [3-
cariofileno contra a bactéria Helicobacter pylori e relataram um valor de CIM de 1,0 mg/mL.
Os autores concluiram que o B-cariofileno atua inibindo a replicagdo bacteriana por meio da
regulacao negativa dos genes dnaE, dnaN, holB e gyrA, que sdo expressos por H. pylori.

A analise da composi¢cdo quimica do 6leo essencial de pitanga (Tabela 2) revelou 31

compostos Vvolateis, representando 98,60% da composicao total do 6leo essencial de pitanga.

Tabela 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de pitanga

(continua)

Componentes Composicéo (%) Classificacao
1 B-Mirceno 0,63 Monoterpeno
2 a-Felandreno 0,17 Monoterpeno
3 B-Tujeno 0,20 Monoterpeno
4 Trans- B-Ocimeno 1,30 Monoterpeno
5 B-Ocimeno 3,32 Monoterpeno
6 y-Terpineno 0,15 Monoterpeno
7 Terpinoleno 0,14 Monoterpeno
8 d-Elemeno 1,20 Sesquiterpeno
9 a-Cubebeno 0,31 Sesquiterpeno
10 Copaeno 0,30 Sesquiterpeno
11 B-Elemeno 4,74 Sesquiterpeno
12 B-Cariofileno 5,16 Sesquiterpeno
13 y-Elemeno 1,72 Sesquiterpeno
14 Biciclosesquifelandreno 0,16 Sesquiterpeno
15 Humuleno 0,43 Sesquiterpeno
16 Aloaromadendreno 0,53 Sesquiterpeno
17 [-Panasinseno 0,71 Sesquiterpeno
18 B-Cubebeno 6,79 Sesquiterpeno
19 B-Selineno 0,47 Sesquiterpeno
20 Curzereno 34,80 Sesquiterpeno
21 d-Guaieno 1,34 Sesquiterpeno



46

(concluséo)

22 y-Cadineno 0,14 Sesquiterpeno
23 6-Cadineno 2,01 Sesquiterpeno
24 a-Cadineno 0,40 Sesquiterpeno
25 Germacreno B 11,92 Sesquiterpeno
26 Espatulenol 1,14 Sesquiterpeno
27 Globulol 0,80 Sesquiterpeno
28 Aristoladieno 3,28 Sesquiterpeno
29 Germacrena 3,99 Sesquiterpeno
30 Calameneno 4,62 Sesquiterpeno
31 Aristoleno 5,73 Sesquiterpeno

Monoterpenos 5,91%

Sesquiterpenos 92,69%

% de Identificacéo 98,60%

Fonte: Autoria propria, 2025.

As principais classes de compostos identificadas no éleo essencial de pitanga foram os
sesquiterpenos, que representaram 92,69% da composicao total. Dentre esses, destacaram-se 0s
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (51,96%) e os sesquiterpenos oxigenados (40,73%), enquanto
0s monoterpenos corresponderam a 5,91% do Oleo essencial de pitanga. Os constituintes
guimicos majoritarios foram o sesquiterpeno oxigenado curzereno (34,80%) e o hidrocarboneto
sesquiterpénico germacreno B (11,92%). Além desses, outros compostos foram identificados
em proporgdes significativas, como os hidrocarbonetos sesquiterpénicos B-cubebeno (6,79%),
aristoleno (5,73%), B-cariofileno (5,16%), B-elemeno (4,74%) e calameneno (4,62%), bem
como o sesquiterpeno oxigenado germacreno (3,99%).

De Jesus et al. (2023) analisaram um 0leo essencial de pitanga da regido norte do Brasil
(Belém, PA) e obtiveram resultados semelhantes a este estudo, onde 0 composto majoritario foi
0 curzereno (33,40%). Da Costa et al. (2020b) avaliaram a influéncia da sazonalidade na
composicdo quimica do 6leo essencial de pitanga da regido norte do Brasil (Belém, PA) e
observaram que o curzereno foi o principal constituinte, sendo que sua porcentagem nao
apresentou diferenca significativa entre a estacao seca (42,70%) e a estagcdo chuvosa (40,80%).
Além disso, Da Costa et al. (2020b) também identificaram no 6leo essencial de pitanga 0s
sesquiterpenos oxigenados germacreno (0,20-10,50%), globulol (1,50-7,40%) e espatulenol

(0,50-7,00%) e os hidrocarbonetos sesquiterpénicos germacreno B (0,10-7,50%) e B-elemeno
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(1,80-5,80%). Da Silva et al. (2023) identificaram selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (57,55%) e
oxido-selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (21,18%) como o0s principais compostos no 6leo essencial
de pitanga da regido nordeste do Brasil (Recife, PE).

Figueiredo et al. (2019) relataram que a composi¢do quimica do 6leo essencial de
pitanga apresenta variabilidade significativa com diferentes quimiotipos mas, em geral, € rico
em sesquiterpenos oxigenados ciclicos com esqueleto do tipo germacrano, como curzereno,
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido, germacreno e apresenta
associacdo com outros hidrocarbonetos sesquiterpénicos ciclicos. Os resultados do nosso estudo
indicaram que o perfil quimico do 6leo essencial de pitanga foi semelhante ao descrito por
Figueiredo et al. (2019) para o quimiotipo IlI, que foi representado por curzereno (50,6%),
germacreno B (5,20%) e germacreno (4,50%).

O dleo essencial de pitanga do presente estudo apresentou 34,80% de curzereno em sua
composi¢do. Além do 6leo essencial de pitanga, apenas alguns 6leos essenciais contém
quantidades significativas de curzereno em sua composi¢do. Doodman et al. (2023) relataram
23,96 a 47,04% de curzereno no 6leo essencial de Smyrnium olusatrum, uma planta aromatica
nativa do Ird e da Turquia. O género Curcuma também contém curzereno em quantidades
significativas nos 6leos essenciais de suas espécies (C. aeruginosa apresentou 4,70% e C.
zedoaria apresentou 6,20% de curzereno) (Poudel et al., 2022).

Embora haja poucos estudos na literatura sobre a atividade antimicrobiana do curzereno,
0s Oleos essenciais em que esse composto é o principal constituinte demonstram efeitos
inibitdrios contra diversos microrganismos. Acredita-se que essa atividade esteja relacionada
as caracteristicas estruturais do curzereno, que possibilitam sua interacdo com as membranas
microbianas de forma semelhante a outros sesquiterpenos. Essa interagdo compromete a

integridade da membrana, resultando na morte celular (Thin, Thinh, Hanh, 2022).

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE GOIABA E
PITANGA

No presente estudo, o Oleo essencial de pitanga apresentou uma maior atividade
antioxidante e teor de compostos fendlicos do que o 6leo essencial de goiaba (Tabela 3). A
atividade antioxidante dos 0leos essenciais pode ser atribuida aos seus principais compostos
guimicos, atuando individualmente ou em sinergia e tanto 0s terpenos quanto 0s compostos
fenolicos sdo conhecidos por sua atividade antioxidante (Toledo et al., 2020). As propriedades

antioxidantes dos Gleos essenciais podem contribuir para sua eficicia antimicrobiana, pois
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protegem 0s compostos bioativos da oxidacdo durante o armazenamento. Isso ajuda a preservar
sua estabilidade e garantir uma atividade antimicrobiana consistente ao longo do tempo
(Dahham et al., 2015; Woo et al., 2020).

Tabela 3. Atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais dos 6leos essenciais de
goiaba e pitanga

Oleos essenciais

Anélises
Goiaba Pitanga
ABTS (umol. TE/mL) 204,19+25,01° 853,62+29,74°
DPPH (umol. TE/mL) 51,30+20,012 183,71+8,43"
Compostos fendlicos (mg.GAE/mL) 1,11+0,64% 1,30+0,35°

Fonte: Autoria propria, 2025.
Notas: Os valores representam média + desvio-padrdo. Letras diferentes dentro da mesma linha apresentam
diferengas significativas a p < 0,05 de acordo com o teste de Tukey, usando nivel de confianca de 95%.

Os sesquiterpenos oxigenados apresentam maior atividade antioxidante do que 0s
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, pois a capacidade de eliminacdo de radicais livres esta
diretamente correlacionada com o grau de oxigenacgéo de seus constituintes, devido ao aumento
de elétrons livres (Abd-Elgawad et al., 2021). Dessa forma, o alto teor de sesquiterpenos
oxigenados no Oleo essencial de pitanga (40,73%) pode contribuir para sua maior atividade
antioxidante em comparacdo ao O6leo essencial de goiaba (10,86%), que possui uma
concentragéo inferior desses compostos.

O dleo essencial de goiaba apresentou atividade antioxidante de 204,19 umol. TE/mL
(ABTS) e 51,30 umol. TE/mL (DPPH). Jer6nimo et al. (2021) relataram que o 6leo essencial
de goiaba da regido norte do Brasil apresentou capacidade antioxidante total de 195,7
mg.TE/mL (DPPH). De Souza et al. (2021) relataram que o 6leo essencial de goiaba da regido
sul do Brasil apresentou 4,54 e 8,94 umol. TE/mL para ABTS e DPPH, respectivamente.

O dleo essencial de pitanga apresentou atividade antioxidante de 853,62 pmol. TE/mL
(ABTS) e 183,71 umol.TE/mL (DPPH). Outros estudos também relataram atividade
antioxidante em 0Oleos essenciais de pitanga brasileiros. Da Costa et al. (2020a) relataram que
duas amostras diferentes de Oleo essencial de pitanga coletadas na regido norte do Brasil
apresentaram inibicdo do radical DPPH de 45,1% (228,3 mg.TE/g) e 42,8% (217,0 mg.TE/qg).
Além disso, Da Costa et al. (2020b) relataram que 6leos essenciais de pitanga, obtidos em doze
meses (janeiro a dezembro) de coleta de amostras de folhas de plantas na regido amazonica

brasileira, demonstraram atividade antioxidante DPPH variando de 186,9 a 436,3 mg.TE/g.
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Os oleos essenciais de goiaba e pitanga apresentaram valores de compostos fendlicos
totais de 1,10 e 1,30 mg.GAE/mL, respectivamente. Omurtag Ozgen et al. (2022) relataram um
valor semelhante de compostos fenolicos totais de 1,22 mg.GAE/g para o 0leo essencial de
Lavandula angustifolia Mill. da Turquia. Mechergui et al. (2016) obtiveram valores de
compostos fendlicos totais de Gleos essenciais de Origanum vulgare do Norte da Africa
variando de 4,10-17,70 mg.GAE/g e El-Demerdash, El-Sayed, Abdel-Daim (2021), relataram
que o Oleo essencial de Rosmarinus officinalis do Egito continha uma concentracdo de

compostos fenolicos totais de 0,04 mg.GAE/mL.

4.3 CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE GOIABA E PITANGA

As nanoemulsdes de goiaba e pitanga apresentaram tamanhos de goticulas de 99,50 e
105,30 nm, respectivamente (Tabela 4). De acordo com a literatura, as nanoemulsdes séo
dispersdes coloidais compostas por goticulas em nanoescala, com tamanhos variando de 20 a
200 nm. O menor tamanho de goticula nas nanoemuls@es ajuda a suprimir a coalescéncia e a
precipitagdo das goticulas e isso contribui para minimizar a degradacdo da nanoemulsédo e
aumentar sua estabilidade (Naseema et al., 2021; Preeti et al., 2023).

Tabela 4. Caracterizacdo das nanoemulsdes de goiaba e pitanga

Nanoemulsoes

Anélises
Goiaba Pitanga
Tamanho (hm) 99,50+0,70? 105,30+0,60°
PDI 0,43+0,012 0,32+0,01°
Potencial zeta (mV) -7,34+0,20° -9,29+0,20°
pH 5,410,102 5,75+0,01°

Fonte: Autoria propria, 2025.

Notas: PDI: indice de polidispersdo. Os valores representam média + desvio-padrdo. Letras diferentes dentro da
mesma linha apresentam diferencas significativas a p < 0,05 de acordo com o teste de Tukey, usando nivel de
confianca de 95%.

Os resultados deste trabalho sdo semelhantes aos tamanhos de goticulas relatados para
nanoemulsdes de outros Oleos essenciais. Uma nanoemulsdo de 6leo essencial de Thymus
vulgaris apresentou goticulas esféricas com diametro de 127,6 nm (Moazeni et al., 2021),

enquanto uma nanoemulséo de 0leo essencial de canela resultou em goticulas com tamanho
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médio de 162,1 nm (Chu et al., 2020). Além disso, foi relatado que os didmetros hidrodindmicos
das nanoemulsdes formuladas com dleo essencial de Carlina acaulis variaram entre 110 e 140
nm (Ntalli et al., 2023).

O indice de polidispersdo obtido foi de 0,43 e 0,32 para as nanoemulsdes de goiaba e
pitanga, respectivamente. O indice de polidispersdo (PDI) mede a variacdo nos tamanhos de
particulas dentro de uma amostra e varia de 0,0, que indica uma amostra com tamanhos de
particulas uniformes, a 1,0, que reflete uma amostra com uma ampla varia¢do nos tamanhos de
particulas. Um PDI abaixo de 0,08 indica uma distribuicdo monodispersa, enquanto valores
acima de 0,70 sugerem uma distribuicdo de tamanho de goticula mais ampla. Um PDI entre
0,08 e 0,70 ¢ considerado uma distribuicdo de tamanho aceitavel em nanoemulsfes. Assim, 0
PDI é um importante indicador de homogeneidade e é geralmente usado para determinar a
estabilidade de nanoemulsdes (Danaei et al., 2018; Morteza-Semnani et al., 2022).

Dakhlaoui et al. (2024) relataram resultados semelhantes, nos quais nanoemulsdes de
6leo essencial de Eucalyptus cladocalyx apresentaram um PDI de 0,49. Além disso, Soulaimani
et al. (2022) obtiveram variagdes de PDI entre 0,20 e 0,44 para nanoemuls@es obtidas a partir
de uma mistura de 6leos essenciais de Lavandula maroccana, T. vulgaris e Ammodaucus
leucotrichus.

O potencial zeta obtido foi de -7,34 e -9,29 mV para as nanoemulsdes de goiaba e
pitanga, respectivamente. O potencial zeta é usado para medir a carga superficial de particulas
em uma suspensdo liquida, determinada pela velocidade com que as particulas carregadas se
movem em dire¢do ao eletrodo quando expostas a um campo elétrico externo, com valores
variando de +100 a —100 mV. O potencial zeta ¢ influenciado pelas propriedades fisico-
quimicas, pela presenca de eletrdlitos e pela capacidade de adsorcdo das nanoparticulas
(Gurpreet & Singh, 2018). Os surfactantes ndo idnicos, como Tween, Cremophor® EL e Plurol®
Oleique, criam fortes forcas repulsivas estéricas ou forcas repulsivas osméticas ao formar uma
barreira ao redor da gota de Gleo, estabilizando assim a emulsdo e evitando a agregacdo das
gotas (Wu et al., 2017).

Morteza-Semnani et al. (2022) observaram valores de potencial zeta de -0,50 a -6,90
mV para formulacdes de nanoemulgel contendo 6leo essencial de cominho. Moazeni et al.
(2021) obtiveram um valor de potencial zeta de -9,82 mV para nanoemulséo de dleo essencial
de T. vulgaris.

Neste estudo, as nanoemulsdes de goiaba e pitanga resultaram em valores de pH de 5,41
e 5,75, respectivamente. A pele humana possui pH variando entre 4,20 e 5,60; portanto,

solugdes com pH mais proximo ao da pele favorecem a penetracdo das nanoparticulas, pois
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podem reduzir as forgas eletrostaticas, facilitando assim a permeacdo cutanea (Naves et al.,
2017).

As nanoemulsdes de goiaba e pitanga foram analisadas quanto a estabilidade sob
diferentes condicdes de temperatura (4 °C, 25 °C e 40 °C) e periodos de armazenamento (0, 1,
3,7, 14 e 30 dias). As mudancas no tamanho das goticulas, PDI, potencial zeta e valores de pH
sdo apresentadas na Figura 11. O tamanho das goticulas em todas as temperaturas de
armazenamento aumentou ao longo do tempo; no entanto, nenhuma separacdo de fases foi
observada, e 0s tamanhos das goticulas das nanoemulsées permaneceram abaixo de 200 nm por
30 dias. Na temperatura de 25 °C, observou-se uma mudanga menor no tamanho das goticulas,
variando de 73,13 a 103,80 nm para a nanoemulsdo de goiaba e de 70,26 a 104,7 nm para a
nanoemulsdo de pitanga. Por outro lado, o armazenamento a 40 °C apresentou maior varia¢ao
no tamanho das goticulas das nanoemulsdes ao longo do tempo. No 30° dia, o tamanho dessas

goticulas havia dobrado em relacéo ao dia O.
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Figura 11. Efeitos da temperatura e do armazenamento na estabilidade das nanoemulsGes de

goiaba e pitanga
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zeta (mV), D) pH. (E — H) = estabilidade da nanoemuls&o de pitanga, E) tamanho da gota (nm), F) indice de
polidisperséo (PDI), G) potencial zeta (mV), H) pH.

Os baixos valores de PDI das nanoemulsdes de goiaba e pitanga, que permaneceram
abaixo de 0,50 em todas as temperaturas de armazenamento, indicaram a homogeneidade do
tamanho das formulacdes. As nanoemulsdes com baixos valores de PDI (<0,50) exibem uma
distribuicdo de particulas mais homogénea, o que € crucial para garantir sua estabilidade, pois
sd80 menos propensas a separacao de fases. Um PDI < 0,50 impacta diretamente a atividade
antibacteriana das nanoemulsdes, porque particulas uniformes penetram nas membranas
microbianas mais facilmente (Chookiat et al., 2024; Firoozy & Anarjan, 2019). Além disso, o
PDI < 0,50 aumenta a difusdo da nanoemulsao nas paredes celulares bacterianas, pois goticulas
menores e de tamanho mais uniforme aumentam a propor¢ado entre area de superficie e volume
da nanoemulséo (Rahman et al., 2024).

O potencial zeta apresentou carga negativa, variando de -7,34 a -6,97 mV a 25 °C para
a nanoemulsdo de goiaba e de -8,48 a -6,51 mV a 25 °C para a nanoemulsdo de pitanga. Na
temperatura de 4 °C o potencial zeta apresentou variacdo semelhante a temperatura de 25 °C.
Entretanto, na temperatura de 40 °C, houve maior varia¢do no potencial zeta das nanoemulsdes
de goiaba (-7,34 a -3,32 mV) e pitanga (-9,29 a -5,63 mV).

As propriedades elétricas (potencial zeta) tém um impacto significativo na estabilidade
da nanoemulséo e s&o influenciadas pelos surfactantes usados na formulagdo. Enquanto
surfactantes ndo idnicos, como os usados nesse trabalho (Cremophor® EL e Plurol® Oleique),
sdo estabilizados por interacdes dipolo e ligacdo de hidrogénio com a camada de hidratacédo da
agua, bem como por forcas repulsivas devido ao impedimento estérico, surfactantes iénicos sdo
adicionalmente estabilizados por interacGes eletrostaticas. No entanto, surfactantes ndo idbnicos
sdo a primeira escolha em formulagcdes de nanoemulsdo porque em comparagdo com
surfactantes idnicos, eles exibem um perfil toxicolégico mais seguro (Pavoni et al., 2020b).

Segundo Somala, Laosinwattana, Teerarak (2022), a temperatura influencia na
estabilidade das emulsdes, afetando as propriedades fisicas do dleo, da agua e do surfactante.
Os resultados do presente estudo indicaram uma possivel perda de estabilidade nas
nanoemulsdes armazenadas a 40 °C por um periodo superior a 30 dias, enquanto as
temperaturas de 25 °C e 4 °C apresentaram melhor estabilidade para as nanoemulsées ao longo
de 30 dias de armazenamento.

Somala, Laosinwattana, Teerarak (2022) relataram resultados semelhantes para
nanoemulsdes contendo 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus). Na temperatura de

4 °C, o tamanho médio das gotas permaneceu abaixo de 200 nm; no entanto, as nanoemulsées
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armazenadas a 45 °C exibiram um tamanho de gota maior, aumentando de 79 para 218 nm apds
14 dias. Yin et al. (2024) relataram boa estabilidade de uma nanoemulséo contendo extrato de
mangostim e &cido kojico por 42 dias a uma temperatura de 25 °C, com um tamanho de gota
de 162,9 nm, um PDI de 0,39 e nenhuma separacao de fases.

A estabilidade das nanoemulsdes sob diferentes condi¢bes de armazenamento é crucial
para aplicacdes praticas, como em formulagdes tdpicas ou sistemas alimentares (Kaur et al.,
2024; Teng et al., 2020). Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a estabilidade das

nanoemulsdes quando expostas a fatores ambientais como luz e umidade.

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS E DAS
NANOEMULSOES

4.4.1 Teste de difusdo em 4gar

A nanoemulsédo de pitanga apresentou a maior atividade antimicrobiana entre todos 0s
compostos testados no método de difusdo em agar (Tabela 5), com zonas de inibi¢do variando
de 8,41 a 20,97 mm contra todos 0os microrganismos testados, exceto para E. coli, que nédo
apresentou zona de inibicao para nenhum dos compostos testados. As maiores zonas de inibigdo
foram observadas contra as leveduras C. albicans (20,97 mm) e C. krusei (15,20 mm).

Da mesma forma, Jawaid et al. (2023) relataram que a nanoemulsdo de 6leo essencial
de citronela apresentou maiores zonas de inibicdo contra S. aureus e C. albicans em comparacéo
ao Oleo essencial livre. Além disso, Hassanshahian, Saadatfar e Masoumipour (2020)
observaram que o 6leo essencial livre das folhas de Alhagi maurorum exibiu menores zonas de
inibicdo contra as bactérias S. aureus, P. aeruginosa e A. baumannii em relacdo a sua
nanoemulsao.

A nanoemulsdo de goiaba apresentou menor atividade antimicrobiana pelo método de
difusdo em agar do que a nanoemulséo de pitanga, com zonas de inibi¢do variando de 6,06 a
10,05 mm contra os microrganismos K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii e S. aureus

e nenhuma atividade antimicrobiana contra as leveduras C. albicans e C. krusei.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e de nanoemulsées de goiaba e pitanga
usando o método de difusdo em agar

Zona de diametro (mm)

Microrganismos OEG OEG OEP OEP
(Puro) (15%) NOEG (Puro) (15%) NOEP
S. aureus 9,10+0,19° 10,93+0,60*° 8,02+0,33° 8,04+0,25° 9,62+0,34°  8,41+0,96°
E. coli N N N N N N

K. pneumoniae N N 9,97+0,75° N N 15,13+0,45%
P. aeruginosa N N 10,05+0,392 N N 9,31+0,392
A. baumannii N N 6,06+4,04° N N 10,79+0,34°
C. albicans N N 7,78+0,32°¢ 14,30+9,53° 20,97+3,09°
C. krusei N N N 6,67+4,45¢ 9,40+0,40° 15,20+0,85°

Fonte: Autoria propria, 2025.

Notas: OEG = 6leo essencial de goiaba; NOEG = nanoemulséo do 6leo essencial de goiaba; OEP = éleo essencial
de pitanga; NOEP = nanoemulsdo do 6leo essencial de pitanga; N = ndo houve halo inibitério. Os valores
representam média + desvio-padréo. Letras diferentes dentro da mesma linha tiveram diferencas significativas a p
< 0,05 de acordo com o teste de Tukey, usando nivel de confianca de 95%.

O dleo essencial de pitanga apresentou zonas de inibicao variando de 6,67 a 14,30 mm
contra a bactéria Gram-positiva S. aureus e as leveduras C. albicans e C. krusei, sem atividade
antimicrobiana contra as bactérias Gram-negativas testadas. Da mesma forma, Fidelis et al.
(2022) relataram que o 6leo essencial de pitanga apresentou zonas de inibi¢do para patdgenos
Gram-positivos como S. aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis e Streptococcus
faecalis, enquanto nenhuma atividade antimicrobiana foi observada contra patdgenos Gram-
negativos. Mohamed et al. (2023) investigaram a atividade antimicrobiana do dleo essencial
das folhas de pitanga cultivadas no Egito e encontraram uma zona de inibicdo de 12 mm para
0 Oleo diluido a 20% para C. albicans. Ferreira et al. (2021) analisaram o Gleo essencial de
folhas de Eugenia florida coletadas na regido norte do Brasil (Magalhdes Barata, PA) e
obtiveram zonas de inibi¢do variando de 6,00 a 8,00 mm para C. albicans, C. tropicalis, C.
famata, C. krusei e C. auris.

Neste estudo, 0 6leo essencial de goiaba apresentou atividade somente contra S. aureus,
com halos de inibi¢do variando de 9,10 a 10,93 mm. Os 6leos essenciais de goiaba da China
apresentaram halos de inibicdo contra diferentes cepas de S. aureus variando de 9,00 a 18,60
mm (Wang et al., 2017). O o6leo essencial de goiaba da regido sul do Brasil (Canelinha, SC)

apresentou halo de inibigc&o contra S. aureus de 16,07 mm (de Souza et al., 2021).
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E interessante notar que os 6leos essenciais diluidos a 15% produziram zonas de inibigo
maiores do que os Gleos essenciais puros, indicando um desafio de difusdo para compostos
lipidicos em 4&gar. As nanoemulsfes tornam-se mais sollveis em meio aquoso, 0 que
provavelmente contribuiu para aumentar a atividade antimicrobiana na metodologia de difuséo
em &gar. Embora a metodologia de difusdo em agar seja amplamente utilizada para avaliar a
atividade antimicrobiana de Oleos essenciais, recomenda-se que este método seja
complementado pela determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragédo
Bactericida Minima (CBM), o que torna possivel estabelecer as doses minimas do composto
que tém efeito bacteriostatico e bactericida, respectivamente (Chouhan, Sharma, Guleria,
2017).

As propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais podem ser atribuidas
principalmente a sua capacidade de interagir com membranas bioldgicas, afetando o potencial
da membrana e consequentemente, a permeabilidade, o transporte de nutrientes e a troca ionica.
As pequenas goticulas de nanoemulsGes aumentam as interagdes entre 0s 6leos essenciais e a
parede celular bacteriana, ampliando sua eficacia antimicrobiana. Assim, a ruptura celular € um
dos principais mecanismos pelos quais as nanoemulsdes exercem seus efeitos antimicrobianos.
Isso ocorre devido ao pequeno tamanho das goticulas das nanoemulsdes, 0 que permite a rapida
difusdo de seus compostos na parede celular, causando a lise celular (Amasha, 2024; Chuesiang
etal., 2019).

Quando os 6leos essenciais estdo presentes na composicdo da nanoemulsdo, eles
induzem mudancas morfoldgicas nas células, como deformacdo e vazamento de contetdo
intracelular, resultando em morte celular (Liu et al., 2022; Pilong et al., 2022). Além disso, a
desnaturacdo de proteinas e alteracGes na hidrofobicidade da superficie sdo fatores criticos na
acao antimicrobiana das nanoemulsdes. Os 6leos essenciais encapsulados em nanoemulsdes
levam a desnaturacdo de proteinas em células bacterianas, contribuindo para a perda de
integridade estrutural e funcdo. Este processo de desnaturacdo é frequentemente acompanhado
pela liberagdo de materiais citoplasmaticos, o que é indicativo de morte celular (Amasha, 2024).

4.4.2 Determinacdo da CIM e CBM

A Tabela 6 apresenta os valores de CIM e CBM dos 0leos essenciais de goiaba, pitanga
e suas nanoemulsdes. A nanoemulsédo de pitanga apresentou menores valores de CIM (0,54—
1,22 mg/mL) e CBM (4,84-11,02 mg/mL) contra as leveduras C. albicans e C. krusei em

comparacéo ao 0leo essencial de pitanga. A nanoemulsédo de goiaba apresentou menores valores
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de CIM (1,26 mg/mL) e CBM (11,35 mg/mL) contra C. krusei em comparacdo ao 6leo essencial
de goiaba, indicando um potencial para uso dessas nanoemulsées como agentes antifungicos
contra esses dois importantes patdgenos humanos. Da mesma forma, Jawaid et al. (2023)
relataram que a nanoemulsdo de 6leo essencial de citronela apresentou um valor de CIM menor
(0,13 mg/mL) contra C. albicans do que o dleo essencial de citronela (0,25 mg/mL). Moazeni
et al. (2021) observaram que a atividade antifungica de uma nanoemulsdo a base de 6leo
essencial de tomilho foi maior do que a do 6leo essencial de tomilho contra C. albicans, C.

glabrata e C. parapsilosis.

Tabela 6. CIM e CBM dos 06leos essenciais de goiaba, pitanga e suas hanoemulsdes

OEG NOEG OEP NOEP

Microrganismos (mg/mL)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. aureus 1,137  10,16° 11,34° >5500 1,95° 17,53* 3,38¢ 30,46°
E. coli 0,42F 3,86° 352¢ 31,64> 5849 52598 11,28° >5500

K. pneumoniae  5,65° 50,81% 23,50° >5500 1,397 1249 8579 >55,00
P.aeruginosa 1,227 11,01° 5,95° 5357% 0,259 2,34 6,319 54,812
A. baumannii  4,61F 41,19° 858 >5500 5,75° 51,71° 20,08° >55,00
C. albicans 5,74° 51,668 9,07° >5500 850 >5500 1,227 11,02°
C. krusei 3,48 31,33 1267 11,35 4,58Y 41,197 0549 4,84

Fonte: Autoria propria, 2025.

Notas: CIM = Concentracéo Inibitoria Minima; CBM = Concentragdo Bactericida Minima); OEG = 6leo essencial
de goiaba; NOEG = nanoemulsdo do 6leo essencial de goiaba; OEP = 6leo essencial de pitanga; NOEP =
nanoemulsdo do 6leo essencial de pitanga. Os valores representam média + desvio-padrao. Letras diferentes dentro
da mesma linha tiveram diferencas significativas a p < 0,05 de acordo com o teste de Tukey, usando nivel de
confianca de 95%.

Para as bactérias Gram-negativas K. pneumoniae e P. aeruginosa, o 6leo essencial de
pitanga apresentou os menores valores de CIM (0,25-1,39 mg/mL) e CBM (2,34-12,49
mg/mL) entre 0os compostos testados. Para a bactéria Gram-positiva S. aureus, o 6leo essencial
de pitanga apresentou um valor de CIM de 1,95 mg/mL e um valor de CBM de 17,53 mg/mL.
Antonelo et al. (2023) relataram que o 0leo essencial de pitanga da regido sudeste do Brasil
(Ibitina, SP) apresentou atividade antimicrobiana semelhante quando testado contra S. aureus
(CIM de 3,13 mg/mL e CBM de 12,50 mg/mL). Obuotor, Omankhanlen, Lasisi (2017)
analisaram o 6leo essencial de pitanga obtido de folhas coletadas em Ota, Nigéria, Africa, e

obtiveram os seguintes valores: CIM de 25,00 mg/mL e CBM de 50,00 mg/mL contra S. aureus;
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CIM e CBM de 50,00 mg/mL contra K. pneumoniae; e CIM de 50,00 mg/mL e CBM de 100,00
mg/mL contra P. aeruginosa.

Para a bactéria Gram-positiva S. aureus e a bactéria Gram-negativa E. coli, o 6leo
essencial de goiaba apresentou os menores valores de CIM (0,42-1,13 mg/mL) e CBM (3,86—
10,16 mg/mL) entre os compostos testados. Hanif et al. (2018) relataram resultados
semelhantes com os dleos essenciais extraidos das folhas de dois cultivares® de goiaba (frutas
brancas e rosas) dos campos locais de Faisalabad, Punjab, Paquistdo. Os 6leos essenciais de
goiaba exibiram valores de CIM de 2,50-3,13 mg/mL contra S. aureus e CIM de 8,50-12,5
mg/mL contra E. coli.

Assim, no presente estudo, para as bactérias testadas (S. aureus, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, A. baumannii e E. coli), as nanoemulsdes exibiram valores de CIM e CBM mais
altos do que os 6leos essenciais. No entanto, as nanoemulsdes exibiram valores de CIM de
3,38-20,08 mg/mL para a nanoemulsdo de pitanga e 3,52-23,50 mg/mL para a nanoemulséo
de goiaba comparaveis aos valores relatados na literatura. Hassanshahian, Saadatfar,
Masoumipour (2020) observaram que uma nanoemulséo de 6leo essencial